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RESUMEN

Los Puntos Cuantico (PCs) son nanocristales més fotoestables, monocromaticos y brillantes
que cualquier fluorocromo. Estas cualidades y su capacidad de formar multiples constructos
(funcionalizacién con anticuerpos, oligonucledtidos, Biotina, lectinas, iones magnéticos, etc.)
les otorgan una enorme versatilidad analitica y una sensibilidad a nivel de molécula tnica.
Ademas de mejorar determinaciones estandar como el PSA, los PCs ofrecen nuevas
alternativas en Western blotting y citometria de flujo. La manufacturacion de “laboratorios
en un chip” es uno de los productos nanotecnolégicos mas destacados ya que permiten
multiples analisis simultdneos, a tiempo real, con un coste reducido y cantidades infimas de
muestra. En el campo de la biotecnologia los PCs son ttiles en la identificacion génica por
cddigo de barras multicolor en microchips. Los PCs unidos a ACs especificos permiten la
deteccion por fluorescencia de diversas dianas en rutas metabdlicas intracitoplasmaticas de
células vivas sin alterar su fisiologia. Mas aln, permiten comprender, a la vez, el trafico de
proteinas, su localizacion, reciclaje y funcion en lo que se viene llamando Proteémica Visual.
Nuevas aplicaciones en oncologia clinica permiten identificar células cancerosas aisladas en
sangre circulante y una mayor exactitud en el mapeado de Glanglio centinela en neoplasias
de mama, asi como conseguir discriminar selectivamente el nédulo tumoral en neurocirugia
cerebral. jEstamos a las puertas del diagndstico y terapia secuenciales por PCs en el mismo
acto médico; biopsia Optica?. La medicina regenerativa promete terapias sustitutivas de

organos y tejidos generados “in vitro”. Los nanotubos de carbono actian mejorando los
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sustratos para el crecimiento celular diferenciado de células madre. Ademas, son tutiles para la
liberacion controlada de medicinas, en particular citoestaticos unidos a ACs oncoespecificos,
y como vehiculo de vectores genéticos. La Nanotecnologia y los Puntos Quanticos en
particular representan el futuro del diagndstico del laboratorio, la biologia celular y la terapia

oncologica.

ABSTRACT

Quantum Dots (QDs) are more fotostable, monochromatic and brilliant than any standard
fluorocrome. These qualities and their capacity to build different constructors (targeted with
antibodies, oligonucleotides, Biotine, lectines, magnetic ions, etc) allow them a wide
versatility and sensibility, even to single molecular levels. Furthermore, improving standard
PSA and other tests QDs represent a new alternative in Western blotting and flow citometry.
Laboratories-on-a-chip, one of the more original nanoproducts, makes possible a wide variety
of clinical tests simultaneously at real time, low cost and a minimal amount of sample. QDs
are also being employed in biotechnology to genetic identifications through multicolor
barcodes on microchips. QDs nanocrystal-labeled antibodies allow simultaneous and safe
detection of multiple molecules in metabolic tracts inside living cells. Even traffic,
localization, turnover and function of proteins can be understood at a time, giving birth to
Visual Proteomics. New implementations in clinical oncology enable cancer cells recognition
in circulating blood, more precise identification of the sentinel node in breast neoplasia as
well as selectively delimitate malignant growths in brain surgery. Are we close to a sequential
diagnosis and therapy in a single medical act by Quantum Dots; the optical biopsy?
Regenerative medicine promises replacement therapy of organs and tissues growth “in vitro”.
Carbon Nanotubes improve the substratum to steam cells differentiation as well as under
control drugs release, particularly targeted citostatics or genetic vectors. Nanotechnology and
particularly Quantum Dots represent the future tools for laboratory diagnosis, cell biology and

cancer therapy.
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La medicina desde siempre ha incorporado sistematicamente los avances cientificos
mas relevantes. La ciencia nanotecnologica, hasta ahora empleada en Quimica Analitica,
fisica o Biologia molecular experimental (1), aporta herramientas novedosas en clinica

humana y, particularmente, en el diagnostico y tratamiento del cancer.

La inmunofluorescencia, técnica muy sensible de identificacion, ha supuesto un gran
avance en biomedicina, tanto que actualmente se ha hecho imprescindible en cualquier
laboratorio de citodiagnostico, anatomia patologica y hematologia. Sin embargo, el periodo de
emision de sefial de los fluorocromos decae rapidamente al ser excitados con luz ultravioleta,
requiriéndose acoplamientos sucesivos de AGs-ACs marcados a fin de incrementar la sefial

(sandwiches).

La nanotecnologia lo soluciona con PCs, uno de sus productos estrella. Estos
nanocristales fluorescen durante dias, con gran intensidad y sin necesidad de acoplamientos,
pudiendo aplicarse “in vivo” e “in vitro”. Estas y otras novedosas ventajas han ocupado
paginas de SCIENCE, NATURE, PNAS, etc.

Ademas, la nanotecnologia renueva areas fundamentales de la medicina como el diagnostico

por imagen y el tratamiento farmacoldgico y quirurgico (2).
(Se imaginan poder pesar una Unica bacteria o incluso una biomolécula aislada
empleando un microinstrumento (3)?, ;identificar moléculas tnicas de cualquier metabolito

(4)?, (detectar simultaneamente multiples componentes en células vivas dando lugar a la

Protedmica visual?

¢ Que es un Punto Cuantico? Estructura, sintesis, aplicaciones.

Definicidn, estructura v propiedades fisicas

La nanotecnologia disefia, fabrica y aplica instrumentos de dimensiones comprendidas
entre unos pocos nandémetros a unas 2-3 micras, como PCs, nanotubos de carbono,

nanorrobots, nanoparticulas de oro y magnéticas.
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Los PCs son cristales coloidales semiconductores, constituidos por cientos o miles de
atomos ordenados en una estructura cristalina de forma habitualmente esférica y de
dimensiones entre nandometros y algunas micras. Su caracteristica esencial es que los
electrones que lo constituyen estdn obligados a mantenerse confinados en las tres
dimensiones, lo que genera diversos fendmenos cuanticos. Para que dicho proceso tenga
lugar, el tamafio de los PCs ha de ser similar al radio del exciton de Bohr (10nm para los
semiconductores en general). Es decir, se comportan como un Unico atomo, por lo que

también se les denomina “atomos artificiales”.

Un PC estd formado por un nucleo de Sulfuro de Plomo, Sulfuro de Zinc, Seleniuro
Calcico o de compuestos fosforados de indio, aunque el mas frecuente es de CdSe (2,5-4nm
de didmetro). Cubriendo este nucleo cristalino central se encuentra una multicapa,
usualmente de ZnS, de algunos atomos de espesor que mejora sensiblemente la capacidad del
PC para emitir luz cuando es fotoexcitado evitando, asi, fenomenos de aglutinacion. Para
solubilizarlos, se recubren externamente con una capa polimérica que puede ser de TOP
(trioctilfosfina), de TOPO (6xido de trioctilfosfina), ormosil, etc (FIGURA 1). Finalmente y
mediante el tratamiento con determinados componentes quimicos que dependera de la futura
aplicacion, se obtienen los radicales necesarios que sobresalen de este conjunto para unir el

PC a diferentes moléculas dianas.

Core

Shell

Polymer
coating

Biomolecule

15-20 nm

Figura 1. Estructura esquematica de un Punto Cuantico que muestra los distintos elementos necesarios para su

uso en Biomedicina.

Destacamos algunas de sus propiedades més importantes:
1-El tamafio del PC es lo que determina la longitud de onda a la que emite y no su
composicion. Asi, tamafios de 2nm emiten en azul, de 2,3nm en verde, de 3,5nm en naranja y

tamafios de aproximadamente 6nm en rojo. (FIGURA 2). Los PCs mas pequefios producen
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luz de menor longitud de onda, por lo que las propiedades cuanticas de la luz emitida por los
mismos son mas acusadas y evidentes.

