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Imagen fotoacústica empleando  
nanopartículas de redes orgánicas  
covalentes (nCOFs) como agente  
de contraste

1.  Introducción
La fotoacústica es una técnica de imagen médica 

emergente que permite visualizar estructuras y procesos 
biológicos en profundidad. Esta técnica combina la alta 
resolución espacial de la tomografía por ultrasonido y la 
alta sensibilidad al contraste de la espectroscopía óptica 
[1]. La clave de la imagen fotoacústica radica en los cro-
móforos, moléculas que absorben la luz y generan seña-
les acústicas detectables cuando son excitadas por pul-
sos láser. Estos cromóforos, que pueden ser naturales o 

diseñados químicamente en un laboratorio, desempeñan 
un papel crucial en la mejora del contraste y la especifi-
cidad de la técnica [2].

En este artículo, exploraremos la amplia gama de cro-
móforos empleados en imagen fotoacústica, desde las 
propias sustancias presentes en los tejidos biológicos 
hasta las nanopartículas sintéticas diseñadas para apli-
caciones específicas. Examinaremos las propiedades 
fundamentales de estos cromóforos, sus ventajas y limi-
taciones, y cómo se han convertido en piezas clave para 
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Resumen

La imagen fotoacústica permite obtener imágenes mo-
leculares y funcionales en cualquier medio biológico. Em-
pleando contrastes endógenos se pueden estudiar proce-
sos naturales o, mediante cromóforos exógenos, 
típicamente nanopartículas de oro, se puede mejorar la 
calidad de las imágenes obtenidas e incluso utilizarlos 
como marcadores de dianas fisiopatológicas específicas. 
En este trabajo exploramos la amplia gama de cromóforos 
empleados en imagen fotoacústica, profundizando espe-
cialmente en la viabilidad de utilizar nanopartículas de re-
des orgánicas covalentes (nCOFs) como agentes de con-
traste exógeno biocompatible y completamente inocuo. 
Para ello, se ha comparado la respuesta de dos tipos de 
nCOFs con el estándar actual. Los resultados obtenidos 
señalan a ambos tipos de nCOFs como agentes de con-
trastes muy prometedores para imagen fotoacústica debi-
do a su satisfactoria respuesta y su biocompatibilidad. El 
empleo de nCOFs biocompatibles permitirá obtener imá-
genes moleculares de alta calidad empleando altas dosis 
de contraste y minimizando los efectos secundarios.

Abstract

Photoacoustic imaging allows obtaining molecular and 
functional images in any biological medium. Using endog-
enous contrasts is possible to study natural processes and 
using exogenous chromophores, typically gold nanoparti-
cles, it is possible to improve the quality of the images 
obtained or even use them as markers of specific patho-
physiological targets. In this work we explored the wide 
range of chromophores used in photoacoustic imaging, 
especially delving into the feasibility of using nanoparticles 
of covalent organic networks (nCOFs) as biocompatible 
and completely harmless exogenous contrast agents. For 
this purpose, the response of two types of nCOFs has 
been compared with the current standard. The results ob-
tained point to both types of nCOFs as very promising 
contrast agents for photoacoustic imaging due to their 
satisfactory response and biocompatibility. The use of bio-
compatible nCOFs will make it possible to obtain high 
quality molecular images using high contrast doses and 
minimizing side effects.

Palabras clave: fotoacústica, agentes de contraste 
exógenos, biocompatibilidad, redes orgánicas covalentes.

Keywords: photoacoustics, exogenous contrast 
agents, biocompatibility, organic covalent networks.
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la obtención de imágenes detalladas en una variedad de 
contextos, desde la detección temprana de enfermeda-
des hasta la monitorización de terapias. Además, discu-
tiremos las últimas tendencias en el desarrollo de nuevos 
cromóforos exógenos orgánicos biocompatibles e ino-
cuos para el organismo y su potencial impacto en la evo-
lución de la imagen fotoacústica en el futuro.

1.1.  Cromóforos endógenos 

La imagen fotoacústica destaca por su capacidad 
para aprovechar los cromóforos endógenos (moléculas 
naturales) presentes en tejidos biológicos, como la he-
moglobina, la melanina o los lípidos [3]. 

La ventaja de utilizar cromóforos endógenos es que 
no requiere administración de agentes de contraste ex-
ternos, lo que la hace especialmente atractiva para apli-
caciones clínicas. Estos cromóforos naturales proporcio-
nan información valiosa sobre la anatomía y la función de 
los tejidos, y su capacidad de generación de contraste 
contribuye al diagnóstico temprano y a la comprensión 
de diversas enfermedades [3]. 

