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ABSTRACT: In this work, the optical and electronic properties of nanomaterials are discussed, its
fundamental characteristics and its application in the design of devices and techniques for de-
tection, imaging and therapy, especially in cancer problems, are analyzed. Some recent results
obtained in our laboratory where we have been able to measure concentrations of the order of
102 moles of complexes of interest are discussed. We report the detection of residues in blood
of medications of the order of 10 and 10° molar (M), which opens the way for drug monitoring
with a focus on the implementation of a personalized medicine. We discuss results of therapy
techniques with the use of nanomaterials that have allowed us to reduce cell viability below 10%.
These results show that nanotechnology is changing the health paradigm to preventive medi-
cine, personalized and available to everyone.

KEYWORDS: nanotechnology, nanoparticles, SERS, nanophotonics, bionanophotonics, nanome-
dicine, teranotic medicine.

RESUMEN: En este trabajo se discuten las propiedades opticas y electronicas de nanomateria-
les, se analizan sus caracteristicas fundamentales y su aplicacion en el disefio de dispositivos y
técnicas para la deteccion, imagen y terapia, especialmente en problemas de cancer. Se discu-
ten algunos resultados recientes obtenidos en nuestro laboratorio donde hemos podido medir
concentraciones del orden de 10> moles de complejos de interés. Reportamos la deteccion de
residuos en sangre de medicamentos del orden de 10y 10~ molar (M), lo que abre el camino
para el monitoreo de farmacos con un enfoque a la implementacion de una medicina persona-
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lizada. Discutimos resultados de técnicas de terapia con el uso de nanomateriales que han
permitido reducir la viabilidad celular por debajo del 10%. Estos resultados muestran que la
nanotecnologia esta cambiando el paradigma en salud a una medicina preventiva, personaliza-
day al alcance de todos.

PALABRAS CLAVE: nanotecnologia, nanoparticulas, SERS, nanofoténica, bionanofoténica, nano-
medicina, medicina teranostica.

Introduccion

EN ESCALA nanométrica, las propiedades de los materiales, o mas precisa-
mente nanomateriales, estdn determinadas por el tamario y forma de la par-
ticula donde el comportamiento de los electrones esta definido por efectos
cuanticos <https://www.nano.gov/timeline>. Para tener una idea del tamafio,
considere que un nanémetro (nm) es una mil millonésima parte de un metro,
o bien que en un milimetro caben un millén de nanémetros, o bien considere
que el ancho de una doble cadena de ADN mide entre 2.2 y 2.6 nanémetros.
Es decir, la nanoescala es donde ocurren muchos de los fendmenos biolégicos
y en este sentido los nanomateriales tienen una gran oportunidad de aplica-
cién en el drea biomédica.

Por sus propiedades, estos nanomateriales encuentran aplicaciones di-
versas practicamente en todas las dreas y aportan soluciones a problemas
fundamentales que aquejan a la humanidad (Lauterwasser, 2005; US Na-
tional Science and Technology Council, 1999; Burda et al., 2005; Roew et al.,
1999; Pitkethly, 2004). Con los nanomateriales se disefian textiles inteli-
gentes, materiales mas resistentes y mas ligeros para la construccién y trans-
porte (Cherenack y Van Pieterson, 2012; Das y Mitra, 2014). Se impacta en
la industria electrénica y de comunicaciones en el disefio de nuevos disposi-
tivos que estan definiendo las nuevas tecnologias de comunicacién (Yin y Ta-
lapin, 2013; Choi et al., 2016; Senellart et al., 2017).

Se disefian nanomateriales para proteger el medio ambiente, pues con
este tipo de materiales se planean celdas solares de tltima generacién, se im-
plementan procesos para la limpieza de agua y se proyectan sensores para la
deteccién de contaminantes (Kumar et al., 2017; Savage y Diallo, 2005; Khin,
2012). En medicina y salud se disefian biosensores para deteccién temprana
de compuestos asociados con problemas de salud, se usan nanomateriales
para obtener imégenes de 4reas dafladas que permiten una identificacién ra-
pida y precisa, y se implementan diferentes tipos de terapia, entre ellas te-
rapia fototérmica, terapia fotodindmica y la entrega dirigida de medica-
mentos (Riehemann et al., 2009; Shi et al., 2017; Lammers et al., 2011; Bai et
al., 2015). Desde su nacimiento, la nanotecnologia se ha considerado como
la tecnologia del futuro, siendo esta cada vez mas presente.

Las propiedades épticas y electrénicas de los nanomateriales dan origen
a la nanofotonica: ciencia y tecnologia para la generacién, absorcién, manipu-
lacién, reflexidén, esparcimiento y deteccién de fotones. La interaccién de
estos nanomateriales o sistemas nanoestructurados con la materia biolégica
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da lugar a la bionanofoténica y, mas en particular, a la nanomedicina (Riehe-
mann et al., 2009; Shi et al., 2017). En esta tltima, y gracias a la nanotecno-
logia, se ha desarrollado la medicina terandstica, aproximacién que con-
templa el uso de nanocomplejos capaces de funcionar para la deteccién,
imagen, terapia y recabar informacién sobre el efecto de la terapia de manera
simultdnea. Es un coctel que identifica el problema de salud, introduce la te-
rapia y coadyuva a determinar el efecto de la misma (Lammers et al., 2011;
Bai et al., 2015).

En este trabajo, presentamos una descripcién de las propiedades de di-
ferentes tipos de nanomateriales que tienen potencial para ser utilizados en
aplicaciones bionanofoténicas y biomédicas. Posteriormente, presentamos
resultados recientes obtenidos en nuestro grupo, sobre el uso de dichos na-
nomateriales relevantes en el disefio de biosensores, deteccién, imagen y di-
ferentes tipos de terapia contra cancer, incluyendo el uso de complejos tera-
nésticos que combinan los diferentes tipos de terapia.