2- Cualquiera que sea la longitud de onda de excitacion (visible, ultravioleta o infrarrojo), el
PC emite un haz de luz monocromatico, intenso y con un espectro de emision siempre muy
estrecho, simétrico y sin solapamientos. Estos factores mejoran notablemente su

fotoestabilidad comparados con los colorantes fluorescentes comunes (5). Gracias a dicha

propiedad, una vez fotoexcitado, un PC puede brillar durante horas o dias, mientras que los
fluorocromos convencionales permanecen estables s6lo durante unos pocos segundos o
minutos

3-En relacion a estos ultimos, los PCs son més brillantes debido a sus mayores coeficientes de
excitacion, campos cudnticos y similares niveles de saturacion de emision.

4-Con un unico haz de luz de excitacién se logra estimular simultaneamente PCs de diferentes

tamafios (FIGURA 2), lo que permite, en la practica, detectar a la vez muchos componentes
moleculares en una misma célula viva o fijada.

5- Pueden ser afiadidas diferentes moléculas al PC a fin de conferirle una gran variedad de

aplicaciones.

6-Su empleo no distorsiona la fisiologia celular.

Excitacion simultanea a 365nm

Figura 2. Nanocristales de diferentes tamafios, excitados con una misma fuente de luz ultravioleta emiten haces
intensos y muy duraderos de luz monocromatica. El tamafio del Punto cuantico, a escala de Amgstroms,

determina el color.
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;. Cbomo se sintetiza un Punto Cuantico?

El procedimiento mas simple y universalmente seguido es la sintesis coloidal o
también denominada sintesis organica. Con el uso de soluciones madre de Selenio, Teluro,
Sulfuro u otros y mediante pirdlisis en un solvente de coordinaciéon muy caliente como el
TOP o TOPO, se obtienen PCs de alta calidad, tal como los formados por CdTe, CdSe, CdS y
derivados. Esta cobertura de TOP o TOPO evita procesos de agregacion. Por otra parte, el
proceso de sintesis puede ser mejorado sustituyendo el Cd (CH3)2 por CdO como donador
del Cadmio. En general, los PC resultantes de la sintesis coloidal presentan una excelente

cristalinidad y bajisimos defectos estructurales (6).

Otra ruta para constituir nanocristales de CdTe se denomina fase acuosa. Se basa en
la reaccion de sales metéalicas (NaHTe, NaHSe o sales de Cadmio) que, junto con compuestos
tidnicos (como reactivos para cubrir el PC), mercaptoetanol y tioglicerol estabilizan el
nanocristal. En este caso, se emplea Al2Te3 como fuente de H2Te. Por este proceder también
se han obtenido nanocristales de CdSe, CdTe y HeTe. El uso de altas temperaturas empleando
el microondas (7) mejora sensiblemente el campo cudntico y logra acortar los tiempos de

sintesis.

Comparativamente con la sintesis organica, la acuosa resulta mas barata y sencilla,

obteniéndose cristales de baja toxicidad, solubles en agua y estables (8).

Partiendo de PCs producidos por sintesis coloidal, para biocompatibilizarlos se
encapsulan con polimeros ampifilicos que los solubilizan en agua, haciéndolos resistentes a la

degradacion por encimas o agentes quimicos.

En Biomedicina los PCs suelen emplearse como estructuras individuales organizadas
en complejos de dos o tres dimensiones, conservando sus propiedades fisicas y su naturaleza
como cristales semiconductores. Pero su utilizacién mas general creo la necesidad de nuevas
formas de organizacion. Asi, surgi6 la idea de conectarlos en hileras, fabricando “alambres”
con diversas conformaciones para emplearlos como estructuras moleculares activas, tanto
eléctrica como Optimamente. Un paso mads alld supuso la creacion de laminas poliméricas, en
donde los PCs se estructuran en organizaciones complejas bi y tridimensionales. Estas Gltimas

se construyen superponiendo varias laminas consecutivas de PCs sobre una base cristalina.
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Estos complejos sistemas se emplean habitualmente en identificacion molecular.

Puntos cuanticos en Biomedicina.

Unidn a biomoléculas (funcionalizacién)

Los PCs desnudos y en contacto con materiales bioldgicos son toxicos. Para obtener
PCs funcionales, primero han de solubilizarse con polimeros ampifilicos, como TOP/TOPO,
ormosil u otros, para funcionalizarlos posteriormente ligdndolos a diversas proteinas tales
como ACs, lectinas, péptidos, a iones magnéticos, metales, inmunoligantes (Biotina, Avidina,
Streptabidina), hormonas vegetales, oligonucleétidos, etc. Pronto se evidencid que estos
constructos eran una herramienta 6ptima por la excepcional estabilidad de sus propiedades

opticas (9) y por no dafiar a las células vivas o tejido diana.

Para funcionalizarlos pueden seguirse varias estrategias: unir los PCs a
proteinaA/Proteina G, a proteinas de fusion unidas posteriormente a ACs, péptidos marcados
con histidina, Streptabidina asociada a un Ac biotinilado, etc. Asi, la orientacion de la uniéon
con la biomolécula puede ser controlada, lo que posibilita su uso en tecnologias como arrays,

inmunomarcado de proteinas y microtubulos (10).

Una mejora consiste en emplear PCs multifuncionales. Para ello, se crean PCs unidos
a diversos ligantes de afinidad tumoral como los ya mencionados péptidos especificos, ACs
primarios e incluso medicamentos. La posterior inyeccion de estos constructos nos permitira
identificar simultdneamente diversas dianas como las células neoplésicas, su red vascular y

demas.

Estos grupos de ligamiento de superficie también pueden emplearse para convertir los
PCs en sondas multipotentes capaces de: cruzar membranas celulares “in vivo”, liberar

medicamentos, realizar funciones enzimaticas, etc.

¢Pero, como se une un PC a un Ac? ¢Como ligarlo al extremo de un oligonucle6tido?: Los
grupos OH- de TOP/TOPO, por ejemplo, pueden ligarse a ACs mediante el empleo de EDC

(N-ethyl-N'-3-diethylaminopropyl carbodiimida), que induce enlaces cruzados entre los
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grupos —NHz, —SH o -COOH de los PCs y las aminas propias de la proteina (FIGURA 3).

Esta técnica es directa, lo que evita modificaciones posteriores. Otro método emplea
polimeros ampifilicos como el PDMAEMA (polidimetilaminoetil metacrilato) el PEI

(polietilenamina) o el 4cido mercaptoacético.

[ linker
{ J  proteln

Qdot® ITK™
arming nanoergstal

activator

protein

Qeot® [TK™
carbooryl nanocrystal

Wota: With the carboeod material, thers is typically no linker
prasent between the protein and the nanocryatal atter coupling.

Figura 3. Funcionalizacion de PCs via PEG (arriba) o via EDC (carbodiimida) (abajo).

Finalmente, para evitar uniones no especificas, suelen ligarse a polietilenglicol (PEG)
0 a otros compuestos similares. Ademads, en algunos casos, se realizaron funcionalizaciones

consecutivas con el fin de afiadir o modificar la actividad biologica de los PCs.

Anadlisis Clinicos.

Determinacion de PSA: Es una glucoproteina presente en el citoplasma de las células

epiteliales prostaticas. El PSA total en suero, asi como el PSA libre y el algoritmo que los
relaciona, son el marcador de eleccion para detectar precozmente el carcinoma prostatico
humano. La nanotecnologia ofrece novedosas posibilidades:

Harmd H. et al. (11), partiendo de PCs-europium cubiertos de Streptavidina
(emitiendo a 107nm) identificaron moléculas de PSA biotiniladas a un limite de deteccion de
0,38ng/L. Este protocolo pudo aplicarse en fase liquida, sélida e incluso pudieron detectarse

moléculas individuales de PSA por microscopia fluorescente.

