Uso de nanoparticulas para el diagnostico y
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Resumen— La diabetes mellitus es un desorden metabolico prevalente asociado a la obesidad y a la falta de ejercicio fisico,
que conlleva el aumento de la glucosa en plasma. La hiperglucemia puede desencadenar complicaciones tales como la
ceguera, enfermedades del higado o corazén, neurodegeneracion y mayor susceptibilidad a infecciones. Por esta razén, el
control de la glucemia a largo plazo es clave para determinar el prondstico del paciente con diabetes. La nanotecnologia
permite, mediante un amplio abanico de herramientas, mejorar la calidad de vida de los pacienes con diabetes. Entre ellas
destacan: El uso de NPs como agentes de contraste para la visualizacion de los islotes pancreaticos; sensores de glucosa
precisos y sensibles, que permiten la deteccién a tiempo real de niveles de glucosa en plasma; sistemas de deteccion precoz
de la diabetes y terapias no invasivas de liberacion controlada de insulina. Asimismo, la nanotecnologia nos permite el
desarrollo de vacunas mas eficientes y tratamientos alternativos basados en terapia génica. En este articulo se revisaran
algunas de las estrategias a nanoescala utilizadas para el diagnostico, tratamiento y monitorizacién de dicha enfermedad.
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1. INTRODUCCION

La diabetes mellitus se define como un grupo de des-
ordenes metabdlicos, caracterizados por niveles de

glucosa en sangre elevados (hiperglucemia). Muchas
de las complicaciones asociadas a la diabetes son conse-
cuencia de dafios producidos en las células B pancreaticas,
debido a un incremento del estrés oxidativo [1]. La diabe-
tes tipo 2 (T2DM) es la enfermedad metabdlica mas pre-
valente, y constituye el 90% de todos los casos. La T2DM
se caracteriza por resistencia a la insulina, alteracion en la
homeostasis de la glucosa y disfuncion de las células B. El
otro 10 % de los casos corresponde a la diabetes tipo 1
(T1DM), que resulta de una deficiencia en la produccion
de insulina como consecuencia de una respuesta autoin-
mune. Esta falta de tolerancia inmunoldgica conlleva a la
destruccion de las células f mediada por linfocitos T (hi-
poinsulinemia). Los tratamientos antidiabéticos actuales
incluyen sulfonilureas, biguanida, meglitinida, inhibidores
a glucosidasas y tiazolidinedionas. Sin embargo, el uso de
dichos farmacos esté limitado por sus efectos secundarios
como intolerancia gastrointestinal, aumento del peso cor-
poral y formacién de edemas. Por consiguiente, es nece-
saria la generacién de nuevas terapias que minimicen los
efectos adversos, asi como, de forma conjunta, nuevos
sistemas de diagndstico temprano y monitorizacion de la
enfermedad [2].

2. DIAGNOSTICO DE LA DIABETES MEDIANTE EL USO
DE NANOPARTICULAS

2.1. Nanoparticulas de TiO; funcionalizadas en
nanohilos de In203

La funcionalizacion de nanohilos de In,O3 con nanoparti-
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culas de TiO; ha permitido una elevada selectividad y sen-
sibilidad para la deteccion del vapor de acetona. La capa-
cidad de detectar la acetona en el rango de la ppm es
importante para el diagnostico de la diabetes. Esto es
debido a que en el exhalado de los pacientes con diabe-
tes la concentracién de vapor de acetona oscila entre 1.8-
10 ppm, mientras que el individuo normal estd por debajo
de las 0.8 ppm. Se evalué que la sensibilidad del sensor
aumentaba de forma lineal con respecto a la concentra-
cion de acetona, atendiendo al modelo de deplecién su-
perficial. Este modelo se basa, en que en presencia de aire
sobre la superficie de los nanohilos se adsorben molécu-
las de O, que por transferencia de electrones (e-) del
In,O3, inducen la formacién de iones O-, lo que conlleva a
un aumento en la resistencia del nanohilo a la conduccion
de la corriente. Sin embargo, en presencia de vapores de
acetona, las especies de acetona adsorbidas en el nanohi-
lo, por una serie de reacciones secuenciales, extraen 12 e-
de los iones O-. Estos e- son revertidos a los nanohilos, lo
que conlleva un descenso en la resistencia del semicon-
ductor, y, por tanto, se incrementa la conductividad del
nanohilo. La funcionalizacion del nanohilo con nanoparti-
culas de TiO, genera ‘n-n junctions’ donde los e- perma-
necen atrapados, lo que provoca que en presencia de oxi-
geno el canal de conduccion se reduzca en mayor propor-
ciéon en comparacion a los nanohilos no funcionalizados.
Esto conlleva que la sensibilidad de dichos sensores fun-
cionalizados sea mayor puesto que la anchura de la capa
de deplecién en los nanohilos cambia de forma mas dras-
tica [3].
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Fig. 1. Esquema de la estructura eléctrica de (a) nanohilos de In,O3
y (b) funcionalizados con nanopariculas de TiO, expustos a aire o
vapores de acetona