Fundamentos

Puntos cuanticos y el efecto de confinamiento

Las nanoparticulas (NPs) mas utilizadas en bionanofoténica para aplicacio-
nes biomédicas o nanomedicina son los puntos cuénticos, las nanoparticulas
ceramicas y fluoradas, y las nanoparticulas metélicas. Los puntos cudnticos
(QDs, por sus siglas en inglés) son NPs semiconductoras que presentan el lla-
mado efecto de confinamiento cudntico. Este fenémeno ocurre cuando el mo-
vimiento de los electrones queda confinado en al menos una direccién menor
a 100 nm. El confinamiento puede ser débil, mediano y fuerte para una, dosy
tres dimensiones, respectivamente. El resultado del confinamiento es una
descomposicién de las bandas de energia a niveles discretos de energia y un
ensanchamiento de la banda prohibida. La méxima intensidad de confina-
miento y, con ello, el maximo ensanchamiento de la banda prohibida, ocurre
cuando el radio de Bohr del excitén Ry, (separaciéon del par electrén-hueco
(e-h)), que se forma cuando se excita un electrén de la banda de valencia a la
banda de conduccién del semiconductor, tiene un tamafio comparable al dia-
metro de la NP. Como es de esperarse, depende de la composicién del mate-
rial, obteniéndose un valor tipico entre 3 y 5 nm para el caso de CdSe. Cuanto
mas comparable sea el radio de Borh y el didmetro de la nanoparticula, mayor
serd el ensanchamiento. El resultado neto de este fenémeno es la capacidad
de sintonizar la emisién de un QD controlando su tamafio (figura 1), (Bera et
al., 2010; Puet al., 2018). Los QDs son altamente brillantes, sin embargo pre-
sentan defectos de superficie que promueven relajaciones no radiativas redu-
ciendo su eficiencia de emisién; esto se resuelve agregando una capa sobre la
superficie de un material con una banda prohibida mayor formando una na-
noparticula tipo nucleo/coraza con la que se han reportado eficiencias cuan-
ticas del 90% (Pu et al., 2018; Yang et al., 2015).
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FIGURA 1. a) Diagrama esquematico que muestra la discretizacion de las bandas de energiay el ensan-
chamiento de la banda prohibida para un punto cuantico, A, se refiere al foton que excita el electron
de la banda de valencia a la banda de conduccidn y 2, se refiere al foton (fluorescencia) que resulta de
la recombinacion del par electron-hueco; b) diagrama esquematico que muestra el radio de Bohr del
exciton (Rgey) Y UN punto cuantico de radio r; c) fotografia de puntos cuanticos de CdSe con diametros
entre 3y 6 nm, obtenidos en nuestro laboratorio por el método de inyeccion caliente ampliamente
reportado en la literatura, ver, por ejemplo (Bera et al., 2010; Pu et al., 2018; Yang et al., 2015).
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Nanoparticulas dopadas con lantanidos (Ln3")

Otra forma de obtener una sefial luminosa altamente sintonizable es dopando
con lantanidos (Ln®*) a las NPs de éxidos, oxisulfuros, oxifloruros o fluoruros.
En este caso, el color o longitud de onda de la sefial emitida se obtiene del lan-
tanido que se elija. No hay confinamiento cuantico pues los lantdnidos ya tie-
nen niveles discretos de energia y el compuesto que lo soporta requiere tama-
fios menores a 1 nm para presentarlo. Sin embargo, el tamafio de la NP y su
alta area superficial pueden modificar la interaccién entre los lantdnidos y la
energia fondnica o vibracién de la red cristalina del soporte. Esto da como re-
sultado relajaciones del ion dopante que en otras condiciones no ocurren, dan-
do lugar a emisiones que tipicamente no suceden o lo hacen en forma mis efi-
ciente. Hay dos maneras de producir luz con los lantdnidos. Una es cuando se
excita con una longitud de onda A, y se obtiene una sefial de menor energia
con longitud de onda A,. En este caso se habla de conversién descendente o
simplemente fotoluminiscencia. Los iones més utilizados son Eu®* (rojo), Tb**
(verde), Sm** (naranja), Ce* (amarillo) (Yuan, Wang, 2006; De la Rosa-Cruz et
al., 2003). Todos son utilizados para producir luz de diferentes colores, pero el
ultimo es el que hace posible la obtencién de LEDs de luz blanca (figura 2).

El otro caso es cuando se excita con una longitud de onda A; de menor
energia que la sefial obtenida A,. En este caso, se excita con luz en el cercano
infrarrojo (NIR) y se obtiene luz visible. A este fenémeno se le conoce como
conversién ascendente (UC, por sus siglas en inglés); es un fenémeno coope-
rativo pues requiere la absorcién de al menos dos fotones de baja energia
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para producir un fotén de mayor energia. En la mayoria de los casos se uti-
liza Yb3* como absorbedor de la luz de excitacién por su alta seccién trans-
versal de absorcién y transfiere su energia a otros iones que tienen niveles de
energia resonantes con el Gnico nivel que presenta el Yb**. Con la combina-
cién adecuada de diferentes iones es posible obtener emisién en todo el
rango visible del espectro incluyendo luz blanca. Los iones mds estudiados
son el Er** que produce bandas de emisién dominantes en el verde y el rojo;
el Tm* con bandas de emisién en el azul y rojo; el Ho* con bandas en el
verde y rojo; el Pr** con emision roja (figura 2), (Gnach, Bednarkiewicz, 2012;
Wang, Liu, 2014; Solis et al., 2010).

Nanoparticulas metalicas

Las nanoparticulas metdlicas son, sin duda, las més atractivas para aplicacio-
nes en bionanofoténica, especialmente las NPs de oro. En este caso, los elec-
trones de superficie de la NP forman un plasma que oscila con la frecuencia
del campo eléctrico incidente. Esta oscilacién coherente de los electrones en
la banda de conduccién a una frecuencia de resonancia es a lo que se le llama
plasmén de superficie localizada resonante (LSPR, por sus siglas en inglés) y
depende de la densidad de electrones f, del medio efectivo, del indice de re-