Otra aproximacién bioquimica, rapida e ingeniosa, emplea por un lado, nanoparticulas
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magnéticas unidas a ACs monoclonales contra el PSA y por otro, nanoparticulas de oro
unidas a ACs policlonales contra dicho marcador. A éstas ultimas se le unieron
oligonucleotidos que actuarian como un codigo de barras (ver apartado genética molecular).
Para su deteccion emplearon técnicas de identificacion de ADN alcanzandose niveles de
sensibilidad de 30 nmol/L por 10 microlitros de muestra. Puede mejorarse la sensibilidad
aumentando la concentracion de la particula magnética (12).

Determinacion del Alzheimer: Se ha descubierto para esta entidad un biomarcador difusible a

través de membranas derivado de un B-amiloide (ADDLs).Empleando un Ac monoclonal
especifico contra dicho biomarcador y otro policlonal, Georganopoulou et al. (13), mediante
una prueba de cddigo de barras de ADN, determinaron la concentracion del biomarcador en
liquido cefalorraquideo. Esta prueba, también aplicable a suero, es de tal sensibilidad que
permite cuantificar hasta 5 moléculas de ADDLs por mL de liquido cefalorraquideo,
demostrandose que su sensibilidad supera en cientos de miles de veces la del ELISA habitual.

Western blotting: En comparacion con los sistemas convencionales, el empleo de PCs mejora

la linealidad y definicién de las bandas de electroforesis a la vez que posibilita un marcado
simultaneo multicolor con niveles de sensibilidad superiores a los obtenidos con los métodos
tradicionales de quimioluminiscencia (FIGURA 3). Con ello se logrd una excelente deteccion
de proteinas diana TRF1 y Tin2 a concentraciones crecientes en células leucémicas mediante

enlaces cruzados entre ACs biotinilados y PCs-Avidina, demostrando la bondad del sistema.

Figura 3. Western blotting multicolor utilizando Puntos Cudénticos de diferentes tamafios conjugados a
anticuerpos secundarios. Se mejora la linealidad de las bandas ofreciendo una Optima identificacién y
permitiendo ademas, una sensibilidad tan elevada como la de la quimioluminiscencia, pero con mayor
estabilidad (permanecen brillando horas o dias), resultando tan sencillo como el uso de fluorescentes

habituales.

Citometria de flujo-FACS: Con la ayuda de un software especifico, este método separa
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moléculas o células enteras marcadas con fluorocromos al atravesar un capilar de cristal
iluminado con laser. Este proceder es ya imprescindible en la clasificacion y cuantificacion de
diversos tipos celulares en enfermedades hematologicas malignas, cinética celular normal y
tumoral, etc. La aplicaciéon de inmunomarcados utilizando ACs-PCs mejora el sistema a
cuatro niveles: permite trabajar simultdneamente con un numero superior a diez PCs de
diferentes tamanos (diferentes emisiones de luz, por tanto, diferentes colores); emplear laser
violeta (entre 410-480 nm) y ultravioleta simultdneamente, a la vez que ACs primarios y
secundarios y también afiadir al sistema fluorocromos convencionales. Todo ello incrementa
muy notablemente la sensibilidad, precision, versatilidad y resolucion respectivamente,

llevando a este sistema a limites hasta ahora no alcanzados.

Nanocapsulas de oro en andlisis directo de sangre total: Las nanoparticulas de oro presentan
un comportamiento muy similar a los coloides de su misma composicion. Su nucleo
dieléctrico esta constituido por sulfuro de oro recubierto de una fina capa aurica. Una eleccion
cuidadosa del grosor del ntcleo y de su envoltura, posibilita una resonancia 6ptica hacia la
mitad del infrarrojo. Con pequefios cambios posteriores en su estructura podemos llegar a
longitudes de onda de absorcion cercanos al infrarrojo, situandolos entre la absorcion de la
Hemoglobina y la del agua, lo que faculta el andlisis directo de sangre entera. Asi, podemos
inmunoanalizar simultaneamente diversos elementos antigénicos, mas rapida y
econdmicamente que en el laboratorio de rutina.

Microlaboratorio_en un_chip: Recientemente se ha desarrollado una tecnologia analitica

revolucionaria denominada “lab-on-a-chip” para el diagnostico clinico. Su importancia es de
tal magnitud, que ya contamos con una revista llamada Lab on a chip dedicada

exclusivamente a esta herramienta.

A groso modo, consiste en una placa base sobre la que se integran miniplataformas
que cntienen micropalancas moleculares (Cantilevers) donde se llevan a cabo las reacciones
quimicas. Las micropalancas se doblan algunos nandémetros en el momento en el que la
molécula investigada interacciona con ellas, generando una sefial indicadora de la positividad
de la reaccion. Dicha sefial viene dada por la oscilacion de la micropalanca y por su posicion
media.

Los disefiadores de estos nuevos ingenios pronostican que los “laboratorio-en-un-chip”
revolucionardn la praxis analitica ya que pueden realizarse a domicilio multiples analisis
simultaneamente depositando una gota de sangre sobre la placa, ofreciendo rapidez, sencillez

y bajo consumo (14).
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Ademas, es util en diferentes campos de laboratorio: en la identificacién de especies
bacterianas como la Salmonela a niveles de deteccion tan sensible que, incluso con 25 de
estos microorganismos, obtendriamos positividad en la prueba; en la deteccion de PSA;
troponinas miocardicas (marcadores para lesiones de corazon); acetona y dimetilamina en el

aliento, etc.

Jeremy Levitan, matematico del MIT (15), ha creado un laboratorio en un chip para
ser aplicado en personal de las fuerzas armadas. Se trata de una plaquita de cristal de 1 cm
cuadrado equipada con pequeios canales de oro, cromo y electrodos de cobre. La clave reside
en que los electrodos no estan colocados en los extremos de los canales, sino en diversos
lugares dentro de ellos. Los fluidos no se mueven mediante presion, sino por cargas eléctricas
que aprovechan los iones del fluido, como la sangre, orina, etc. Controlar el flujo permite
someter los fluidos analizados a cientos de reacciones quimicas en un unico dispositivo. El
sistema utiliza una tapita de cristal cuya textura permite fijar las moléculas o dejar que pasen a
su través. Los fluidos, al ser transportados a gran velocidad, forman remolinos que permiten a
las moléculas subir y entrar en contacto con la tapa de cristal. Una de las ventajas del
instrumento es poder emplear sangre muy diluida en lugar de entera y aun asi analizar los

mismos componentes: proteinas, ACs, AGs, ADN, etc.

Una significativa aplicacion consiste en averiguar en unos minutos si un soldado ha
sido expuesto a agentes biologicos o quimicos. Dicho instrumento es tan pequefio que puede
llevarse cosido en la ropa y solo seria necesario un pinchacito en el dedo o una infima
cantidad de saliva u orina para el andlisis. Tras éste, los datos serian recibidos por control
remoto, monitorizados para tomar las decisiones oportunas a tiempo real, lo que salvaria
muchas vidas. Levitan, en un paso mas alla, propone sistemas que no solo diagnostiquen, sino

que apliquen en cada caso los tratamientos correspondientes.

Segtin sus aplicaciones, se estan disenando diferentes “lab-on-a-chip”:
Nagrath y colaboradores (16) del Massachusett General Hospital Cancer Center han logrado
detectar, con un 99,1% de exactitud, células cancerosas circulando en sangre periférica,
permitiendo obtener células vivas, lo que posibilita estudios gendmicos comparativos entre
las células cancerosas en sangre periféricas con capacidad metastasica y las del nodulo
tumoral primario. Este sistema, consistente en una plaquita de 3 cm cuadrados, demostr6 una

exactitud del 100% en voluntarios sanos.
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Un equipo de investigadores de la Universidad de Pennsylvania (17) describieron un
“laboratorio en un chip” para identificar biomarcadores de cénceres bucales, abriendo la

puerta al rastreo de otros tipos tumorales.

