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1 RESUMEN 

Diversos métodos de diagnóstico se han perfeccionado adaptándolos y enfocándolos a las 
múltiples patologías existentes. Algunos de ellos son caros y necesitan tanto material como 
personal especializado, por ello con la investigación desarrollamos nuevos métodos de 
diagnóstico basados en la detección de biomarcadores por fluorescencia. 
En este trabajo de investigación se desarrolla una nanopartícula (UCNP) enfocada a detectar 
la presencia de autoanticuerpos generados en la artritis reumatoide, enfermedad que cursa 
con inflamación de las articulaciones y que tiene la peculiaridad de que se generan 
autoanticuerpos (ACPA) frente a péptidos citulinados (CCP). Las UCNP están basadas en el 
proceso de conversión ascendente y permiten detectar la presencia de biomarcadores de 
enfermedades, contra los que van dirigidas, mediante el uso de un microscopio de 
fluorescencia. Para el desarrollo de esta UCNP, se hace un análisis profundo de su matriz 
NaYF4, del dopaje con los lantánidos, responsables del proceso de ETU (Energy Transfer 
Upconversion) y del recubrimiento de la UCNP para protegerla del medio y facilitar el anclaje 
de los CCP. Los ACPA que queremos detectar los anclaremos a un soporte para facilitar su 
unión a la UCNP. En este trabajo profundizamos en cada parte de la UCNP para ensamblarla y 
obtener así una nanopartícula teórica para el diagnóstico de la artiritis reumatoide.  
Palabras clave: UCNP, NaYF4, conversión ascendente, artritis reumatoide, CCP y ACPA. 
 

2 ABSTRACT 

Several diagnostic methods have been improved by adapting and focusing them to the 
multiple pathologies. Some of them are expensive and require both material and specialized 
personnel, so by researching we develop new diagnostic methods based on the fluorescence 
detection of biomarkers. 
In this research work we develop a nanoparticle (UCNP) focused on detecting the presence of 
autoantibodies generated in rheumatoid arthritis, a disease that takes place with joints’ 
inflammation and it has the peculiarity that autoantibodies (ACPA) versus citrullinated 
peptides (CCP) are generated. UCNPs are based on the upconversion process and can detect 
the presence of disease biomarkers, against which they are directed, using a fluorescence 
microscope. For the development of this UCNP, an in-depth analysis of its NaYF4 matrix, 
lanthanides doping, responsible for the ETU (Energy Transfer Upconversion) process and the 
UCNP coating carried out to protect it from the environment and to facilitate the anchoring 
of the CCP. The ACPA we want to detect will be anchored to a support to facilitate their union 
with the UCNP. In this work we delve into each part of the UCNP to assemble it to obtain a 
theoretical nanoparticle for rheumatoid artiritis’ diagnosis. 
Keywords: UCNP, NaYF4, upconversion, rheumatoid arthritis, CCP and ACPA. 
 

3 INTRODUCCIÓN 

 
Patologías como el cáncer de mama (1), enfermedades cardiovasculares (2) y muchas 
infecciones virales como HIV (3) y Ébola (4), tienen sus propios protocolos de detección y 
diagnóstico. Muchas de estas pruebas diagnósticas son economicamente dispendiosas y por 
esto muchos tienen un acceso muy limitado a ellas. En este sentido, la investigación está 
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desarrollando nuevas metodologías de diagnóstico basadas en la detección de biomarcadores 
por fluorescencia. En este campo entran en juego las nanopartículas. 
 
En medicina se utilizan métodos de identificación por imagen como la tomografía 
computarizada (TC) y la resonancia magnética nuclear (RMN) para detectar estructuras 
sospechosas como tumores. En 2004 en el Instituto de Tecnología de Georgia, Shuming Nie y 
sus colaboradores emplearon las nanopartículas para iluminar sólo las células de cáncer de 
próstata humano que habían inyectado en ratones en un punto determinado. Logrado este 
objetivo se dieron cuenta de que si este proceso fuera posible aplicarlo a los humanos, 
supondría el diagnóstico precoz del cáncer sin cirugía ni imágenes del tumor. Nie intentó 
mejorar más su técnica y gracias a esto, los investigadores pudieron desarrollar más diseños 
de nanoartículas y extrapolarlos a otras enfermedades. Se abrió un nuevo horizonte frente a 
nosotros, ya que estas nanopartículas podríamos combinarlas con diversos marcadores o 
moléculas y nos permitirían una detección precoz de las enfermedades (5). 
 