FIGURA 2. a) Se muestran las bandas de emision verde y roja del Er** después de ser excitado a 980
nm, a diferentes concentraciones de Yb?*'; b) fotografia de los diferentes colores que es posible obte-
ner mediante la combinacion adecuada de Ln3*; la Gltima linea de colores es el resultado de variar la
concentracion de Yb** a una concentracion fija de Er?, la peniltima corresponde a una variacion de la
concentracion de Er** a una concentracion fija de 2mol% de Yb*, mientras que la antependltima linea,
de izquierda a derecha, se obtiene utilizando Tm3* (azul y rosa), Er** (verde y rojo) y la luz blanca se
obtiene combinando Yb*, Er¥, Tm*; c) diagrama de energia caracteristico del Yb-Er.
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fraccién n, del tamario 7, de la forma de la NP y de la separacién entre ellas.
Es decir, la posicién espectral del LSPR se sintoniza cambiando el tamario, la
forma de la nanoparticula metalica y las propiedades del medio donde se en-
cuentra (figura 3). El coeficiente de extincién del plasmon de resonancia esta
compuesto por el coeficiente de absorcién y el de esparcimiento, C,,, = C,,, +
C.p, €s decir, parte de los fotones incidentes son absorbidos y parte son es-
parcidos mayoritariamente en forma elastica (C. Noguez, 2007). Cuando la
NP es pequetia, C,,, estd dominado por el coeficiente de absorcién C,,. En
este caso, laluz absorbida induce un incremento de temperatura entre 5y 10
°C suficiente para inducir la muerte celular, por lo cual es un excelente can-
didato para usarse en terapia fototérmica. Sin embargo, para nanoparticulas
esféricas pequefias (< 70 nm) la posicién del plasmén de resonancia esté lo-
calizada en la parte visible del espectro que tiene muy baja penetracién en el
tejido. Cuando se incrementa el tamarfio de la NP o cambia su forma, el coe-
ficiente de extincién estd dominado por el esparcimiento de la luz y el plas-
moén de resonancia se corre al cercano infrarrojo. La luz en el cercano infra-
rrojo tiene mejor penetracion en el tejido, pero al presentar baja absorcién la
terapia fototérmica no es viable. Para superar este problema, se han desarro-
llado otras aproximaciones para obtener altos niveles de absorcién en la par-
te del cercano infrarrojo del espectro (Pissuwan et al., 2006; Huang et al.,
2006; Gobin et al., 2007). Ademas, cuando se tienen NP en forma de estre-
llas, estas pueden depolarizar la luz incidente mientras que las esferas la
mantienen. Este fenémeno, ademads del esparcimiento, es ampliamente uti-
lizado para el disefio de biosensores. La seccién transversal de absorcién es
s @ [y la seccién transversal del esparcimiento es d,,, & f? para una parti-
cula en general. Para una NP metédlica f~ 10~ mientras que para una molécu-
la f~ 1. Es decir, g,,, and g,,, es cinco y diez 6rdenes de magnitud mayor que
una molécula, respectivamente. Esto se explica porque las NPs metélicas son

FIGURA 3. Grafico que muestra la sintonizacion de la posicion del plasmén de resonancia localizado
de una NP metalica como resultado del cambio de forma de la NP, en este caso corresponde a una
nanoparticula de plata.
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mejores absorbedores y mucho mejores produciendo esparcimiento, lo cual
las hace ideales para el disefio de biosensores (Bauch et al., 2014; Ament et
al., 2012; Oliverio et al., 2017).

Cuando la luz incide sobre una molécula, la mayoria de los fotones se es-
parcen eldsticamente, esto se conoce como esparcimiento Rayleigh. Pero hay
una pequena fraccién de fotones, aproximadamente 1 de cada 10° fotones,
que se esparcen en forma inelastica, esto es, sufren dispersién 6ptica a dife-
rentes frecuencias de los fotones incidentes. A esta sefial se le conoce como
dispersién Raman y da lugar a la espectroscopia Raman. La sefial, aunque
muy pequefla, es una firma de la molécula que la produce y esta definida por
los enlaces que la forman, su estructura, esfuerzos sobre la muestra y el
medio donde se encuentra. Estas caracteristicas hacen de la espectroscopia
Raman una técnica muy poderosa para la identificacién de compuestos y el
diserio de biosensores, siempre y cuando se pueda amplificar la sefal.

La sefial Raman se amplifica cuando la molécula de interés se coloca lo
suficientemente cerca de una NP metdlica, para que experimente la amplifi-
cacién del campo eléctrico producida por la oscilacién del plasma de elec-
trones. El factor de calidad Q es una medida del niimero de oscilaciones y del
incremento de la amplitud del campo local y se calcula como la razén entre la
parte real e imaginaria del campo eléctrico: Q o« — Re E,, /Im E,, 10<Q<100.
El factor de realce del campo local EF a Q*> = 10% - 10* que corresponde al
factor de realce de la absorcién y emisién de una molécula adsorbida sobre la
superficie de una NP metdlica. La sefial Raman amplificada por superficie
(SERS, por sus siglas en inglés) es un proceso de dos fotones por lo que el
factor de realce experimentado es EF a Q* — 10* - 10%; no obstante, cuando
se considera un sistema en resonancia y la forma de la NP como estructuras
que amplifican mayormente el campo eléctrico como el efecto nanoantena,
es posible alcanzar factores de realce de 10* (Chorsi et al., 2017; Sharma et
al., 2012; Kneipp et al., 2008; Li et al., 2015).

Bionanosensores

Los bionanosensores pueden ser clasificados de acuerdo con el tipo de meca-
nismo de transduccién usado para la generacién de sefiales como, electroqui-
micos, piezoeléctricos y 6pticos. Estos dltimos poseen la capacidad de detectar
variaciones en las propiedades relacionadas con la radiacién electromagnética
como la longitud de onda, el tiempo de decaimiento, la intensidad de emisién
0 luz esparcida tanto elastica como inelastica (Raman) y la polarizacién de la
luz (Kneipp et al., 2008; Li et al., 2015; Shao et al., 2010; Sun et al., 2019; Sri-
vastava et al., 2017). Son de bajo costo de fabricacién, de alta portabilidad,
gran sensibilidad y selectividad, tiempo de respuesta rapida y gran resolucién
espacial. En los tltimos afios, se han desarrollado diversos nanosensores basa-
dos en luminiscencia utilizando materiales fluorescentes como colorantes or-
ganicos, QDs y nanoparticulas metélicas (Oliverio et al., 2017; Chorsi et al.,
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2017; Sharma et al., 2012; Kneipp et al., 2008; Li et al., 2015; Shao et al., 2010;
Sun et al., 2019; Srivastava et al., 2017; Hildebrand, 2011).

Sin embargo, estos materiales requieren ser excitados con luz ultravio-
leta-visible, lo cual introduce ruido de fondo derivado de los procesos de au-
tofluorescencia. Fendmeno que podria llegar a limitar su adecuado funciona-
miento, asi, actualmente se buscan nuevos materiales luminiscentes capaces
de evitar esas limitaciones.