La imagen fotoacústica del tejido excitado dependerá 
de la longitud de onda con la que se ilumine dicho tejido, 
ya que cada cromóforo tiene un espectro de absorción 
característico, como se puede ver en la Fig. 1. A conti-
nuación, se detallan los ámbitos de aplicación de los cro-
móforos endógenos más empleados.

La melanina, responsable de la coloración de la piel, 
el cabello y los ojos, se ha utilizado para la detección y 
caracterización de lesiones cutáneas, así como para es-
tudios de melanoma [1, 3]. Como se puede ver en la 
Fig.1, tiene un alto nivel de absorción a múltiples longitu-
des de onda.

La hemoglobina, presente en los glóbulos rojos de la 
sangre, es uno de los cromóforos endógenos más utiliza-

dos en fotoacústica. Su capacidad para absorber la luz 
en el rango del infrarrojo cercano permite aprovechar esta 
ventana óptica para detectar y visualizar vasos sanguí-
neos con una alta sensibilidad y a profundidades de va-
rios centímetros, siendo de gran aplicación en investiga-
ción cardiovascular, detección temprana de enfermedades 
vasculares y la monitorización de la oxigenación en tejidos 
[1, 3]. Seleccionando excitaciones a 700 nm o 950 nm, 
se visualizarán venas o arterias respectivamente.

Sin embargo, para estudiar enfermedades relacionadas 
con la acumulación de grasa, como la aterosclerosis o la 
obesidad, suele seleccionarse una excitación a 1200 nm 
para obtener imagen de los lípidos, componentes esencia-
les de las membranas celulares y tejidos adiposos [1, 3].

1.2.  Cromóforos exógenos 

Además de las moléculas naturalmente presentes en 
el organismo, la fotoacústica utiliza cromóforos exógenos, 
también conocidos como agentes de contraste, para am-
pliar su versatilidad y aplicaciones en la visualización de 
tejidos y procesos biológicos con alta precisión y sensibi-
lidad [3]. Los cromóforos exógenos son nanopartículas 
diseñadas para interactuar selectivamente con tejidos o 
estructuras específicas y que, al ser irradiadas con pulsos 
láser, pueden generar una mayor respuesta acústica que 
los cromóforos endógenos y, por tanto, mejorar el con-
traste en las imágenes fotoacústicas obtenidas.

La versatilidad de los cromóforos exógenos en la ima-
gen fotoacústica permite una amplia gama de aplicacio-
nes. Estos agentes de contraste específicos proporcio-
nan información detallada sobre tejidos y estructuras 
determinadas, lo que mejora la precisión del diagnóstico 
y la monitorización terapéutica. La investigación continua 
en el desarrollo de nuevos cromóforos exógenos prome-
te expandir aún más el alcance de la imagen fotoacústica 
en el campo de la medicina y la biología.

Actualmente, las nanopartículas de oro son uno de 
los cromóforos exógenos más utilizados. Su fuerte capa-
cidad para absorber luz en el rango de infrarrojo cercano 
y generar señales fotoacústicas las hace ideales para la 
visualización de tumores y su monitorización [4]. 

Por otro lado, las nanopartículas de sílice se utilizan 
comúnmente para la entrega dirigida de fármacos [3]. 
Estas partículas pueden cargarse con fármacos y dirigir-
se a lugares específicos, lo que permite la liberación con-
trolada de medicamentos y el seguimiento de la respues-
ta terapéutica a través de la imagen fotoacústica. 
También pueden cargarse con agentes de contraste 
fluorocarbonados o tintas, que se utilizan en aplicaciones 
gastrointestinales y pulmonares, y ofrecen un contraste 
excepcional en tejidos ricos en agua. Esto los convierte 

Figura 1.  Espectro de absorción de los principales cromóforos 
endógenos empleados en fotoacústica [1].
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en herramientas valiosas para la detección de patologías 
y el seguimiento de la función pulmonar.

1.2.1.  Características del diseño

Los cromóforos exógenos diseñados para imagen 
fotoacústica deben ser selectivos, eficientes y seguros 
[3], además de poseer las siguientes características es-
pecíficas: 

– � Buena absorbancia en el rango de interés.

– � Alta eficiencia de conversión de energía óptica en 
señales acústicas detectables. 