La palabra nanopartícula contiene el prefijo “nano-“ que proviene del griego que significa 
“enano”, esto nos indica que son partículas tan pequeñas que son imperceptibles para el ojo 
humano y se necesita un microscopio de fluorescencia para observarlas (6). El microscopio 
flurescente se basa en la diferenciación de objetos que emiten luz. Cuando las nanopartículas 
absorben energía, quedan excitadas y liberan esta energía en forma de luz. El microscopio de 
fluorescencia expone la presencia, y la forma si procede, de lo que tenemos marcado con la 
nanopartícula y queremos detectar (7).  
Al ser tan pequeñas tienen una gran utilidad en la clínica ya que pueden incorporar a su 
estructura principios activos, anticuerpos y distintos tipos de elementos con el fin de detectar, 
diagnosticar e incluso tratar una patología. Las nanopartículas no solo se limitan al ámbito de 
la medicina, también se utilizan en cosmética (sombras de ojos (8), pastas de dientes, 
protectores solares (9), etc) e incluso en repelentes de insectos y en desinfectantes, en la 
electricidad y la óptica entre otras áreas (8).  
 

3.1 Uso de las nanopartículas: 

 
Las nanopartículas pueden estar enfocadas a diversos campos, pero en el que más 
expectativas hay es en el campo de ciencias de la salud o biomedicina. Pueden usarse como 
método rápido de diagnóstico. Las hay de varios tipos según el material del cual estén 
compuestas (10):  

- Composites: se combinan con otras nanopartículas o con materiales más grandes. 
- De base metálica: hay 2 tipos: 

o Nanopartículas de oro o plata 
o Puntos cuánticos (Quantum dots) 

- De base de carbón: tienen forma esférica, elipsoidal o tubular. Conducen la 
electricidad y tienen gran elasticidad. 

- Dendrímeros: está formada por polímeros nanométricos. 
 
Hay muchas técnicas usadas para el diagnóstico de las patologías, algunos de ellos son 
inmunoensayos (11), entre otros. Sin embargo, muchos de estos métodos requieren de 
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maquinaria específica, son caras de obtener y de mantener, requieren personal cualificado, 
los reactivos son caros y, a veces, se necesita mucho tiempo para obtener un resultado. (12) 
Por ello es necesario el desarrollo de una alternativa que permita una identificación rápida y 
precoz de las enfermedades y las nanopartículas son una alternativa muy interesante. 
 

3.2 Artritis reumatoide: 

 
Para poder continuar con el desarrollo de este trabajo tenemos que hablar de la artritis 
reumatoide. La artritis reumatode (AR) es una inflamación crónica de las articulaciones y se 
caracteriza por la presencia de autoanticuerpos (13). Los síntomas principales incluyen 
inflamación, dolor y sensibilidad en las articulaciones, puede haber rigidez matutina y con el 
paso del tiempo las articulaciones pueden perder la movilidad y volverse deformes (14). 

 

Figura 1. Síntomas característicos de la artritis reumatoide (14) 

Los principales factores que determinan la susceptibilidad a padecer la artritis reumatoide son 
los genes heredados y genes de histocompatibilidad mayor (MHC) del antígeno leucocitario 
humano (HLA). Sin embargo, hay muchos otros factores 
no genéticos que influyen en la activación de la 
enfermedad como los estímulos ambientales. Diversos 
estímulos ambientales pueden provocar la activación 
repetida de la inmunidad innata, hasta que dé lugar a un 
desequilibrio y aparezca la enfermedad clínica. Uno de 
los estímulos ambientales que más influencia tiene en la 
AR es el hábito tabáquico ya que se induce la expresión 
de peptidil-arginina deiminasa (PAD) (15). Esta enzima, 
como se muestra en la figura 2 (16), es la encargada de 
la conversión de la arginina en citrulina, dando lugar a 
péptidos citrulinados que pueden ser reconocidos por el sistema inmunitario. Este aumento 
del proceso de la citrulinación no es exclusivo de la artritis reumatoide, lo que sí es exclusivo 
de la misma es la generación de anticuerpos frente a estos péptidos citrulinados, 
denominados ACPA (17).  
 