Lucas L.J. et al. (18) han conjugado PCs con microesferas para permitir diagnosticos
multiples e incrementar sus limites de deteccion. A esta configuracion la han llamado “nano-
on-micro” o “NOM”. Una vez irradiado con luz ultravioleta (380nm), se obtuvo una sefal
luminica mas potente que la obtenida por PCs o microesferas por separado. Ademas, los
NOMs son mas faciles de manejar que los PC y mejoran la sensibilidad del sistema de
deteccion. Asi, los autores han podido identificar dos ACs diferentes simultdneamente
empleando dos protocolos distintos de deteccion con una minima cantidad de muestra en un

solo paso y con un tnico “laboratorio en un chip”.

Genética molecular.

ADN-Microchips.

Crut et al. (19) aportaron un nuevo disefio de microarrays para la deteccion de ADN
empleando PCs. Los microarrays comunes identifican secuencias de ADN especificas o
proteinas con un fluorocromo rojo y otro verde. La novedad de los PCs se basa en generar un
“codigo de barras” de colores. Cada PC emite en seis colores distintos y cada color ofrece
una escala de diez intensidades. Cada combinacion generada tras la hibridacion corresponde a
una secuencia génica especifica. Con la ayuda de un fluorometro o un microscopio de
fluorescencia podemos identificarla mediante una cuantificacion simple y disponer asi, de un

codigo de barras para cada gen individual en pocos minutos.

El codigo de barras permite, ademas, el Marcado optico multicolor (20) que consiste

en introducir PCs de diferentes tamafios en microbolas poliméricas para incrementar aun mas

la sensibilidad del sistema (21).

El tamafio de los PCs dificulta posicionarlos en arrays. La solucion se baso en unir el
conjugado ADN-PC a clusters de oro que pueden ser facilmente dirigidos. Ello permitid
situarlos a distancias predeterminadas para obtener arrays funcionales.

Otra estrategia que hemos denominado “determinacion de la orientacidn a dos colores”, liga
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a cada extremo del nucledtido un PC de un determinado color mediante el sistema
Biotina/Digoxigenina para conocer su orientacion espacial. Ya se han disefiado

nanoestructuras nanofotométricas en dos y tres dimensiones para este fin.

Nanoparticulas de oro: El oro es estable y versatil. Por ello, se han utilizado
nanoparticulas de oro de tamafios especificos para aislar secuencias de ADN o proteinas y
posteriormente identificarlas por electroforesis en geles comunes. Fortina P. et al. (22),
empleando espectroscopia RAMAN, descubrieron que las nanoparticulas de oro y plata son
sensibles en la deteccion. Asi, cubriendo nanoparticulas de oro con plata (que alcanzan
tamanos entre 40 y 100nm), detectaron proteinas y ADN por microscopia convencional de
campo oscuro utilizando luz visible. Se obtuvo con ello un limite de deteccion para oligos por
debajo de 10 fmol, una sensibilidad 50 veces mayor que con los fluorocromos

convencionales.

¢Una alternativa a la PCR?: codigos de barras: Se basa en el empleo de oligos

idénticos uniendo uno de ellos a microparticulas magnéticas y el otro a nanoparticulas de oro.
Tras hibridarlos a la muestra de ADN, se obtienen cientos o incluso miles de cédigos de
barras por diana. Posteriormente, se retiran las nanoparticulas de oro. Con la ayuda de imanes,
las microparticulas magnéticas permiten separar el hibrido con el ADN de interés. Tras varios
lavados para eliminar los codigos de barras no hibridados, los hibridados son detectados
mediante colorimetria. Llegamos asi, a concentraciones de 500zmol/L. Resulta una alternativa
mucho mas sensible que la ELISA tradicional y similar a la ofrecida por la PCR. En si mismo,
este protocolo no amplifica, sino que permite agrupar gran cantidad de secuencias
nucleotidicas idénticas en una misma muestra, evitando los riesgos tipicos de contaminacion

de la PCR por ADN de otras procedencias.

Genotipado multiple de SNPs: En el genoma existen polimorfismos que afectan a un

unico nucleotido (SNP). En muchos casos estas mutaciones se traducen en cambios
silenciosos, es decir, sin efecto aparente. Xu et al. (23) emplearon microesferas de poliestireno
codificadas mediante PCs de dos tonos de verde para identificar SNPs concretos en una
muestra de ADN. Para ello usaron oligos unidos a las microbolas-PCs. Tras hibridarlos con
oligos diana, el complejo oligo diana-oligo-microbola-PC fue separado por citometria de
flujo. Seguidamente, se amplifico la secuencia diana con primers especificos para los diez

tipos de SNPs seleccionados. La exactitud de este método llega al 100% con tan so6lo 1
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nanogramo de muestra por paciente.

Micropalancas (cantilevers) en la deteccién de ADN: Secuencias especificas de

ADN se ligan a la superficie de la micropalanca molecular (24). Una vez que el ADN a
investigar reconoce su secuencia complementara en la micropalanca, ésta sufre una
inclinacion que se traduce en una sefial ptica proporcional a la cantidad de ADN que hibrido.
Si este sistema se organiza como un microarray, puede utilizarse para analisis genéticos

multiples.

Cromosomas-cariotipos.

Hoy en dia alin es necesario profundizar en el conocimiento de la bioquimica y las
propiedades estructurales de los cromosomas humanos para optimizar el diagnostico de
enfermedades citogenéticas. Tras obtener metafases de calidad y clasificar los cromosomas
por bandeo, la hibridacién “in Situ” fluorescente (FISH y FISH-painting) ha sido la técnica
rutinaria en el reconocimiento y localizacidbn de secuencias o regiones cromosomicas
especificas. Pero estos métodos han llegado a su limite. Un primer intento de mejora se baso
en la microdiseccion de ADN, extrayéndolo de las Bandas G de los cromosomas mediante
agujas de cristal o laser. Estos fragmentos se analizan a nivel molecular para conocer sus

secuencias.

Otro intento de mejora consistié en emplear microscopia fluorescente confocal y de
fuerza atdmica para obtener mas informacion acerca de bandas G y sondas cromosomicas

(25), pero se necesita para ello laboratorios altamente especializados.
La opcién nanotecnologica consiste en unir PCs a genes u oligos. Tras un FISH sobre
cromosomas de células normales o tumorales, pueden localizarse dichas secuencias con un

poder de resolucion de 5 a 10 veces mayor que con el FISH convencional por fluorocromos

(9, 26, 24).

Andlisis de células vivas.

Los PCs son monocromaticos, mas estables y brillantes que los fluorocromos. Ademas
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de precisar menores intensidades de excitacion laser y ultravioleta, posibilitan identificar a la
vez: diversos componentes de la célula; tipos celulares dentro de un mismo tejido o
diferenciar entre células normales y tumorales de una misma estirpe. Evitan las molestas
superposiciones de longitudes de onda generadas por los fluorocromos, logrando una sefal
muy neta que discrimina con mas exactitud los elementos de estudio. Su sensibilidad es tal
que puede diferenciarse una molécula individual con un tnico PC. Asi, en el campo de la
Biologia celular, permiten un estudio molecular por imagen sin necesidad de destruir la

célula, ofreciendo tanta o mas informacion que la técnica tradicional Western blot.

Una de sus mayores ventajas es poder realizar estudios moleculares a tiempo real, es
decir, seguir la evolucion etemporal de una molécula (sintética o propia de la célula) o
estructura en células vivas. Este abordaje es mas enriquecedor que cuando se trabaja sobre
material fijado, ya que nos permite observar la gran pluralidad de las rutas metabdlicas y sus
interacciones en cada instante. Pero en ocasiones, supone mayor dificultad al tener que asumir

fendmenos de agregacion intracitoplasmatica y superposicion temporal de organelas.

Segun la mayoria de publicaciones, los PCs una vez funcionarizados adecuadamente,

no alteran las funciones de las biomoléculas, permitiendo asi, una normal fisiologia celular

(FIGURA 4).