Fluorescencia

Las nanoparticulas con conversién ascendente (UCNPs), como discutimos
antes, convierten la luz de excitacién en el cercano infrarrojo (NIR) en emi-
siones en las regiones ultravioleta, visible, o cercano infrarrojo de menores
longitudes de onda mediante un proceso de absorcién de multiples fotones.
Dichos materiales presentan varias ventajas para el desarrollo de nanosen-
sores, la deteccién de biomarcadores, el escaneo 6ptico y algunas otras apli-
caciones respecto a los fluoréforos mencionados anteriormente. Con el uso
de UCNPs se elimina la autoflorescencia (con ello se mejora la relacién setial/
ruido) y se mejora la resistencia a la fotodegradacién. Presentan, asimnismo,
emisiones intensas, sintonizables y modulables, baja toxicidad, prolongados
tiempos de vida media de emisidn, asi como eliminacién de los efectos cau-
sados por la luz de alta energia necesaria para la excitacién (De la Rosa-Cruz
et al., 2003; Gnach y Bednarkiewicz 2012; Wang y Liu, 2014; Solis et al.,
2010; Dong et al., 2015).

Existen diferentes métodos para la sintesis de NPs, entre ellas, sol-gel,
precipitacién, combustién, hidrotermal, entre otras. Cualquiera que sea el
método utilizado, es necesario optimizarlo para obtener NPs con tamafio
controlado, estructura cristalina y morfologias especificas (figura 4). Gracias
a ello, las UCNPs pueden ser usadas como donadoras en sistemas de detec-
cién basados en transferencia de energia por resonancia de fluorescencia
(FRET). Este fenémeno es un proceso no radiativo que ocurre entre un do-
nador y un aceptor de energia, y para que ocurra existen dos condiciones pri-
mordiales: i) las moléculas del donador y aceptor deben estar muy préximas
entre si (10-100 A), y, ii) el espectro de absorcién del aceptor se debe traslapar
con el espectro de emisién de fluorescencia del donador. De manera general,
los mecanismos de deteccién en los nanosensores basados en transferencia
de energia por resonancia pueden ser activados modulando la superposicién
de los espectros de emisién/excitacién, o variando la distancia entre el emisor
y el receptor. Para manipular la eficiencia del proceso FRET, la absorcién de
los aceptores debe mostrar cambios significativos (en intensidad o longitud
de onda) después de reaccionar con el analito, ya sea para acoplarse con la
emisién del donador o para desacoplarse. De ese modo, la emisién serd, res-
pectivamente, apagada o recuperada de manera gradual en funcién de la con-
centracién del analito, con lo que se puede llevar a cabo su cuantificaciéon (Hil-
debrand, 2011; Dong et al., 2015; Dvide Giust et al., 2018; Gu, Zhang 2018).
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FIGURA 4. Micrografias obtenidas mediante STEM de nanoparticulas de NaYF,: Yb,Er y NaYF,:Yb,Tm
preparadas por el método hidrotermal.
. 4

a) Nanoparticulas esféricas de NaYF,:Yb,Er ¢
%

2l €I U
2.00xv veo 100 NM x50,000 2.00xv vzo 100 NM

Fuente: Informacion detallada para la sintesis de este tipo de NPs puede encontrarse en: G. Ramirez-
Garcia et al. (2018 y 2019).

Como plataforma de andlisis de biomarcadores de enfermedades, los na-
nomateriales también han sido utilizados principalmente para aumentar la
sensibilidad y especificidad analitica al ser acoplados a moléculas de interés
biolégico o farmacéutico. Un ejemplo de estas aplicaciones es el desarrollo de
tiras de flujo laminar para la deteccién cualitativa y cuantitativa de microor-
ganismos patégenos (figura 5). En este esquema, la solucién que contiene el
complejo de interés se deposita en la almohadilla de muestra y fluye por difu-
si6én hacia la almohadilla donde se deposita el nanoconjugado. El nanoconju-
gado, que consiste de NPs unidas a anticuerpos especificos que se adhieren o
atrapan al complejo de interés, fluye hacia la linea de prueba. La linea de
prueba contiene anclados los mismos anticuerpos que contienen los nano-
conjugados de manera que atrapa el complejo de interés que esta atrapado a
la NP formando una estructura tipo sandwich. Si el complejo de interés no
estd presente, el nanoconjugado no es atrapado y sigue su camino hacia la
linea de control. La linea de control contiene complejos que atrapan al anti-
cuerpo del nanoconjugado fijdndolo en ese espacio. Los nanoconjugados atra-
pados, ya sea en la linea de prueba o de control, producen una sefial luminosa
observable a simple vista cuando se excita con la longitud de onda apropiada,
indicando la presencia o no del complejo de interés. A través de la medicién de
la intensidad de la sefial luminosa es posible cuantificar la concentracién del
complejo de interés en la muestra bajo andlisis. Mediante esta metodologia se
pueden detectar en forma especifica diferentes complejos en tan solo unos
minutos, asi como también usar diferentes tipos de NPs entre ellas NPs de
oro. M4s aun, es posible utilizar nanocomplejos de diferentes colores permi-
tiendo desarrollar sistemas multiplexados capaces de detectar mds de un
complejo de interés. Con esta técnica, recientemente se ha reportado la detec-
ci6én de Vaspin, una proteina presente en la sangre que puede causar diabetes
tipo 2, en concentraciones tan bajas como 35 pg/ml (Ali et al., 2017)
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FIGURA 5. Diagrama esquematico de una tira de flujo laminar (a), asi como la fotografia de una tira con
una linea de control positiva usando nanoparticulas con conversion ascendente (b).

a)
Almohadilla de Almohadilla de Membrana de Almohadilla de
muestra nanoconjugado reaccion residuos
Linea de Lineade
prueba  control
Nanoconjugado
anticuerpo-nanoparticula
— | — —

Fuente: Informacion detallada para el disefo de este tipo de tiras activas se puede encontrar en: Ali et
al. (2017); Lian et al. (2017); He et al. (2016).