Figura 2. Citrulinación (16) 
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3.2.1 Biomarcadores de la artritis reumatoide: 

 
Los marcadores biológicos o biomarcadores son sustancias biológicas detectables que nos 
sirven como indicadores de procesos normales o patológicos y también nos sirven como 
identificadores de la respuesta al tratamiento.  
En los últimos años se han realizado diversas investigaciones para hayar biomarcadores para 
el diagnóstico de la artiritis reumatoide. Hasta ahora el más utiilizado ha sido el factor 
reumatoide (FR) que es un anticuerpo, característico de la AR, dirigido contra la fracción 
constante de la inmunoglobulina G. Este FR se determina mediante un análisis de una muestra 
de sangre, sin embargo, tiene poca especificidad contra la diana. Por ello se han realizado 
estudios y el principal descubrimiento ha sido un nuevo biomarcador denominado anticuerpo 
frente a péptidos citrulinados (ACPA) (18).  

 
Figura 3. Sensibilidad y especificidad de autoanticuerpos en la AR (18) 

 
Los ACPA, de entre todos los autoanticuerpos, son los más especificos de la artritis 
reumatoide, por lo que son idóneos para su diagnóstico. Los ACPA, tal y como indica su 
nombre van dirigidos frente a péptidos cíclicos citrulinados (CCP). Estos CCP, como hemos 
mencionado anteriormente, resultan de la citrulinización de la arginina por la PAD. Este 
proceso ocurre durante la inflamación, apoptosis y queratinización (19).  
Serre y sus colaboradores fueron los que confirmaron que la citrulina es un componente 
esencial para el desarrollo de la artritis y los anticuerpos específicos contra esta. Los primeros 
ensayos para detectar la presencia de estos anticuerpos se realizaron con péptidos 
citrulinados lineales, pero la sensibilidad y la especificidad del ensayo eran bajas (20). Para 
aumentar la sensibilidad y la especificidad Schellekens y sus colaboradores usaron péptidos 
cíclicos citrulinados, los cuales han sido modificados para que el epítopo citrulinado sea más 
fácilmente reconocido por los ACPA (21). A partir de entonces, se han realizado diversas 
recopilaciones de CCP mediante el análisis del suero de los pacientes con AR, y se han 
desarrollado CCP sintéticos. El CCP2 (segunda generación) es el que mejor resultados ha dado 
en el diagnóstico de la artritis reumatoide; la prueba de diagnóstico que lo incluye se ha estado 
comercializando desde 2002 y no ha cambiado desde entonces. Esta prueba de diagnóstico 
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ha sido llevada tanto a diagnóstico inmunológico por ELISA como incorporado a maquinaria 
especializada de análisis clínicos (22).  
 

4 OBJETIVOS 

 
El objetivo principal de este trabajo es el desarrollo teórico de una nanopartícula para la 
detección de anticuerpos frente péptidos citrulinados producidos en la artritis reumatoide. 
Como objetivos secundarios tenemos: 

- Abordar la importancia de las nanopartículas en medicina y su uso. 
- Conocer las principales matrices que se usan para el desarrollo de una nanopartícula 

(UCNP), así como un método de síntesis de a misma. 
- Conocer en qué consiste la conversion ascendente (UC) y en concreto la conocida 

como ETU. 
- Conocer los lantánidos, su naturaleza, propiedades y su implicación en el dopaje de la 

UCNP y la conversión ascendente. 
- Tener una visión general de la artritis reumatoide, de sus síntomas y de los 

biomarcadores que se están usando actualmente para su diagnóstico. 
- Tener una visión de la estructura de un anticuerpo y buscar un método para anclarlos 

a un soporte. 
 