Figura 4: PCs distribuidos en vesiculas a lo largo del citoplasma de células Hella. Imagen obtenida con

microscopia confocal (excitacion a 488nm).

Existen ya varias modalidades para el empleo de los PCs:
La mas simple y directa, disefiado para identificar proteinas, consiste en conjugarles ACs

primarios (24). Otra implica la utilizacion de ACs secundarios. En un ejemplo se inmunizan

ratones contra un Ag especifico de un tipo celular tumoral humano. Seguidamente, se

obtienen en cabra AGs secundarios contra IgG de raton, uniéndolos, acto seguido, a PCs de
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tamafo definido. Este proceder facilita mucho el manejo del inmunomarcado en células vivas,

fijadas o en animales enteros (FIGURA 5).

Figura 5. Célula cancerosa humana Hella. Las estructuras intracelulares fueron visualizadas utilizando PCs
asociados a distintos anticuerpos secundarios. El nicleo en rojo (IgG de cabra anti-ratén), el aparato de Golgi

en amarillo (IgG de cabra anti-conejo) y los microtibulos en verde (streptavidina).

Una tercera aproximacion multimodal se beneficia de la versatilidad de la unién
Streptavidina-Biotina (7). El PC-Streptavidina se conjuga a un Ac biotinilado. Este complejo
se aflade a la muestra, lograndose la union especifica del Ac al receptor antigénico celular,
localizable por microscopia de fluorescencia. Al estar el PC totalmente recubierto con
Streptavidina, pueden emplearse diferentes moléculas biotiniladas para un mismo PC (27).

Ya estan disponibles comercialmente una gran variedad de proteinas marcadas con Biotina o
Avidina, lo que facilita su uso en laboratorios pequefios. Un cuarto acercamiento fusiona el

Ac a péptidos cargados positivamente o a derivados de oligohistidina, lo que evita biotinilar la

diana.

Cualquiera de estos procedimientos puede ser empleado en microscopia de luz,

citometria de flujo, western blotting, ELISA o placas microtiter.

Receptores y proteinas de membrana.

Los receptores son estructuras proteicas que median en diferentes procesos: apoptosis,
migracion, proliferacion y secrecion celular. Su estudio permite conocer diversas respuestas

fisiologicas especificas de las células.

Empleando PCs de CdTe conjugados a UEA1 (proteina de Ulex europeaus), se

estudiaron por analisis de imagen células vivas tras la union del PC al receptor de membrana
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celular. Para el mismo fin ya se emplean IgG-PCs (27), al igual que PCs -aglutininas

vegetales.

Dianas internas. Organelas y moléculas intra-citoplasmaticas.

Los PCs pueden marcar células enteras individuales y moléculas especificas dentro
del citoplasma o del ntcleo. En ambos casos pueden internalizarse por electroporacion (para
la permeabilizacion de membranas), microinyeccion o por transportadores peptidicos (el

método mas eficaz para introducir PCs).

En el primer sistema marcamos células enteras con PCs denudos. Para el marcaje
especifico de moléculas se emplean PCs funcionalizados. En el caso de la microinyeccion se
introduce en el citoplasma un nimero indiscriminado de PCs, inconveniente que no surge

cuando se marcan receptores externos de membrana.

En el caso de los transportadores peptidicos, se introducen PCs conjugados para que
se unan a su diana en la posicion exacta, evitando ser atrapados en el transcurso de la ruta
endocitica. Permite, ademas, visualizar este viaje microscopicamente. Chan y Nie (9)
publicaron el primer trabajo donde se marcaban células vivas con PCs. En ¢él, complejos PCs-
transferrina eran endocitados por células Hella. Posteriormente, Vu y sus colaboradores (28)
trabajando sobre células de mamifero, utilizaron PCs-dominio GH3 (primer dominio
preapoptotico conocido) que, tras unirse a las mitocondrias, desencadenaron la apoptosis 18
horas después. Otra posibilidad para endocitar PCs en cé¢lulas vivas consiste en conjugarlos
con albumina. Pero resultaban en acumulos endosoma-lisosomales que pudieron evitarse
empleando micelas fosfolipidicas. También los PCs permiten analizar la interaccion entre
diversas poblaciones celulares, marcando cada una con un color especifico y diferente al

resto.
Por tultimo, para identificar levaduras y bacterias patogenas se indujo la endocitosis
de PCs desnudos mediante lipidos cationicos, excepto en las Gram positivas que se detectaron

mejor con PCs-leptinas.

Persistencia de los Puntos Cudnticos en sistemas vivos.

En diferentes tipos de cultivos celulares los conjugados PCs-ACs marcaron
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estructuras extra e intracitoplasmaticas durante varios dias. Tras varias generaciones, las
dianas intracelulares marcadas permanecian sin modificarse, lo que posibilitd visualizar la

motilidad celular, sus cambios morfoldgicos y las relaciones intercelulares.

Incluso, se pudo estudiar la evolucion celular en embriones enteros, como en
Xenopus, en los que se inyectaron grandes cantidades de micelas fosfolipidicas (estables,
hidréfilas y no toxicas) conteniendo PCs. Tras ser observados los embriones por
fluorescencia durante dias, se rastrearon generaciones celulares consecutivas segun se iban

diferenciando en tejidos demostrandose la inocuidad del sistema.

Sobre células y tejidos fijados. Correlaciones dptico-electrénico. La Proteémica visual.

Figura 6:Corte de intestino de ratdn. Imagen por inmunofluorescencia multicolor con PCs-ACs secundarios.

En rojo se muestra la actina. En verde la laminina y los ncleos estan tefiidos en azul con Hoechst 33342.

Figura 7. Corte de cerebelo de ratén visualizado con PCs conjugados a ACs secundarios.

Los receptores IP3se muestran en verde; la actina en rojo y los nicleos tefiidos en azul DAPI.

Los sistemas de reconocimiento molecular o estructural en células vivas pueden
aplicarse a cualquier tipo celular o tejido fijado (FIGURA 6,7). Es mds, tras ligar un complejo

PC-Ac especifico a su proteina diana en el citoplasma o nticleo, podremos beneficiarnos de la
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densidad electronica natural del ntcleo cristalino de los PCs (CdSe o CdTe) para identificar

la posicion de la proteina.

Giepmans B.N. et al. (29, 30) a través de un procedimiento similar, obtuvieron
correlaciones morfologicas entre imagenes fluorescentes de microscopia Optica y electronica

sobre la misma muestra y en cualquier material biologico estudiado.

La microscopia electrénica emplea haces de electrones, por lo que la longitud de onda
es muy inferior a la fotonica de la microscopia dptica, obteniéndose un incremento de 40-200
veces en el poder de resolucion. De esta manera se logra una vision de conjunto de todas las
estructuras y organelas celulares, sistemas membranosos y organizaciones macromoleculares

tales como los polirribosomas.

Podemos beneficiarnos de la versatilidad de ambos sistemas Optico-electronico para
marcar multiples dianas celulares simultineamente. Es mas, podemos afinar la resolucién
hasta un limite de un PC por molécula diana, lo que unido a la posibilidad de reconstrucciones
3D, acompafiadas con estudios cuantitativos estereologicos, nos aporta una magnifica y
poderosa herramienta. De hecho, los resultados obtenidos estan revolucionando nuestros

conocimientos sobre la organizacion estructural de la célula.