2.2. Deteccidn electroquimica mediante
nanoparticulas de plata

Mutaciones en el DNA mitocondrial (DNAmt) estan aso-
ciadas a la aparicion de la T2DM, siendo la mutacion mas
comun el polimorfismo A3243G en el gen que codifica el
tRNA para la leucina. La deteccion de dicho polimorfismo
permitiria el diagndstico temprano y el tratamiento de los
pacientes con T2DM. El sensor se fundamenta en el cre-
cimiento de nanoparticulas de plata (AgNP) mediante un
soporte de DNA sobre una superficie de nanotubos de
carbono (SWCNTs: single walled carbon nanotubes) ab-
sorbidos en un electrodo GCE (glass carbon electrode).
Como mecanismo de amplificacion de la sefial se incorpo-
rara una RNAasa HIl. Ademas, el sistema cuenta con son-
das de captura (SP) conjugadas a microbolas de silica
(SiMBs). La SP presenta un ribonucleétido en la region
intermedia que es reconocido por la RNAasa HIl e hibrida
de forma especifica con la mutacion que se pretende ana-
lizar. La RNAasa HIl hidroliza el enlace fosfodiéster 5’ del
ribonucleétido en la union DNA-RNA liberando ssDNA
que corresponden a la sonda sefial (SP). Estos SPs actdan
como molde para el crecimiento /n situ de AgNP. Final-
mente, se evalud que la sefal electroquimica, por la trans-
formacion en estado sélido de AgNPs a AgCl en la super-
ficie del electrodo, tiene una relacion lineal con la canti-
dad de DNAmt diana. Entre las multiples ventajas de di-
cho sistema de deteccién se puede mencionar que no
necesita el marcaje previo de la muestra y un limite de
deteccién del orden de pM [4].

2.3. Nanoparticulas supermagnéticas como
agentes de contraste en MRl y sensores de
glucosa

Las NPs superparamagnéticas de 6xido de hierro (SPIONs)

nos permiten la cuantificacién /n vivo, de forma no invasi-
va, de la masa total de células B en los islotes de Langer-
hans. Ademas, son biocompatibles y se pueden degradar
en hierro y oxigeno. Actualmente, han sido utilizadas para
monotorizar infiltracion linfocitaria en el pancreas, para
una deteccién temprana de la diabetes [5]. Por otro lado,
se han empleado nanocubos de 6xido de hierro ferro-
magnético para aumentar la resolucién de la MRI. Estas
NPs permiten la visualizaciéon de células individuales en
los islotes pancreaticos [6].

Entre los sensores de glucosa, se pueden mencionar las
NPs de paladio, oro, platino o nanotubos de carbono en
combinacion con la glucosa oxidasa. La glucosa, al unirse
a la enzima, se oxida en pasos sucesivos hasta dar lugar a
acido glucénico y peréxido de hidroégeno. Durante la oxi-
dacion de la glucosa se genera una corriente eléctrica,
proporcional a la concentracion de la glucosa. Entre los
sensores no enzimaticos se puede destacar las moléculas
de union a glucosa como la lecitina ConA (concanavalina
A) y PBA (fenilborénico). Cuando la glucosa se une al sen-
sor provoca un desplazamiento de la densidad de elec-
trones que se puede medir con una sefial de salida de
fluorescencia o de voltaje. Finalmente se estan intentando
disefar sensores basados en la emisién de fluorescencia
mediante el uso de quantum dots [7].