5 METODOLOGÍA 

 
La metodología empleada para el desarrollo de este trabajo ha sido la revisión bibliográfica de 
muchas fuentes de información e indagación en publicaciones nacionales e internacionales en 
busca de información sobre las UCNP, la matriz β-NaYF4, los CCP y los ACPA en artículos 
científicos obtenidos de revistas científicas y de portales como PubMed. También se ha usado 
la plataforma del Catálogo Cisne de la Universidad Complutense de Madrid para acceder a 
diversos artículos, trabajos de fin de máster, tesis doctorales y libros electrónicos para buscar 
la información necesaria. Libros de química avanzada y de nanotecnología también han sido 
consultados. 
 

6 RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

6.1 Nanopartículas luminiscentes:  

 
Las nanopartículas luminiscentes son las que vamos a usar en el desarrollo de nuestro sensor. 
La presencia de ácidos nucleicos que participan en la regulacion de la expresion de genes y 
produccion de proteínas se usa como biomarcadores para la detección de algún tipo de 
cáncer. La ventaja de este proceso es que se pueden detectar de manera precoz, antes de que 
el daño al organismo sea más grave, y tomar medidas.  Muchas otras patologías e infecciones 
tienen sus propios biomarcadores, y sus propias formas de diagnóstico. La principal ventaja 
de las nanoparticulas fluorescentes es que son capaces de detectar los biomarcadores para 
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los que van dirigidas a bajas concentraciones de manerá rápida, barata y eficaz. Estos sistemas 
se basan en el proceso de fotoluminiscencia provocado por el dopaje de la nanopartícula con 
lantánidos (23). Para entender un poco mejor el proceso vamos  a hablar de los lantánidos. 
 

6.2 Lantánidos, naturaleza y propiedades: 

 
Los lantánidos son elementos químicos de la tabla periódica conocidos también por el nombre 
de “tierras raras”. Están presentes en muchos minerales y su uso principalmente era en mezcla 
con otros metales. Actualmente se usan en la industria metalúrgica, como catalizadores que 
descomponen la contaminación del aire, etc (24). Los lantánidos pertenecen al grupo de 
metales de transicion interna de la tabla periódica, se muestra en la figura 3. Los catorce 
electrones 4f se añaden sucesivamente a los orbitales con una configuración general 
[Xe]4fn6s2 , con la excepción de La, Ce, Gd, y Lu que para los cuales la configuración electrónica 
es [Xe] 4fn5d16s2. Por esto los iones lantánidos más estables son los de estado de oxidación 
+3, obtenidos medinate la pérdida de electrones de los orbitales 5d y 6s (25). Tienen un 
comportamiento espectral y magnético distinto al resto de elementos quimicos de la tabla 
periódica, y esta diferencia se basa fundamentalmente en su configuración electrónica (26). 
Son responsables de las propiedades de los iones lantánidos  los electrones 4f, y además, los 
orbitales 4f están protegidos por influencias de fuerzas externas gracias ya que tienen 
completos los orbitales 5s y 5p (25). Esto les confiere estabilidad y son menos afectados por 
influencias de fuerzas externas comparados con los metales de transición de la serie 3d.  
 

 
Figura 4. Tabla periódica (24) 
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Estos electrones de valencia están deslocalizados en los niveles de permitidos de las bandas 
de conductividad, hecho que les permite ser conductores de la electricidad (24). Nos interesan 
las propiedades fotoluminiscentes de los lantánidos, que se dan debido a las transiciones de 
los electrones entre orbitales 4f. Cada elemento va a emitir su propia luminscencia después 
de ser excitado; en la siguiente tabla se recogen los estados electrónicos y los colores 
correspondientes a los iones L3+: (27)  
 

 

ION 
ESTADO 

FUNDAMENTAL 
COLOR ION 

ESTADO 
FUNDAMENTAL 

Lantano 
(La) 

1S0 Incoloro 
Lutecio 

(Lu) 
1S0 

Cerio 
(Ce) 

2F5/2 Incoloro 
Iterbio 

(Yb) 
2F7/2 

Praseodimio 
(Pr) 

3H4 Verde 
Tulio 
(Tm) 

3H6 

Neodimio 
(Nd) 

4I9/2 Lila 
Erbio 
(Er) 

4I15/2 

Prometio 
(Pm) 

5I4 
Rosa; 

Amarillo 
Holmio 

(Ho) 
5I8 

Samario 
(Sm) 

6H5/2 Amarillo 
Disprosio 

(Dy) 
6H15/2 

Europio 
(Eu) 

7F0 
Rosa 

pálido 
Terbio 

(Tb) 
7F6 

Gadolinio 
(Gd) 

3S7/2 Incoloro 
Gadolinio 

(Gd) 
3S7/2 

 
Figura 5. Estado fundamental de los iones de los lantánidos y el color en el que emiten 

luminiscencia (27) 
 
Los que vamos para dopar nuestro sensor van a ser el erbio y el iterbio: 

• Erbio (Er): de número atómico 68, es un sólido de color metálico, soluble en ácidos 
dando soluciones de color rosa, pero no es soluble en agua. 