Veamos algunos ejemplos:

Zhang et al. (31) estudiaron el trafico de las vesiculas sinapticas liberadoras de
neurotransmisores cerebrales. Hoy se conocen dos modalidades de comportamiento de estas
vesiculas una vez liberadas en la placa sinaptica. En la “clasica”, la vesicula se colapsa dentro
de la membrana celular, tras lo cual, la clastrina media la produccion de una nueva vesicula.
Es la fusion de colapso total. En la otra modalidad, conocida como “besa y corre”, un poro
temporal en la membrana permite la fusién sin que se pierda la estructura de la propia
vesicula, consiguiéndose un incremento del flujo en la neurotransmision. En este estudio,
desarrollaron un sistema de reconocimiento Optico especifico para identificar el proceso de
fusion de colapso total. Emplearon PCs con grupos carboxilos libres en su periferia para
permitir que fuesen captados por las vesiculas. Bajo microscopia electronica, los PCs de 15
nm aparecian en el interior de cada vesicula y s6lo eran liberados tras la rotura de la misma.
Dado que este paso no ocurre durante el proceso de “besa y corre”, el sistema permitid

discriminar claramente la cinética diferencial de ambos procesos. Ademads, se pudo afirmar
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que la fusion de colapso total era s6lo una parte de los procesos de fusion. Todo ello aportd

un conocimiento cuantitativo nuevo de los acontecimientos moleculares en la sinapsis.

Dahan M. et al. (32) estudiaron la cinética de los receptores de Glicina en los espacios
sindpticos de neuronas en cultivo. Los PCs permitieron seguir la dindmica del receptor a
tiempo real y durante largos periodos, algo impensable hasta entonces dada la estrechez entre
membranas sinapticas, lo que impidié el empleo de particulas de oro de 40 nm o bolas de
latex atn mayores. Gracias al pequefio tamafo de los PCs pudo seguirse todo el proceso
durante 15-20 minutos en comparacion con los 5-9 segundos permitidos por los fluorocromos
habituales y una resolucion 4 veces superior. Con el empleo de microscopia electronica, un
Ac primario, fragmentos Fab de ACs biotinilados anti-ratén y PCs-Streptavidina se consiguid
una correlacion muy precisa en la localizacion exacta de los receptores anteriormente
estudiados por fluorescencia. Asi, se clasificaron, a través de los patrones de difusion del
neurotransmisor observado, los receptores de Glicina sinapticos, perisinapticos y

extrasindpticos.

El uso de la correlacion Optico-electrénico junto con los nuevos avances
metodologicos de marcado y seguimiento de cascadas de proteinas “in vivo” a tiempo real
(33), esta permitiendo una mejor comprension del trafico intracitoplasmatico de las proteinas,
su localizacion, reciclaje y funcion. Estos estudios son la base de la llamada Protedmica

Visual (34).

A pesar de su amplia versatilidad, los PCs no agotan la bateria de herramientas
ofrecida por la Nanotecnologia para la localizaciéon de proteinas mediante microscopia
electronica (35). En cortes ultrafinos se han visualizado nanoparticulas de oro coloidal
conjugadas con ACs (con tamafos entre 5-20nm) tras reaccionar con su Ag, obteniendo una

gran sensibilidad en la deteccion de proteinas y ADN (22).

Ya existen particulas de oro de 1-3 nm de didmetro que son facilmente introducibles
en el interior celular aunque resultan dificiles de visualizar. Para resolverlo, tras su
penetracion, se incremento6 su tamafio mediante precipitados de mas moléculas de oro o plata
(36). Ademas de por microscopia electronica, estos marcajes pueden reconocerse mediante
microscopia de fluorescencia si utilizamos sondas de “fluoronanooro” (nanoparticulas de oro

de 2 nm que fluorescen al unirlas con el fluorocromo Cy3, permitiéndonos identificar
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proteinas).

Asi, ¢Son los PCs mas utiles como marcadores proteicos que las nanoparticulas
de oro?: Ello dependera del material y del tema a estudiar. En principio, autores como
Giepmans consideran que los PCs son mas ventajosos por su mejor interiorizacion celular y
sus multiples posibilidades en correlaciones Optico-electronico (34, 30). Ademas, facilitan
identificaciones moleculares a varias micras de profundidad de la superficie del corte, en

contraste con las bolas de oro.

Teniendo en cuenta la posibilidad de utilizar PCs de diferentes tamafios en una misma
muestra, podremos lograr diferenciar con microscopia fluorescente diversas proteinas en
funcion del color del PC. También podemos reconoceremos esas mismas proteinas al
microscopio electronico segin el tamafio del PC, consiguiéndose correlaciones optico-

electronico como nunca antes.

Finalmente, el uso conjunto de nanoparticulas de oro y PCs posibilita marcar “in vivo”
simultdineamente un nimero atin mayor de dianas, facilitando la correlacion rigurosa entre la
localizacion de cada proteina en estudio y su evolucidén secuencial en el tiempo y en el

espacio.

Cancer.

Esta nueva tecnologia estd siendo aplicada en cancer a nivel molecular, celular e
incluso “in Vivo”. Se estd explorando el marcaje diferencial y simultaneo de células normales
y cancerosas en un mismo organismo y asi identificar la velocidad de reproduccion, capacidad
migratoria y metastdsica de las células cancerosas. Incluso, detectar precozmente el

crecimiento de un nédulo tumoral cuando aun esté4 constituido por unas pocas células.

Estudios moleculares.

Un abordaje nuevo en oncologia se basa en el empleo de PCs aprovechando el efecto
de resonancia que se genera cuando dos o mas PCs estan situados a una distancia critica entre

si (efecto FRET: Fluorescente Resonante Energy Transfer).
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Dicho fendmeno fisico, basado en la enorme capacidad de los PCs como donadores
de un par de transferencia de energia de resonancia fluorescente, genera un intensisimo haz de

luz cuya longitud de onda depende del tamafio de los PCs implicados.

El efecto FRET, que emplea Micoscopia Confocal de doble fotdn, esta revolucionando

las técnicas de marcaje de biomoléculas implicadas en cancer.

Uno de los puntos mds interesantes de la magnifica revision de Brewer M. et al. (37)
trata de la aplicabilidad del efecto FRET y de los diferentes abordajes prometedores que no
precisarian la amplificacion por PCR ni procesos de purificacion en la identificacion de

oncogences.

La nanotecnologia esta permitiendo el desarrollo de una nueva protedmica del
cancer. Soman C.P. y Giorgio T.D. (38) disenaron un método para la deteccion de proteinas
mediante PCs en una técnica de un solo paso. Basandose en fendmenos a nanoescala y
utilizando PCs-ACs especificos, reconocieron la proteina diana a través de los grandes
agregados que se generaban. Estas macroestructuras pudieron caracterizarse individualmente
mediante chip de microfluidos iluminandolo con luz laser o fluorescencia. En comparacion
con las técnicas de deteccidon protedmicas convencionales, este sistema ofrece mayor
sensibilidad, rapidez y menor coste por determinacion. Es mads, estos nanométodos de
deteccion permiten identificar simultaneamente diversas proteinas con cantidades infimas de
muestra. Se logra asi, detectar proteinas cancerosas a concentraciones de sub-picomolar, un
limite de deteccion muy por debajo del ofrecido por el ELISA o Western blot para los

mismos marcadores cancerosos.

In vitro.

Wau et al. (10) en un trabajo pionero, con PCs recubiertos con ampifilina ligada a una
IgG o a Streptavidina, lograron marcar actina, microtubulos citoplasmaticos y diversos AGs

intranucleares en células 3T3 tumorales de raton.

Sorprendentemente, lograron identificar con gran claridad el marcador Her2 (con PCs-
IgG emitiendo a 535nm) y un Ag nuclear (con PCs-Streptavidina a 630nm) en células

cancerosas SK-BR-3 del carcinoma mamario. Demostraron que las sefiales especificas
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obtenidas eran mucho mas luminosas y estables que las obtenidas hasta entonces con

colorantes orgénicos.

Un claro ejemplo de la excepcional permanencia de la sefial por PCs quedo
demostrada en células MCF7 de adenocarcinoma mamario fijadas con formaldehido. Se
realizaron cuatro pruebas. En todas ellas se marco la glicoproteina de union a membrana (p-
gp) con un Ac policlonal de ratén. En la primera de estas pruebas se asocio el Ac a un PC. En
las restantes el Ac se ligd respectivamente a los fluorocromos FITC, R-Ficoeritrina y
AlexaFluord88. Tras efectuar diversas reconstrucciones 3D con microscopia confocal, se
observo que el brillo de dichos fluorocromos fue 4200, 2600 y 4020 veces respectivamente

menos fotoestables que el cojugado PC-Ac.