Esparcimiento elastico de luz

Como discutimos antes, el realce del esparcimiento de luz incidente sobre una
NP de oro ha motivado el estudio de diferentes aproximaciones para el desa-
rrollo de biosensores. En particular la sintesis de NPs terminadas en punta
tipo estrella, incrementa el esparcimiento y recorre el plasmén de resonancia
hacia el cercano infrarrojo (NIR) favoreciendo las aplicaciones biomédicas al
alcanzar la primera ventana biolégica (Colleen et al., 2006; Kumar et al., 2007;
Xie et al., 2017). Ademas, presentan una depolarizacién de la luz 15 veces ma-
yor con respecto a la obtenida por las NPs esféricas, lo que ha permitido imple-
mentar la técnica de microscopia de campo obscuro sensible a la polarizacién,
como hemos reportado recientemente (figura 6), (Aaron, et al., 2008). La con-
jugacién de NPs contra algin complejo de interés permite el desarrollo de bio-
sensores de mayor sensibilidad y altamente selectivos, haciendo posible su uso
en el monitoreo in-situ de biomoléculas como se discutird mas adelante.

Dispersion Raman mejorada por efecto de superficie (SERS)

Recientemente, las NPs tipo estrella han recobrado un mayor impulso para ser
utilizadas en el disefio de sustratos SERS particularmente util para la deteccién
de analitos a concentraciones muy bajas (Kumar et al., 2007; Pérez-Mayen et al.,
2015; Hiang Kwee Lee et al., 2019). En general, cuando se colocan NPs metali-
cas lo suficientemente cerca se traslapan los campos maximizdndose en un
punto que se conoce como punto caliente o hot spot que, de acuerdo con célcu-
los reportados, se localiza en el punto medio entre nanoparticulas separadas al-
rededor de 2 nm (figura 7a), (Kumar et al., 2007). Este efecto es mayor para las
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FIGURA 6. Imagenes de microscopia electronica de barrido de NPs de oro esféricas y tipo estrella.

np par per

Nota: A la izquierda del panel superior e inferior, la barra de escala es de 20 nm. Esparcimiento de luz
de NPs de oro esféricas (panel superior) y tipo estrella (panel inferior) obtenido por microscopia de
campo obscuro sensible a la polarizacion. El color rojo de la luz esparcida por NPs tipo estrella sugiere
el corrimiento del plasmén de resonancia hacia el rojo. Observe que cuando el polarizador de entrada
y salida estan perpendiculares (per) el esparcimiento de las esferas se reduce drasticamente mientras
que el correspondiente a las estrellas permanece bastante brillante. Cuando los polarizadores estan
paralelos (par) solo se observa una pequefia disminucion de la luz esparcida en ambos casos. La barra
de escala es 5 pm.

Fuente: Elaboracion de los autores.

NPs que terminan en punta aprovechando el efecto nanoantena demostrado
ampliamente tedrica y experimentalmente (Kumar et al., 2007; Pérez-Mayen et
al., 2015; Hiang Kwee Lee et al. 2019). Mejor atn, las NPs plasménicas emplea-
das para el disefio de sustratos SERS tienen la capacidad de sintonizacién para
estar en resonancia con el laser de excitacién incrementando la dispersién de la
sefal. Estas caracteristicas hacen del SERS una técnica inmejorable para la de-
teccién molecular a nivel de zeptomoles (10% moles) de concentracién (Kumar
et al., 2007). Con tal sensibilidad, se ha reportado la aplicacién de la técnica
SERS en el area biomédica, desde la deteccién de biomarcadores de cancer, in-
fecciones fungicas, infecciones bacterianas, entre otras; también se ha emplea-
do en muestras de fluidos corporales como saliva, plasma sanguineo, sueroy es-
puto, asi como en la deteccién de farmacos libres, sin la necesidad de etiquetas
o de moléculas reporteras (Panikar et al., 2019; Zukovskaja et al., 2019; Pérez-
Mayen et al., 2016; Ceja-Fdez. et al., 2014).

Sin embargo, el mayor problema es el disefio de sustratos con una distri-
bucién homogénea de los puntos calientes. La manera de mantener los puntos
calientes es funcionalizando en forma apropiada las NPs para que mantengan
la separacién entre particulas alrededor de 2 nm y sin que interfieran en la
aproximacién del complejo que se desea medir. Gracias a esta aproximacién
hemos reportado factores de realce del orden de 10° con nanoestrellas de oro,
y 10*2 cuando estas se depositan sobre una pelicula de oro formando puntos
calientes entre particula-particula y entre particula-pelicula. Con estas sensi-
bilidades hemos medido concentraciones tan bajas como 1072 moles en un
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area de 189 pm? lo cual equivale a 1 molécula cada 3 pm? (figura 7b), (Pérez-
Mayen, 2016). Mas recientemente, hemos desarrollado sensores SERS ba-
sados en 6xido de grafeno (GO) donde se anclan nanoparticulas de oro tipo es-
trella funcionalizadas con L-cisteina para evitar el efecto de bloqueo de los
puntos calientes por las proteinas de la sangre. El anclaje de las NPs de oro se
logra mediante la activacién de grupos carboxilos en la superficie del grafeno,
usando el método de Hummers. Con esta técnica hemos logrado la deteccién
en sangre de hasta 10® M de paclitaxel y 10 M de ciclofosfamida, medica-
mentos ampliamente utilizados en tratamientos contra cancer abriendo una
avenida para el desarrollo de una medicina personalizada (MP). La MP toma
en cuenta que cada organismo reacciona y/o asimila un medicamento en forma
diferente, por lo cual, conocer con mayor precisién la cantidad exacta de medi-
camento que asimila cada cuerpo ayuda a mejora la terapia y reducir los pro-
blemas toxicolégicos. Un andlisis detallado de la preparacién de NPs de oro
tipo estrella, su funcionalizacién, activacién del grafeno, asi como resultados
en la deteccién de medicamentos se reporta en Panikar et al. (2019).

Nanomedicina

El uso de la nanotecnologia en la medicina ha cobrado gran relevancia para
la implementacién de nuevas estrategias para la atencién de diferentes pro-
blemas de salud que aquejan a la poblacién. Sin duda alguna, el cincer es uno
de esos grandes problemas que estan siendo estudiados (Riehemann et al.,
2009; Shi et al., 2017; Lammers et al., 2011; Bai et al., 2015; Bjérnmalm et
al., 2017). El céncer, por su agresividad, incidencia, complejidad e incremen-

FIGURA 7. a) Representacion esquematica de la generacion de hot spot debido a la superposicion de
campo electromagnético entre dos nanoparticulas que dan como resultado el realce de la sehal Ra-
man en la espectroscopia Raman mejorada en superficie. b) Sefial Raman de la Rodamina B a diferen-
tes concentraciones utilizando solamente NPs de oro tipo estrellas y combinada con una pelicula de
oro, se observa el efecto de la pelicula de oro en el factor de realce y con ello una mayor sensibilidad.