• Iterbio (Yb): de número atómico 70, es un sólido blando y plateado, muy maleable y 
soluble en ácidos y amoniaco dando lugar a soluciones incoloras. 

 
 

6.3 Conversión ascendente  y ETU: 

 
La fotoluminiscencia de conversión ascendente (upconversion) consiste en la absorción de un 
fotón por parte de un material determinado, en nuestro caso los lantánidos, que excite el 
sistema a un nivel superior de energía y que dure lo suficiente para que sea excitado de nuevo 
por otro fotón a un nivel de energía superior; para que, posteriormente, el sistema decaiga al 
nivel fundamental de energía emitiendo un fotón con una energía mayor que los absorbidos 
(28). 
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Los lantánidos son el eje central de la conversión ascendente. Hay varios procesos de 
conversión ascendente, entre ellos destaca el denominado ETU (Energy Transfer 
Upconversion) y es en el que se basa el sensor. La ETU consiste en la transferencia de energía 
sucesiva de dos iones sensibilizadores a un ion activador para lograr la conversión ascendente 
de frecuencia. La ETU se compone de 3 procesos (29): 

- Absorción de energía por sensibilizadores: la absorción dependerá de la intensidad de 
la luz, la naturaleza de los iones lantánidos usador y del espesor de la UCNP (29). 

- Transferencia de energía de los sensibilizadores al activador: el estudio realizado por 
Dawei Lu y sus colaboradores en la Universidad de Colorado, revela que la tasa de ETU 
aumenta con el aumento de intensidad de excitación hasta que se alcanza la 
saturación, donde se logra la mayor eficiencia de conversión ascendente interna (29). 

- Emisión de fotones por parte del activador: la eficiencia de la emisión dependerá de la 
tasa de decaimiento radiativo y decaimiento no radiativo. Nos interesa aumentar la 
tasa de decaimiento radiativo al máximo posible y disminuir la tasa de decaimiento no 
radiativo para evitar pérdidas de la emisión (29).   

  
La conversión ascendente con el método ETU funciona como en el diagrama de la figura 6: el 
ion sensibilizador o dador, que es el iterbio, absorbe un fotón y pasa a su estado excitado. A 
continuación, esta energía almacenada en el sensibilizador se transmite a los iones aceptores, 
que son el tulio y el erbio, y estos son los que finalmente emiten la fotoluminiscencia. Los 
iones aceptores y sensibilizadores deben interaccionar mediante un mecanismo multipolar 
(30). 
 

 
Figura 6. Diagrama de la conversión ascendente entre un ion Yb y un ion Er (a); y dos iones Er 

(b). (30) 
 
 

6.4 Matriz de las UCNPs: 

 
El núcleo de las UCNPs (nanopartículas de conversión ascendente) está formado 
principalmente de nanocristales dopados con lantánidos (31), y están basados en matrices 
como β-NaYF4 (32) o matrices como CaF2 (33), en un componente activador y un componente 
sensibilizador. Los lantánidos juegan un papel importante como activadores y 
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sensibilizadores. Para incorporar iones activadores se puede usar elementos como Erbio (Er), 
Holmio (Ho) y Tulio (Tm) (34); mientras que para incorporar iones sensibilizadores o dadores 
se pueden usar elementos como el Iterbio (Yb) o Neodimio (Nd). 
 