Parak et al. (39), cultivando células tumorales MDA-MB-231 durante 24 horas en
presencia de PCs cubiertos de colageno, observaron que éstas endocitaban los microcristales
los cuales incluso alcanzaban la region perinuclear. En su estudio pudieron seguir con
precision los trayectos migratorios de esta estirpe demostrando asi su posible potencial

metastatizante.

Un Ac primario biotinilado consiguié marcar la p-gp en células Hella (carcinoma
humano de cuello de utero) mediante su asociacion a un PC-Streptavidina por enlaces
cruzados, lograndose gran precision en la localizacion de la proteina diana en la superficie

celular.

Estrategias de este tipo permiten discriminar células leucémicas de las normales en
frotis de pacientes, en citometria de flujo, etc. PCs funcionalizados con péptidos reconocieron
integrinas en células de neuroblastoma humano, endotelio pulmonar y carcinoma de mama.
En un enfoque mads cinético, se analizaron con PCs los estadios iniciales de la transduccion de
sefial del receptor tipo Tiroxin kinasa. A tal efecto, se conjugaron PCs al EGF mediante el
sistema biotina-avidina (7) para unirlos al receptor ErbB1. Debido a que ErbB1, receptor del
EGF, aparece masivamente en la superficie de células cancerosas, la presencia del EGF
induce la division incontrolada. Los conjugados EGF-PCs se unieron a dicho receptor de
forma exponencial y sin embargo, el complejo EGF-PCs-ErbB1 era internalizado linealmente.
Estos resultados muestran un equilibrio entre internalizacion y reciclaje del receptor ErbB1 en

dichas células.
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In vivo.

Se puede rastrear el comportamiento de las células cancerosas en el organismo a
través de dos estrategias; pasiva y activa (40, 41). En la pasiva, se aprovecha el pequefio
tamafio de los PCs. Los capilares neoformados por el tumor consisten en una tnica ldmina de
células endoteliales, pericitos y células musculares lisas. Los PCs, al ser inyectados en el
torrente sanguineo de animales portadores de tumores, atraviesan pasivamente los poros de
200 micras de dichos capilares. De este modo penetran en la masa de tejido tumoral,
pudiéndose localizar sus limites y su posicion simplemente iluminando la zona. Asi lo
demostraron Gao et al. (42) en carcinoma prostatico de raton (FIGURA 8). Incluso, tras una

biopsia, se podria analizarlo directamente bajo microscopia de fluorescencia.

Pero la mayoria de los experimentos “in vivo” siguen la ruta “activa”, en la que PCs
conjugados a ACs contra receptores de células normales o contra AGs tumorales son

inyectados via intravenosa para buscar y marcar neoplasias.

Akermann M.E. et al. (40) lograron marcajes de endotelio vascular sanguineo y
linfatico con péptidos asociados a PCs. Asi mismo, ya se han marcado “in vivo” dianas

tumorales como: ErbBs y CA-125.

Introduciendo en el torrente vascular diversos PCs de cinco tamaios ligados a ACs
especificos, se detectaron simultaneamente: endotelio, fibroblastos del estroma, las células
inflamatorias y las tumorales. Se pudo seguir su interrelacion y evolucion durante el proceso
de crecimiento iluminando con fluorescencia el animal entero. Su aplicacion no so6lo se limitd
a tumores sélidos, sino que se hizo extensible a leucemias.

Los sistemas de “codigo de barras” y cantilevers son también validos para la deteccion precoz

o chequeo de componentes celulares en sangre.
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Figura 8. Imagenes complementarias del nédulo tumoral y su irrigacion en un modelo murino. El contraste
vascular se obtuvo con PCs no funcionalizados, marcandose simultdneamente el tejido canceroso con Alexa
Fluor 680 unidos a ACs anti-CEA (antigeno carcino-embrionario). La red vascular pudo observarse durante

varias horas.

Estos procedimientos se popularizaron por sus usos en el diagnostico canceroso ultra-
precoz en animales. Nie et al. (43) reportaron el desarrollo de sensores de biorreconocimiento
(PC-Ac) que identifican la presencia de una célula cancerosa en cualquier medio corporal

liquido mediante una sefial optica.

Cristofanilli M. et al. (44) estudiando canceres de mama, lograron reconocer células
tumorales circulantes mediante instrumentos a nanoescala, asi como su incidencia en la
progresion del tumor y su relacion con la produccion de metastasis. Comprobaron que, si la
cantidad de estas células es muy baja (1-5 unidades /ml o inferior), pueden concentrarse con

un iman tras ser ligadas a nanoparticulas magnéticas y PCs.

También la neurocirugia se beneficia de los PCs para marcar receptores de neuronas
en pacientes que estan siendo operados de tumores cerebrales. [luminando el campo con la luz
de excitacion adecuada, el cirujano puede reconocer el tejido cerebral normal y precisar los
limites del nodulo para ser extirpado con mayor precision, empresa a veces imposible en las

condiciones de vision habituales.

Mapeando el ganglio linfoide centinela.

Larson D.R. et al. (5) lograron realizar angiografias “in vivo” a través del tejido
adiposo, avance hasta entonces inimaginable. Para ello disefiaron PCs de CdSe-ZnS con

capsula ampifilinica que emitian luz cercana al infrarrojo (550nm) y los inyectaron en ratones.
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Tanto la grasa corporal como la sangre total absorbian poca de la luz que emitian estos PCs.
Ademas, se evitd la autofluorescencia tisular, disminuyendo asi la fluorescencia basal.
Cuando fueron excitados por un sistema de dos fotones se volvian excepcionalmente
brillantes, logrando imagenes de excelente calidad. Pudieron visualizar la vascularizacion y
detectar los latidos cardiacos a través de las distintas capas de la piel, tejido adiposo y

muscular con resultados netamente superiores a los obtenidos con FITC-dextrano.

El equipo de Larson demostr6 que la combinacion de estos PCs con sistemas de
vision multifotdonicos producia un dafio tisular casi nulo debido a los bajos requerimientos de
energia para su estimulacion y su iluminacion. Aportaron, ademas, un novedoso enfoque al
capturar imagenes “in vivo” en cortes Opticos de poca profundidad de campo, empleando
microscopia confocal o resonancia magnética nuclear, lo que permitio reconstrucciones 3D de

gran calidad.

Complementariamente, Kobayashi H. et al. (45) utilizaron PCs de distinto tamafio
para mapear dos redes linfaticas diferentes en el mismo acto. Descubrieron que los PCs
mayores (12nm) eran Optimos para el flujo de los miembros inferiores mientras que los

menores (7nm) definian mejor la red linfatica de la mama.

En una publicacion sensacional, Frangioni y Bawendi, del MIT y del Massachusetts
General Hospital de Boston, utilizando PCs de segunda generacion, identificaron por primera
vez el ganglio de drenaje linfatico que representa la etapa inicial de la invasion metastasica
del cancer (46). El primer paso consistio en sintetizar PCs tipo II que producen una emision
de luz cercana al infrarrojo, lograndose una mejor penetracion de la emision luminica a través

del tejido.

El niimero romano del tipo de PC se relaciona con su posicion en la tabla periddica de
los elementos. Recientemente, se han sintetizado nuevos PCs, en concreto los llamados tipo
IIT y tipo V que presentan ventajas respecto a los de tipo Il y VI, pues son muy utiles como

biomarcadores e inocuos para el ser humano.