R3 1.031x10"2 Moles Si/AuNPSEF: x10°

R4 1.031x10™ Moles Si/AUNPSEF: x10°

R5 1.031x10™ Moles Si/AuFilm/AuNPsEF: x10™
R6 1.031x10® Moles Si/AuFilm/AuNPSEF: x10%
R5 1.031x10" Moles Si/AuNPs
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Raman Shift (cm )

Fuente: La figura 7b fue tomada de Pérez-Mayen (2016).
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to en la firmaco-resistencia, requiere avances en la nanomedicina que per-
mitan detectar y tratar de forma eficiente los mecanismos de desarrollo y
metdstasis del tumor. Gracias a la alta sensibilidad de las técnicas de detec-
cién desarrolladas y discutidas anteriormente, es posible detectar concen-
traciones muy bajas de proteinas sobre expresadas por algin tipo de cancer
permitiendo un diagnéstico temprano y mejorando las expectativas de éxito
de la terapia aplicada. De la misma manera, se han venido desarrollando es-
trategias desde la nanotecnologia para la terapia contra el cincer que garan-
ticen efectividad y reduzcan los efectos secundarios.

Deteccion e imagen

El aprovechamiento de las propiedades épticas de los nanomateriales y su
uso como agentes de contraste ha permitido desarrollar estrategias para la
deteccién por imagenologia o escaneo bioldégico de la presencia de tumores o
células cancerigenas en etapas muy tempranas. Es una herramienta en desa-
rrollo 1til para evaluar de manera no invasiva la localizacién y progresion de
enfermedades, los efectos de un medicamento o su comportamiento farma-
cocinético, asi como la identificacién de biomarcadores de enfermedades.
Ademas de sus propiedades funcionales, para que los nanomateriales pue-
dan ser utilizados como agentes de contraste y, en general, para aplicaciones
biomédicas, existen al menos tres requerimientos principales: i) excelente
biocompatibilidad; ii) buena dispersién en soluciones acuosas, y, iii) la pre-
sencia de grupos funcionales en la superficie que permitan la conjugacién
con moléculas bioldgicas activas o moléculas de interés, o la repulsién con las
mismas, por ejemplo, para evitar su deteccién por el sistema inmunoldgico.
El requisito fundamental para el escaneo biolégico y la deteccién temprana
es garantizar la selectividad de los agentes de contraste. Esto se logra conju-
gandolos con anticuerpos, péptidos u oligonucleétidos especificos, de mane-
ra que se adhieran solamente a los biomarcadores definidos (Lécuyer et al.,
2016; Ramirez-Garcia et al., 2015).

En nuestro grupo hemos utilizado puntos cuanticos (QDs), nanoparti-
culas fluorescentes por conversién ascendente (UCNPs) y nanoparticulas de
oro (NPAu) para marcar células cancerigenas (figura 8). Ademads de detectar la
presencia de células cancerigenas y/o presencia de proteinas sobre expresadas
por ese tipo de cancer particular, los agentes de contraste nos permiten evaluar
los mecanismos de internalizacién celular y delimitar el drea dafiada sin afectar
las células sanas. La figura 8a muestra células sanas obtenidas directamente de
la mucosa oral marcadas con QDs de CdTe sin conjugar, de 4 nm de didmetro,
dispersas en agua, que se internalizan y marcan el ntcleo y el citoplasma de la
célula. El proceso de internalizacién con NPs no conjugadas se logra contro-
lando el tiempo de incubacién; sin embargo, cuando las NPs son muy pequefias
como los QDs la internalizacién se facilita como puede observarse en la figura
8a. Para un andlisis detallado de la sintesis de puntos cuanticos y su uso en el
marcado de células se recomienda ver la referencia (Cepeda-Pérez et al., 2016).
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La figura 8c muestra células SKBR-3 que sobre expresan la proteina HER?2
(Human epidermal grow factor receptor 2 o receptor 2 para el factor de creci-
miento epidérmico humano), marcadas con nanoparticulas de NaYF,:Yb,Er
conjugadas de manera covalente con el anticuerpo monoclonal Herceptin, es-
pecifico para el receptor HER2-positivo presente en la superficie de dichas cé-
lulas de céncer de mama. Es posible observar la presencia de los nanoconju-
gados en el citoplasma, mientras que el ntcleo ha sido marcado de manera
simultdnea con el colorante Hoetchst para facilitar el contraste. La fluores-
cencia observada al ser excitadas a 980 nm indica la presencia del nanocom-
plejo conjugado y con ello la presencia de la proteina HER?2, sefialando que la
célula estd danada. Esta técnica, ademads de detectar la presencia de la proteina
sobre expresada, indica también el drea dafiada lo cual permite una accién lo-
calizada y de mayor precisién de un proceso de terapia reduciendo los efectos
no deseados al afectar células sanas. La conjugacién de las NPs con anticuerpos
garantiza, ademads de la selectividad, la deteccién de bajas concentraciones (en
el rango de nano a pico gramos) de la proteina receptora sobre expresada por el
cancer. El proceso de sintesis y conjugacién de las NPs se muestra en forma de-
tallada en la referencia (Ramirez-Garcia et al., 2018). La figura 8b muestra cé-
lulas de cancer de piel A-431 que sobre expresan la proteina EGER del orden de
10° moléculas por célula, marcadas con NPs de oro tipo estrella conjugadas con
anti-EGFR mezcladas con células sin marcar en una razén 1:1. Las NPs de oro
tipo estrella fueron sintetizadas mediante la reduccién de acido cloroaurico
con acido ascérbico en agua a 0 °C. Posteriormente, se conjugan con anti-
cuerpos monoclonales y se dispersan en agua para incubarse con las células.
Una descripcién detallada de la sintesis y conjugacién de las NPs se puede en-
contrar en la referencia (Aaron et al., 2008). La imagen en la figura 8b fue ob-
tenida con la técnica de microscopia de campo oscuro con el polarizador y ana-
lizador a 90 grados. Se observan claramente las células marcadas y en forma
muy débil las células no marcadas, lo que muestra el efecto de la depolarizacién
de la luz por parte de las NPs tipo estrella. La alta sensibilidad de esta técnica
sugiere su uso en la deteccién de eventos de una sola molécula en células, que
seria equivalente a la deteccién de una sola NP adherida a una sola molécula.
El recuadro interior en la figura 8b muestra la internalizacién de tres NPs de
oro tipo estrella indicando el potencial de la técnica para la identificacién de
una sola molécula (Aaron et al., 2008). Estos resultados sugieren un gran po-
tencial para la deteccién de bajas concentraciones de proteina sobre expresada
lo que puede coadyuvar a la deteccién temprana de cancer.