Entre las UCNPs dopadas con lantánidos, la matriz β-NaYF4   es de particular interés. Se usa 
mucho en fase cristalina beta porque es la más eficiente debido a su baja energía de fonón. 
Esta matriz β-NaYF4  existe en simetría cúbica o en fase hexagonal. La simetría hexagonal es 
aproximadamente 10 veces más eficiente que la simetría cúbica y esto es debido a que la 
hexagonal tiene menor simetría que la fase cúbica. Esto repercute en una  menor distancia en 
la hexagonal de 3,548 Å con respecto a los 3,868 Å de la simetría cúbica entre dos iones 
lantánidos vecinos. Por tanto, la simetría hexagonal favorece una mayor eficiencia de la ETU 
(35). 

6.4.1 Métodos de preparación de las matrices y las UCNP: 

La preparación de las matrices β-NaYF4 se realiza mediante diversos métodos y uno de ellos 
es el método de maduración de Ostwald (Ostwald Ripening), que consiste en un fenómeno de 
recristalización de partículas en el que los cristales pequeños, más solubles que los cristales 
grandes, se disuelven y precipitan en forma de partículas de mayor tamaño (36).  
 
Otra forma de síntesis y formación de las UCNPs es la sintesis de nanopartículas 
NaYF4:Yb3+(16%),Er3+(2%) recubiertas de oleato. El proceso consiste en la disolución de los 
lantánidos, mediante agitación y bajo una atmósfera de N2, en una mezcla de ácido oleico y 
octadeceno. La mezcla resultante se enfría a temperatura ambiente y, posteriormente se 
añade metanol que contiene NaOH 0,5 M y NH4F 0,8 M dando lugar a una suspensión coloidal. 
Esta suspensión coloidal se agita durante 30 minutos bajo un flujo de nitrógeno, para después 
calentarla con reflujo durante 90 minutos. Al enfriar la mezcla a temperatura ambiente las 
UCNPs precipitan por adición de etanol y se aislan por centrifugación, se lavan y se purfican y 
se dispersan en ciclohexano (37).  
Para reemplazar los ligandos de oleato unidos a la UCNP utilizamos la técnica de intercambio 
de ligandos utilizando el tetrafluoroborato de nitrosonio (NOBF4). Añadimos a la mezcla 
anterior de las nanopartículas en ciclohexano, dimetilformamida (DMF). Esto da lugar a un 
sistema bifásico; en la parte superior está el ciclohexano con las UCNPs recubiertas con ácido 
oleico y en la parte inferior está la dimetilformamida. A este sistema se le añade el 
tetrafluoroborato de nitrosonio y se mantiene en agitación durante 60 minutos. Durante este 
intervalo de tiempo tiene lugar el paso de las UCNP de la fase superior de ciclohexano a la fase 
inferior de dimetilformamida. Se separan ambas fases y las UCNP precipitan añadiendo 
cloroformo y se separan por centrifugación. Estos últimos dos pasos se repiten 3 veces para 
evitar la formación de aglomerados de las UCNP (37).  
 

6.4.2 Elección de la matriz que compone la UCNP: 

Para el desarrollo de esta nanopartícula vamos a usar como matriz dopada el β-NaYF4 de 
simetría hexagonal: Yb3+, Er3+, Tm3+; ya que se considera una de las matrices más eficientes 
en la conversión ascendente (38). Sin embargo, existe un inconveniente con estas 
nanopartículas y es que se ha observado una disminución en la luminscencia de conversión 
ascendente debido a las vibraciones del agua (39) y, además, se ha observado que las 
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nanopartículas tienden a desintegrarse en medios o tampones acuosos (40). Esto ocurre 
porque las nanopartículas son sales poco solubles, con un valor de Kps = 10-26, y en baja 
concentración pueden disolverse. En el caso del tampón fosfato ocurre que los lantánidos con 
el fosfato tienen valores de Kps más bajas que los tetrafluoros desplazando el equilibrio hacia 
a los fosfatos. Por ello sería interesante conseguir un recubrimiento de la nanopartícula que 
amortiguara la pérdida de la luminiscencia. Este recubrimiento lo obtenemos basándonos en 
un estudio realizado en la Universidad de Turku, Finlandia (41). En este estudio se recubrieron 
las nanopartículas con 2 tipos de polielectrolitos de carga negativa e iones de neodimio (Nd) 
con carga positiva. Nuestra nanopartícula será recubierta con uno de estos polielectrolitos: el 
ácido poliacrílico (PAA). De esta forma conseguiremos aumentar la eficacia de la nanopartícula 
de conversión ascendente y disminuir la pérdida de luminiscencia sin alterar su funcionalidad 
(41). 
 