3. TRATAMIENTO DE LA DIABETES CON
NANOPARTICULAS

3.1. Sistemas de liberacién de insulina
dependientes de sensores de glucosa

Los sensores mencionados anteriormente pueden utilizar-
se acoplados a sistemas de liberacion de insulina en res-
puesta a glucosa plasmética. Uno de los mecanismos
propuestos es el uso de NPs constituidas por polimeros
sensibles al pH, como el quitosano, combinados con la
enzima glucosa oxidasa. Esta enzima, al convertir la gluco-
sa en acido gluconico, reduce el pH del microambiente,
produciendo la liberacion de la insulina encapsulada, por
alteracién en la estructura de la NP [8].

Otro sistema en fase |, es el ‘Smart Insulin’ L-490 que utili-
za la capacidad de la lecitina ConA para unirse a la gluco-
sa. Cuando las concentraciones de glucosa en plasma son
bajas, el elemento de uniéon ConA interacciona con la in-
sulina evitando que ejerza su accion. Mientras que, a nive-
les altos de glucosa, esta se une a los sitios ConA de la
nanoparticula polimérica produciendo la liberacion de la
insulina [7].

Por ultimo, mencionar la encapsulacion de insulina en NPs
de PLGA. Estas NPs producen una liberacion basal de in-
sulina en condiciones normales, pero esta se ve incremen-
tada por exposicion a ultrasonidos. Esto es debido a que
la exposicién a ultrasonidos altera la difusion de la insuli-
na por la matriz, como consecuencia del calentamiento y
la cavitacion. Este sistema permitiria mediante una sola
inyeccion almacenar grandes cantidades de insulina de
forma subcutanea e ir liberdndola de forma sostenida



mediante un sistema de ultrasonido localizado [9].

3.2. Nanoparticulas inorganicas de 6xido de zinc

Se ha utilizado la combinacién de nanoparticulas de éxido
de zinc (ZnONPs) con farmacos antidiabéticos estandari-
zados (vildagliptina) para restaurar la funcion y estructura
de células B. Se evalud que la administracién de las NPs
en modelos de rata con diabetes tipo 2 inducida, mejora-
ba las alteraciones asociadas como la tolerancia a la glu-
cosa, niveles de fructosamina, actividad SOD pancreética,
biomarcadores de diabetes (miR103, miR-143), histologia
de los islotes, hemoglobina glicosilada y alteracién de
lipidos en plasma. Por lo tanto, las ZnONPs junto a la vil-
dagliptina presentan un efecto sinérgico para el trata-
miento de la diabetes tipo 2 [1].

3.3. Nanocomplejos de quitosano basados en
terapia génica

La hormona incretina GLP-1 (glucagdn-like peptide) esta
relacionada con un incremento en la secrecién de insulina
estimulada por glucosa. Ademas, estimula el crecimiento
de las células B e inhibe su apoptosis. Sin embargo, pre-
senta una baja biodisponibilidad como consecuencia a su
degradacion por la endoproteasa DPP-IV (dipeptydil pep-
tidasa V). Para aumentar la biodisponibilidad de GLP-1 se
combind con el polimero catidnico quitosano (CH), que es
capaz de formar nanocomplejos con acidos nucleicos. Por
lo tanto, se utilizaron dichos nanocomplejos para la libe-
racién /n vitro de GLP-1, andlogos de GLP-1 resistentes a
DPP-1V y siRNA dirigidos a la DPP-IV. Por ultimo, mencio-
nar que dicho sistema logré un silenciamiento eficiente
similar al producto comercial DharmaFect™, pero con
menor efecto citotdxico. Por lo tanto, el uso de nanocom-
plejos de CH y &cidos nucleicos podria utilizarse como
terapia combinada para el tratamiento de la T2DM [2].