En el &mbito terapéutico, los nanomateriales han sido ampliamente uti-
lizados en terapia fotodindmica, terapia fototérmica y como acarreadores de
farmacos o nanovectores (Huang et al., 2006; Gobin et al., 2007; Ramirez-
Garcia et al., 2018; Zhou et al., 2017). Mas recientemente se han venido de-
sarrollando complejos terandsticos que combinan deteccién, imagen y te-
rapia permitiendo también monitorear el efecto de la misma Lammers et al.,
2011; Bai et al., 2015; Gobin et al., 2007; Ramirez-Garcia et al., 2018; Zhou
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FIGURA 8. a) Células sanas obtenidas de la mucosa oral marcadas con puntos cuanticos de CdTe sin
conjugar, imagen tomada con microscopio de epifluorescencia, la barra de escala es 5 um; b) NPs de
oro tipo estrellas conjugadas para marcar células cancerigenas A-431 obtenida por microscopia dptica
sensible a la polarizacion (el polarizador de entrada y el de salida estan perpendiculares; los circulos
blancos indican células sanas que no fueron marcadas. El recuadro muestra la internalizacion celular
de NPs de oro reportado anteriormente (Aaron et al., 2008); c) microscopia confocal de células SKBR3
(cancer de mama HER?2 positiva) con su nicleo marcado con el colorante Hoecht (azul), y nanoconju-
gados NaYF,:Yb,Er-Herceptin (rojo).

a)

Fuente: Elaboracion de los autores.

etal., 2017). Estos complejos prometen la implementacién de una medicina
personalizada y preventiva aprovechando la alta sensibilidad de las técnicas
de deteccién ya discutidas.

Terapia fotodinamica
La terapia fotodindmica (TFD) es una estrategia médica para el tratamiento
del cancer, considerada minimamente téxica e invasiva, capaz de reducir los
efectos secundarios causados, por ejemplo, por tratamientos quirdrgicos, ra-
dioterapia o quimioterapia. Involucra al menos tres elementos: i) luz de lon-
gitud de onda adecuada; ii) oxigeno, y, iii) un fotosensibilizador. Una vez que
se excita al fotosensibilizador este transfiere energia al oxigeno triplete que
lo convierte en oxigeno singulete (0, + hvyy = 'O,) y se generan, ademas,
pares electrén-hueco que reaccionan ya sea reduciendo el oxigeno circundan-
te(e+0,—°0; y ‘O;+20H +H* = H,0, + O,) u oxidando el agua periféri-
ca (h*+ H,O— H"+ OH  y 2h* + 2H,0 — H,0, + 2H"). El resultado total es
la formacién de especies reactivas de oxigeno (ROS), oxigeno singulete, su-
per 6xido, hidroxilo, peréxido de hidrégeno, siendo estos los responsables
del estrés oxidativo y capaces de inducir la muerte celular de las células ma-
lignas de manera sitio-dirigida. Sin embargo, la aplicacién de la TED no ha
podido realizarse de manera efectiva debido a la frecuente hidrofobicidad de
los fotosensibilizadores, su degradabilidad quimica y 6ptica, y la limitada ca-
pacidad de la luz para penetrar a través de los tejidos o la piel hasta llegar al
fotosensibilizador y desencadenar su accién terapéutica (Lan et al., 2019).
Recientemente, la TFD ha emergido como una opcién muy atractiva al
conjugar fotosensibilizadores con diversos nanomateriales a fin de sobrepo-
nerse a las limitaciones descritas anteriormente. Estas NPs acttian simple-
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mente como vehiculos para la entrega de la carga terapéutica en el sitio de ac-
cién, o como transductores de energia capaces de modular la intensidad y
longitud de onda de la luz usada para la excitacién de los fotosensibilizadores
(Lécuyer et al., 2016; Ramirez-Garcia et al., 2015 y 2018; Lan et al., 2019).

En nuestro grupo, hemos utilizado NPs con emisién por conversién as-
cendente (UCNPs) como transductores de energia, gracias a su capacidad de
convertir la luz infrarroja en emisiones en las regiones ultravioleta o visible
via la absorcién de maltiples fotones. La energia de estas emisiones es capaz
de activar los fotosensibilizadores y con ello la accién terapéutica de la terapia
fotodindmica. En una primera aproximacién, usamos NPs de NaYF,:Yb,Er
con emisién por conversion ascendente en las regiones roja y verde del es-
pectro electromagnético, conjugadas mediante enlaces covalentes con una
ftalocianina de zinc que actiia como fotosensibilizador. Después de excitar a
975 nm, las UCNPs son capaces de transferir la banda de emisién roja a las
ftalocianinas por medio de FRET, desencadenando la produccién de especies
reactivas de oxigeno (ROS). Para garantizar la selectividad, se conjuga el com-
plejo UNCPs-ftalocianinas con el anticuerpo monoclonal Trastuzumab per-
mitiendo al nanocompuesto interactuar de manera especifica con células de
cancer de mama HER2-positivo, una clase de cincer particularmente agre-
siva. Con ello se logré disminuir la viabilidad celular hasta 21% después de ad-
ministrar 200 pg/mL de immunoconjugados a las células y exponerlas du-
rante 5 minutos a la luz infrarroja a una densidad de potencia de 0.71 W/cm?.
Ademais, la banda de emisién roja se encuentra en la regién de la ventana de
transparencia de tejidos, permitiendo el escaneo biolégico o la posible obten-
cién de imdgenes a través de la piel (Ramirez-Garcia et al., 2018).