6.5 Péptidos citrulinados: 

 
Los CCP son los que hemos descrito anteriormente en la introducción, y son los que vamos a 
anclar a la nanopartícula con el objetivo de detectar presencia de 
ACPA en la muestra. Se han conseguido sintetizar CCP artificiales 
de varias generaciones: (42) 

- CCP1: primera generación. 
- CCP2: segunda generación. 
- CCP3: tercera generación. 

Schellekens y sus colaboradores, en 1998, produjeron péptidos 
citrulinados lineales sintéticos derivados de la filargina humana 
(43). Para mejorar la detección de los anticuerpos se desarrolló 
un péptido citrulinado cíclico (44).  
 
Los CCP2 y CCP3 se comercializan como ensayos por varias 
empresas para el diagnóstico de la AR por ELISA-inmunoensayo. 
Los que vamos a usar para el desarrollo del sensor van a ser los 
CCP2 ya que no tienen homología conocida con ninguna proteína 
humana, su sensibilidad es superior a los CCP1 y son los más 
usados en clínica (45).  
 

6.5.1 Anclaje de los CCP a la UCNP: 

En la figura 2 vemos la reacción de citrulinación por la cual se 
forma la citrulina. Para poder anclar los CCP2 (péptido sintético 
de citrulina de segunda generación) a la UCNP nos vamos a 
aprovechar de la cetona (rodeada en la figura 2) que forma parte 
de su estructura química. Nos basamos en el mecanismo de 
formación de enaminas para el anclaje de CCP2 a la UCNP. En 
primer lugar vamos a usar metilamina (CH3NH2). Esta metilamina 
(figura 7) se va a unir por muchos sitios de unión, por el par de 

Figura 7. Formación de la enamina 
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electrones del N, a la UCNP dando lugar a CH3NH-UCNP. La metilamina se una a la UCNP por 
diversos puntos  gracias a la gran superficie que tiene.  
Una vez realizado esto, enfrentamos la nanoparticula, rodeada de ligandos de metilamina a 
los CCP2 que vamos a usar para detectar los ACPA. Estos CCP2 tienen una estructura similar a 
la citrulina, pero con la diferencia de que son cíclicos. Para que los CCP2 se unan nos 
aprovechamos de la condensación de carbonilos con aminas secundarias que dan lugar a 
enaminas.  Es este proceso que vemos en la figura Y a modo de ejemplo. En la figura CH3NHCH3 
correspondería a CH3NH-UCNP, y la acetona correspondería al CCP2. De esta forma 
conseguimos anclar los CCP2 a la nanopartícula y tenemos montado el sensor. Este proceso 
se da a lo largo de toda la superficie de la nanopartícula para que se puedan unir a una misma 
nanopartícula muchos ACPA y así conseguir que la señal de emisión de luminiscencia sea 
suficientemente fuerte (46). 
 

6.6 ACPA:  

 
Para poder proceder a anclar los anticuerpos en el soporte sólido del pocillo primero vamos a 
explicar la morfología de los anticuerpos y después la elección del propio soporte sólido.  
Los anticuerpos o inmunoglobulinas son glicoproteínas caracterizadas por una gran 
especificidad y sensibilidad frente al antígeno al que están dirigidos. Cada anticuerpo lo 
forman 4 cadenas polipeptídicas, de las cuales dos son cadenas ligeras (25kDa) y las otras dos 
son cadenas pesadas (50kDa) unidas entre sí por puentes disulfuro, dando al anticuerpo forma 
de “Y”. Las cadenas pesadas y ligeras se fragmentas en tres partes: dos fagmentos Fab y un 
fragmeno Fc. El fragmento Fab (Fragment Antigen Binding) es el fragmento de unión al 
antígeno, mientras que el fragmento Fc (Fragment Crystallizable) es el cuerpo de la 
inmunglobulina y es el que se une a los receptores de membrana de las células y proteínas 
séricas. La región Fc de los anticuerpos es la que normalmente se ancla en los soportes sólidos 
para las técnicas inmunológicas, ya que la región Fab debe quedar libre para que interaccione 
con el antígeno. Otra zona importante que debemos mencionar es la región bisagra del 
anticuerpo que corresponde a los puentes disulfuro; esta región da cierta capacidad de 
flexibilidad al anticuerpo permitiendo que tome distintas disposiciones. De esta forma, esta 
flexibilidad permite que se pueda unir a los antígenos con fuerza aunque estos estén a mayor 
distancia (47).  
Las cadenas polipéptidicas de los anticuerpos varían mucho en su secuencia de aminoácidos 
y esto se da en la región variable del anticuerpo o región V, que es el sitio de unión a antígenos. 
Esta variabilidad es la que permite la gran de especificidad de anticuerpos frente a antigenos. 
Mientras que el resto del anticuerpo tiene una variación mucho más limitada y es lo que se 
conoce como región constante o región C (48). 
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Figura 8. Esquema general de un anticuerpo (47) 