3.4. Liberacion controlada de exenatida

La exenatida es un antagonista de GLP-1 que se utiliza
como terapia combinada para la T2DM. Debido a su pe-
quefio tamafio se elimina rapidamente por filtracién glo-
merular. Para aumentar su vida media en plasma y evitar
la degradacién enzimética, se apuesta por sistemas de
encapsulaciéon. Un ejemplo, es la generacion de estructu-
ras multicapa de nanoparticulas de L-a fosfatidilcolina
incorporadas en una bicapa lipidica, mediante la adicion
de acido plurénico. Durante la liofilizacion, la regién hi-
drofébica del acido plurénico permite que se ancle de
forma fisica a la superficie del liposoma de lecitina, permi-
tiendo el disefio de una multicapa de nanoparticulas. Este
sistema de encapsulacion no altera la estructura del com-
puesto activo, y se produce una eficiencia de encapsula-
cion del 85-87%. Esta multicapa de nanoparticulas permi-
te una liberacion sostenida de la exenatida, que correla-
ciona con la actividad antidiabética mas prolongada /n
vivo. Por consiguiente, los sistemas de multicapa de NPs
pueden utilizarse como vehiculos de liberacion sostenida
de farmacos de origen proteico [10].

Este sistema se implementd mediante la formacion de un
hidrogel termorreversible por combinacion con plurénico

F-127. In vivo, mediante inyecciones subcutaneas en rato-
nes db/db y monitorizacién de glucosa en plasma, se de-
termind que el hidrogel mejora los efectos antidiabéticos
de la exenatida, y que el retorno de los niveles de glucosa
a sus valores originales, se produce de forma mas gradual
[11].

3.5. Administracién oral de insulina

El principal inconveniente de la administracion oral de la
insulina es su baja biodisponibilidad, debido a procesos
de degradacion por pH acido y proteasas, y su baja per-
meabilidad a nivel del epitelio intestinal. Para mejorar la
entrada de insulina a las células, se han desarrollado na-
noparticulas dirigidas a enterocitos y células M de la mu-
cosa, mediante la funcionalizacion con lecitina. Ademas,
se ha diseflado un sistema basado en nanoparticulas de
polietilenimina para la liberacion de la insulina a nivel del
colon.

La liberacion controlada de la insulina a nivel del colén
presenta varias ventajas, como unos efectos hipoglucémi-
cos a largo plazo. Ademas, permite la liberacién fisiologica
de la insulina a la vena portal, lo que evita fluctuaciones
de los niveles plasméticos de glucosa y efectos secunda-
rios de la administracion subcutdnea como: hiperinsuli-
nemia sistémica, ganancia de peso, aterogénesis, lipodis-
trofia local y aumento de la lipogénesis [12].

Otro ejemplo es el uso de NPs de alginato y sulfato de
dextrano recubiertas con quitosano y albdmina (*™Tc-
BSA) y cargado con insulina para el tratamiento de la dia-
betes tipo 1y 2. En el caso de la diabetes tipo 1 consigue
aumentar los efectos antihiperglucémicos durante 12h y
un incremento de la biodisponibilidad de 5.04 %, en com-
paracién a la administracién subcutanea. Ademas, dichas
NPs presentan las ventajas de que no son absorbidas a
nivel sistémico y permiten mayor residencia en el epitelio
intestinal. Esto es debido a la capacidad del quitosano de
unirse a los residuos de acido sialico presentes en la mu-
cosa intestinal. Por lo tanto, dichas NPs son capaces de
mantener la estabilidad durante su paso por el aparato
gastrointestinal y evitan la liberacion prematura de la in-
sulina. También producen un efecto antihipergucémico
mas sostenido y a largo plazo, y aumentan la entrada de
la insulina por las células del intestino [13].