En una segunda etapa, unieron PCs (con picos de emision entre 840 y 860nm) a ACs
especificos contra las células cancerosas. Su inyeccion intradérmica en ratones y su posterior

iluminacién, demostroé su migracion rapida por el sistema linfatico y su penetracion en la axila
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infiltrada. En un experimento paralelo, inyectaron intradérmicamente 5 cerdos con 400

picomoles de los mismos PCs, localizando el ganglio centinela en s6lo 3-4 minutos.

La aplicacion clinica en humanos de este proceder aportaria diversas ventajas:
minimizaria errores al permitir al cirujano seguir la progresion “in vivo” de los nanocristales;
la identificacion a tiempo real del nodulo linfoide afectado posibilitando su extraccion
selectiva; el patdlogo podria reconocer la anatomia circundante y el andlisis especifico del

ganglio infartado diana evitando reintervenir a la paciente.

Teniendo en cuenta que reconocer precozmente las células cancerosas en el ganglio
resulta crucial en las decisiones a tomar por los cirujanos, su positividad implica
automaticamente el “vaciamiento axilar” consistente en la extraccion de los 20-30 ganglios
del sistema de drenaje linfatico mamario. Dicha medida produce, a veces, un entorpecimiento
importante del drenaje linfatico del brazo. El proceder de Kim S. et al. (46) evita la biopsia
diagnostica ganglionar durante la intervencion, asi como la inyeccion de colorantes orgédnicos

o compuestos radioactivos.

Por todo ello, esta técnica se perfila claramente como un futuro “predictor” en
humanos para la identificacion en el quirdéfano de los ganglios infiltrados y las diseminaciones
regionales de nddulos secundarios diminutos casi siempre desapercibidos lograndose mejores

decisiones terapéuticas y un perfil prondstico mas predecible.

Mais todavia: ;Diagndstico v terapia secuencial por Puntos Cuanticos en el mismo acto

médico? ;Biopsia Optica?

Un paisaje futurista aplicable a corto plazo, lo conforma el disefio de “nanoparticulas
inteligentes” multifuncionales, cuyo empleo permitiria identificar por imagen células

cancerosas y su subsiguiente destruccion siguiendo diversas estrategias terapéuticas.

Una de ellas consistiria primero en inyectar PCs-ACs especificos y tras su adhesion a
las células cancerosas diana, se iluminarian para localizar los nddulos tumorales. A
continuacion, introduciriamos un fibroscopio hasta el nodulo. Dependiendo del Ac
seleccionado, reconoceremos el tipo tumoral especifico, diagnosticando el tumor mediante la

denominada “biopsia optica” sin necesidad de extraer el tejido. El sistema permitiria ademas,
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aplicar radioterapia selectiva mediante luz a través del fibroscopio a tiempo real y en el

mismo acto médico.

Con la ayuda de surfactantes ya se han construido PCs bifuncionales unidos a Fe203,
FePt y al medicamento antitumoral. Si se inyectan al paciente, pueden ser guiados a la zona
tumoral mediante imanes. Una vez alli, se calentarian con un campo magnético de baja
intensidad. Logramos de este modo la muerte de las células cancerosas disminuyendo el

efecto nocivo de los tratamientos habituales sobre las zonas sanas.

Otro avance espectacular se basa en la liberacion de medicamentos a dosis
controladas. Para ello se necesitan PCs cubiertos con un polimero preactivado ampifilinico,
unidos por un lado a un Ac especifico para receptores de la célula tumoral y por otro, a un
medicamento antitumoral. La nanoparticula se unird al receptor celular y tras aplicarle luz

laser, el medicamento sera liberado controladamente.

Kam N.W. et al. (47) emplearon nanotubos de carbono como transportadores

biologicos multifuncionales en la destruccion selectiva de células cancerosas.

Resumiendo, estas y otras aplicaciones de los PCs posibilitaran de una sola vez: una
mejora en la imagen diagndstica, localizacion especifica del tumor y un tratamiento “a la

carta” para cada tipo tumoral.

Nanomedicina regenerativa, terapia génica y otras posibilidades.

La nanomedicina regenerativa e ingenieria tisular son nuevas estrategias que
reemplazan mediante biotecnologia (terapia génica, empleo de células madre, reconstruccion
tisular y liberacion “in Situ” de sustancias regenerativas como citoquinas y factores de

crecimiento) 6rganos y tejidos.

Precisamos contar con materiales biocompatibles que posibiliten la proliferacion y
diferenciacion de células y tejidos. Unos ejemplos: Para obtener matriz extracelular se
cultivan fibroblastos sobre un sustrato de nanotubos de carbono para la regeneracion de
tejidos “in Vitro” e “in vivo”. Asi mismo, cultivando células dérmicas con factores

diferenciadores, se obtienen explantos de piel de grandes dimensiones utilizables en grandes
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quemados, cirugia plastica y reconstructora. La medicina regenerativa promete fabricar

valvulas cardiacas o regenerar matriz 6sea moldeando polimeros.

En cuanto a la posibilidad real de aplicar terapias génicas, los nanotubos de carbono
funcionalizados podrian transportar ADN como nanovectores o nanotransportadores. Una vez
endocitados por la célula diana, liberarian el material genético permitiendo reemplazar genes

o ser empleados para capacitar células.

Otras curiosas aplicaciones ya propuestas con nanoestructuras artificiales son:
-“Respirocitos”: Inyectados en el torrente sanguineo sustituirian a la hemoglobina,
posibilitando permanecer hasta cuatro horas en apnea o con el corazén en reposo.
-“Nanorrobots” (sondas moleculares multimodales circulantes en sangre periférica):
Consisten en un constructo de nanoparticulas paramagnéticas unidas a un PC y al
medicamento. En la arterioesclerosis, unidos al Fumagillin, podrian reconocer la llegada del
farmaco a la placa de ateroma del endotelio mediante resonancia magnética nuclear y
disolverla. Al concentrarse especificamente el medicamento en la zona dafiada, se reduce
hasta 50000 veces la dosis del farmaco necesario.

La aplicacion de los PCs y la Nanotecnologia en general, no se agota con los ejemplos
antedichos (48):

-Optoelectrénica: PCs de arseniuro de indio y fosfuro de indio, son empleados como diodos
laser que emiten luz de un modo mas eficiente, mejorando los actuales lectores de CD,
codigos de barras, pantallas de TV de alta resolucion y ofreciendo nuevas posibilidades en la
iluminacion doméstica.

-Criptografia cuantica o computacion cudntica: se esperan futuros ordenadores cudnticos mas
rapidos en sus capacidades de calculos y de menor consumo. Incluso, computadores
moleculares basados en la capacidad del ADN para almacenar y procesar informacion.
-Semiconductores: Se incrementaria la eficacia de las células solares con PCs respecto a las

actuales de silicio, que s6lo transforman en electricidad el 15% de la luz incidente.

En definitiva, la quimica moderna ofrece nuevas herramientas nanotecnoldgicas tales
como micropalancas, nanotubos de carbono, nanoparticulas de oro y PCs aportando una gran
esperanza en diferentes campos como en la futura biomedicina, terapias moleculares, etc. En
particular, los PCs seran, sin duda, un instrumento fundamental gracias a sus extraordinarias

propiedades fotofisicas y a su gran potencial como sondas de molécula tnica.
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Abreviaturas:

Ac: anticuerpo; AQ: antigeno; EDC: N-ethyl-N’'-3-diethylaminopropyl carbodiimida; EGF:
factor de crecimiento epitelial; ELISA: enzyme-linked immunosorbent assay; FACS:
Fluorescence Activated Cell Sorter; FISH: hibridacion “in Situ” fluorescente; FRET:
Fluorescente Resonante Energy Transfer; 1gG: inmunoglobulina G; PC: punto cuantico;
PDMAEMA: polidimetilaminoetil metacrilato; PEI: polietilenamina; TOP: trioctilfosfina;
TOPO: o6xido de trioctilfosfina; PCR: reaccién en cadena de la polimerasa; PSA: antigeno

prostatico especifico; SNP: polimorfismo de nucleo6tido simple.
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