 
Los anticuerpos que vamos a anclar en nuestro soporte sólido para su detección van a ser los 
explicados en la introducción: los ACPA.  
 

- Purificación de la muestra: para la purificación de la muestra del paciente y conseguir 
extraer los anticuerpos vamos a usar el método de purificación de anticuerpos por 
precipitación con sulfato amónico. Es uno de los más métodos más frecuentes. 
Consiste en una elevación de la concentración salina, consiguiendo que determinadas 
proteínas disminuyan su solubilidad hasta que acaben precipitando. Los anticuerpos 
tienen la ventaja de precipitar a menor concentración de sulfato amónico que otras 
proteínas debido a la característica alta hidrofobicidad que tienen (49).  

 

6.6.1 Elección del soporte al que se van a anclar los ACPA: 

Hay diversos soportes sólidos estudiados que son muy efectivos para anclar anticuerpos en 
técnicas de inmunoensayo y análisis. El soporte sólido que vamos a usar está basado en unión 
de anticuerpos a proteína G de Streptococcus sp. Esta proteína G está en la pared celular de 
estas bacterias y tiene 2 dominios por los que se une con una alta especificidad a la región Fc 
de los anticuerpos. Debemos tener presente un inconveniente de este método y es que, 
aunque se permite la inmovilización de los anticuerpos con una orientación adecuada dejando 
expuesta la región Fab para su unión al antígeno, hay que tener en cuenta que la propia 
orientación de la proteína G limita la eficiencia del mecanismo. Es importante controlar la 
orientación de las proteínas G como soporte sólido, así como la orientación de los anticuerpos 
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de la muestra ya que si no se colocan de forma correcta influiría en la detección y daría una 
señal fotoluminiscente mucho menor de la que debería (50).  

7 CONCLUSIONES 

Con el desarrollo de este trabajo concluimos que: 

- La UCNP pensada en este trabajo de investigación estaría compuesta por la fase β del 

NaYF4 dopada con Yb3+ y Er3+. Está recubierta con ácido poliacrílico para disminuir las 

pérdidas de luminiscencia por las vibraciones del agua o la desintegración de la UCNP. 

- La funcionalización superficial de las UCNP permitiría alcanzar el doble objetivo de 

proteger las nanopartículas del medio y a la vez de ofrecer un sitio de anclaje para los 

péptidos específicos para detectar los autoanticuerpos de la artritis reumatoide. 

- Los péptidos utilizados en la funcionalización de la UCNP son CCP2 sintéticos y 

específicos para la detección de los ACPA. Tienen una sensibilidad superior al resto de 

CCP sintéticos de otras generaciones y, además, no tienen homología conocida con 

ninguna proteína humana. 

- La UCNP pensada en este trabajo de investigación va dirigida a detectar ACPA, que es 

el biomarcador más específico de la artritis reumatoide, y su detección permite un 

diagnóstico precoz de la artritis reumatoide. 

- La detección de los ACPA, por la UCNP funcionalizada, se basa en la conversión 

ascendente, en concreto en la ETU (Energy Transfer Upconversion) que consiste en la 

transferencia de energía sucesiva de dos iones sensibilizadores a un ion activador para 

lograr la conversión ascendente de frecuencia. 
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