En una segunda aproximacién utilizamos nanocomplejos con estructura
nucleo@coraza para producir la terapia fotodindmica. En este caso, utili-
zamos como nucleo NPs de NaYF,:Yb,Tm cubierta por una capa de unos
cuantos nanémetros de una mezcla de TiO,-ZrO, que funciona como foto-
sensibilizador. Este complejo fue conjugado con el mismo anticuerpo mono-
clonal Trastuzumab para darles selectividad ante células HER2-positivas de
cancer de mama. En este nanoconjugado se optimiz6 la concentracién de ti-
tania y zirconia para aumentar de manera simultdnea la intensidad de emi-
si6n del Tm®" en el cercano infrarrojo (801 nm) que se utiliza para deteccién
e imagen de las células y la produccién de ROS de diferente naturaleza des-
pués de la transferencia de energia proveniente de la banda de emisién ultra-
violeta de las UCNPs. En condiciones similares al experimento con las ftalo-
cianinas, se logré la reduccién de la viabilidad celular de las células de cancer
de mama hasta el 12% con una carga de 400pg/mL de immunoconjugados.
La presencia de un fotosensibilizador inorgdnico en forma de coraza brinda,
ademds, excelente estabilidad 6ptica y quimica (Ramirez-Garcia et al., 2019).
En todos los casos la viabilidad celular se midié utilizando el kit azul-alamar
(alamar blue) que es un ensayo bien establecido que funciona mediante el
monitoreo y cuantificacién de los niveles de fluorescencia como respuesta a
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procesos de oxidacién-reducciéon (REDOX) como resultado de una reduccién
del metabolismo celular. La fluorescencia se midié utilizando el equipo Cyta-
tion 5 de Bioteck.

Terapia fototérmica

El aumento inducido de la temperatura mediante la incidencia de luz, y su uso
como método de terapia para inducir la muerte celular es conocido como hi-
pertermia o terapia fototérmica. De manera similar a los nanocomplejos para
TED, las UCNPs también pueden ser conjugadas con agentes fototérmicos
para provocar el aumento local de temperatura, desencadenando la induccién
de la apoptosis de las células malignas en el sitio de la incidencia de luz (Rui-
chan Lv et al., 2017; Li et al., 2018). En nuestro laboratorio hemos creado un
nanocomplejo de NaYF,:Yb,Er con emisiones en las regiones verde y roja, con-
jugadas con nanoparticulas de oro de tamarfio inferior alos 10 nm. La luz emi-
tida por las UCNPs en los nanocomplejos es usada de manera simultinea para
la excitacién del plasmén de resonancia de las nanoparticulas de oro (banda
verde), el sensado in situ de la temperatura (nanotermémetro), y como agente
de contraste para el escaneo y deteccién de células cancerosas mediante lumi-
niscencia (banda roja). Se logr6 un aumento paulatino de la temperatura (has-
ta 42.2 °C en 5 minutos), logrando la reduccién de la viabilidad celular por de-
bajo del 40% con condiciones similares a las usadas en TED. Se estima que
dicho valor puede disminuir atin mds al incidir la luz infrarroja para la excita-
ci6én de las UCNPS durante periodos mas largos. Un resultado importante de
este experimento es el uso simultdneo del nanotermémetro para monitoreary
mantener la temperatura dentro del rango clinico de aplicacién (40-45 °C) con
una precisién de £ 0.5 °C, induciendo la muerte celular de las células cancero-
sas, sin afectar las células sanas (Ramirez-Garcia et al., 2019b).

Otro tipo de nanocompuestos para terapia fototérmica fue desarrollado
en nuestro grupo mediante el dopaje de nanoparticulas de Fe;O, con lant4-
nidos, logrando la integracién simultdnea de las propiedades magnéticas y
de emisién por conversién ascendente en compuestos de tipo Fe;O,:Yb,Er.
De manera inesperada, se observé un aumento espontaneo de la tempera-
tura de las nanoparticulas al irradiar con luz infrarroja. Se estima que estas
nanoparticulas podran ser utilizadas también para el escaneo bioldgico y te-
rapia fotodinadmica de manera simultdnea (Ibarra-Sinchez et al., 2018).

Teranostica

La terandstica es un campo de reciente creacién en la medicina que combina
capacidades de diagnéstico y de terapia en una sola herramienta terapéutica.
Adicionalmente, implica el monitoreo de la respuesta del paciente a la tera-
pia aplicada logrando mejorar la calidad del tratamiento. El acoplamiento de
materiales con diversas propiedades fisicoquimicas como la luminiscencia,
magnetismo, termo-responsividad, capacidad de acarreamiento de fairmacos
y resistencia mecdnica e inocuidad pueden brindar nuevas herramientas te-
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ranésticas, permitiendo monitorear el progreso de la enfermedad mientras
se induce un efecto terapéutico. En nuestro grupo trabajamos en el disefio de
estos complejos terandsticos combinando NPs altamente sensibles a la de-
teccién e imagen de complejos de interés, capaces de inducir muerte celular
por efecto fototérmico, terapia fotodindmica o por la entrega dirigida de me-
dicamentos. Aunque hay varios esquemas para formar estos nanocomplejos,
nosotros disefiamos nanocomplejos a base de silica mesoporosa, polimeros
y abase de lipidos. Nuestra investigacién continda arrojando resultados muy
interesantes. Recientemente hemos logrado avances muy prometedores
combinando terapia fotodindmica y entrega dirigida de formacos reduciendo
la viabilidad celular por debajo del 10% como resultado del efecto sinérgico
entre las dos técnicas terapéuticas en células cancerigenas HER2-positivas,
resultados que han sido enviados para su publicacién.

Conclusion

La nanotecnologia estd impactando todas las areas de la actividad humana.
Se estan disefiando nuevos dispositivos que definirdn nuestro estilo de vida
futura, especialmente en las dreas de la comunicacién y de la salud. Gracias a
los nanomateriales, se estdn disefiando dispositivos para la deteccién y diag-
nostico de enfermedades que no requerirdn la ayuda médica y que no requie-
ren grandes equipos. Este proceso se ha venido acelerando al agregar a estos
nuevos dispositivos inteligencia artificial que, combinados, seguramente lo-
grardn muy pronto que la deteccién y el diagnéstico de enfermedades se
haga desde un teléfono inteligente. La inclusién de complejos terandsticos
promete una gran herramienta para el combate a enfermedades de gran im-
portancia para la humanidad. Esta relativa facilidad de deteccién, diagnésti-
coy terapia estd delineando el camino para disefiar una medicina que no solo
sea preventiva sino personalizada y de bajo costo, verdaderamente al alcance
de todos. Sin embargo, es importante realizar estudios profundos sobre el
impacto toxicolégico en organismos vivos tanto por el uso de nanocomplejos
en procesos terapéuticos como la exposicién involuntaria de NP.
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