3.6. Nanoparticulas de poli(lactida-co-glicolico)
acoplados con Ag (Ag-PLG) para el tratamiento
de T1D

Actualmente se apuesta por terapias que vayan dirigidas

de forma especifica a las células autoinmunes para preve-

nir y revertir la T1IDM, sin la administracion de inmunosu-
presores. Una estrategia, es la induccion de tolerancia de
linfocitos T autorreactivos utilizando nanoparticulas sinté-

ticas que estan entrecruzadas con antigenos dianas im-

portantes en la patogenicidad, mediante etilencarboiimi-

da (ECDI). El efecto terapéutico de dichas nanopaticulas
requiere la expresion de MARCO, un receptor expresado

en células fagocitarias. Este receptor permite la entrada y

presentacién de los antigenos diabetogénicos por parte



de células presentadoras de antigenos (APC) tolerogéni-
cas. Las APC tolerogénicas inducen anergia y apoptosis de
linfocitos T autorreactivos, mediante el aumento de la
expresion de PD-L1, que modula la sefal co-estimuladora.
Ademas, inducen anergia en linfocitos T naive mediante la
presentacién del antigeno junto al MHC en ausencia de
una seflal co-estimuladora (CD80/CD86). Por ultimo, la
expresion de PD-L1 y la produccién de IL-10 por parte de
las APC tolerogénicas induce la expresion de linfocitos
Treg, que inhiben la diferenciacion de linfocitos T naive y
la funcién de los linfocitos T patogénicos. En conclusion,
las nanoparticulas manufacturadas con autoantigenos,
antigenos encapsulados o sustancias que promueven la
tolerancia en nanoesferas, son un sistema 6ptimo para
revertir el caracter autoinmune de la TIDM [14].

3.7. Otras terapias alternativas

Una de las terapias propuestas, es el uso de nanocapas
para proteger las células trasplantadas frente al sistema
inmune, a la vez que permiten una difusiéon adecuada de
glucosa, oxigeno, insulina y de otros nutrientes necesa-
rios. Para lograr dicho objetivo, se han desarrollado siste-
mas mono o multi-capa de recubrimiento que protejan
los islotes de Langerhans, sin inhibir su funcion. Un ejem-
plo, es el empleo de nanoparticulas polimericas PEG, me-
diante el método de autoensamblaje capa por capa gra-
cias a la afinidad de los grupos PPB (biotina) y SA (estrep-
tavidina) [15].

Otra estrategia es la utilizacion de SPIONs para inducir la
produccién de insulina en células 8, mediante hipertermia
por aplicacion externa de una corriente magnética alterna
[16].

Por ultimo, mencionar el uso de vacunas como estrategia
a largo plazo para prevenir la destruccién autoinmune de
las células B en TIDM. El uso de NPs en vacunas permite
la eliminacion de la necesidad de utilizar adyuvantes y
puede direccionar antigenos a regiones especificas del
organismo. Ademas, constituyen plataformas fisicas que
confieren la propiedad de combinar antigenos. Un ejem-
plo, es el uso de NPs magnéticas recubierta con péptidos
apropiados unidos al MHC (p-MHC-NPs) [17].

4. CONCLUSIONES

La investigacién en nanotecnologia y nanomedicina ha
permitido el desarrollo de terapias y herramientas de
diagndstico temprano maés eficaces. Las NPs organicas,
inorgénicas o hibridas permiten transportar de forma se-
gura y eficiente la insulina o analogos. Ademas, algunas
de las NPs presentan actividad bioldgica que ayuda de
forma combinada en el tratamiento y la prevencién de la
diabetes mellitus, y sus complicaciones asociadas. Esto se
logra mediante actividad antioxidante, anti-apoptética o
la capacidad de mimetizar la acciéon de la insulina. Tam-
bién, las NPs presentan unas propiedades fisicoquimicas
que les permiten ser utilizadas como herramientas de
diagndstico precoz y monitorizacién de la enfermedad de
forma no invasiva.

Atendiendo a la informacién aportada, se prevé una opor-
tunidad prometedora en el desarrollo de sistemas a na-
noescala que combinen la liberacidon controlada de insuli-
na acoplada a un sensor de glucosa. A pesar de ser un
campo en auge, se requiere el desarrollo de nanosensores
de mayor sensibilidad y especificidad, y reducir el tiempo
entre la deteccion y la liberacion terapéutica. No obstante,
por los resultados que se estan obteniendo se espera que
la nanotecnologia juegue un papel importante en la me-
jora del manejo de la diabetes en la proxima década.
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