– � Estabilidad y biocompatibilidad.

– � Targeting específico. Deben poder dirigirse a es-
tructuras concretas, permitiendo la visualización 
selectiva de las áreas de interés. 

– � Buen contraste entre la estructura que se está in-
vestigando y su entorno.

– � Capacidad de carga de fármacos.

Las nanopartículas metálicas utilizadas como con-
trastes exógenos presentan problemas de seguridad en 
aplicaciones médicas, debido principalmente a su acu-
mulación a largo plazo en los tejidos, lo que empuja a 
buscar alternativas más seguras para los pacientes, 
como son los contrastes orgánicos [5-8]. Estos contras-
tes pueden ser diseñados con propiedades ópticas y 
acústicas a medida. Además, pueden llevar fármacos y 
liberarlos en sitios específicos, lo que es particularmente 
valioso para aplicaciones terapéuticas combinadas y 
abre nuevas posibilidades en el campo de la teranóstica, 
donde la terapia y el diagnóstico se combinan en una 
sola plataforma [9]. Por tanto, la investigación en agentes 
de contraste de marco orgánico permitirá una mejor 
adaptación de los contrastes a las necesidades especí-
ficas de la imagen fotoacústica.

2. � Nanopartículas de redes orgánicas 
covalentes (nCOFs) 

Las nCOFs son materiales nanoestructurados que 
han suscitado un gran interés en el campo biomédico 
[10-16]. Se caracterizan por su estructura ordenada y 
altamente porosa, que les otorga propiedades únicas y 
ventajosas para aplicaciones de fotoacústica médica, 
como las indicadas a continuación:

– � Biocompatibilidad y no toxicidad.

– � Estabilidad química y durabilidad, esencial para su 
uso en aplicaciones médicas a largo plazo.

– � Alta superficie específica por su estructura porosa, 
permitiendo la carga de agentes de contraste o fár-
macos.

Afinidad de absorción óptica y generación fotoacústi-
ca. Se pueden diseñar para tener una alta afinidad de 
absorción de luz en el rango de interés.

– � Control de propiedades ópticas y acústicas. Su es-
tructura y composición puede ajustarse con preci-
sión, facilitando su adaptación a aplicaciones espe-
cíficas de imagen fotoacústica.

– � Versatilidad en la funcionalización. Es posible adap-
tarlas para dirigirse selectivamente a biomarcado-
res o estructuras específicas en el organismo, me-
jorando la especificidad de la imagen.

3.  Motivación

Los agentes de contraste que se utilizan actualmente, 
como las nanopartículas de oro (NPAu), tienen limitacio-
nes de concentración suministrable debido al estrés oxi-
dativo que generan en el organismo al que se le suminis-
tran. Estas nanopartículas se acumulan en las células y 
no se pueden eliminar a corto ni largo plazo. Por ello, en 
este estudio se han probado algunas estructuras orgáni-
cas (nCOFs) como agentes de contraste para imagen 
fotoacústica.

Se han empleado las nanopartículas con su estruc-
tura básica, sin sintonizar a una longitud de onda láser 
artificialmente ni cargar con agentes de contraste, fár-
macos o agentes con afinidad a estructuras determina-
das. El objetivo es determinar la señal base que emiti-
rían estas nanoestructuras, totalmente inocuas para el 
organismo, y, a partir de estos resultados, evaluar posi-
bles vías futuras, ya sea modificando su estructura para 
sintonizarlas a determinadas longitudes de onda o car-
gándolas con diferentes agentes de contraste o fárma-
cos dirigidos.

Figura 2.  Espectro de absorción de las nCOFs empleadas  
(nCOF-1 y nCOF-2) y el cromóforo ATTO532.
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4.  Métodos

Para evaluar si la amplitud de la respuesta PA de las 
nanopartículas orgánicas propuestas es similar a las de 
referencia NPAu, se ha seleccionado una excitación láser 
a 532 nm, correspondiente al verde en la región del espe-
ctro visible, donde estas tienen su máximo de absorción 
óptica. Para ello se han empleado NPAu comerciales a 
0.1 mg/ml. Por otro lado, se han sintetizado dos tipos de 
nCOFs con estructura hexagonal y diferente diámetro de 
poro (Dp): nCOF-1 (Dp=3.1 nm) y nCOF-2 (Dp=1.8 nm) y 
se han preparado en disoluciones de 0,1 mg/ml. Final-
mente, se han empleado nanopartículas de sílice meso-
porosa (MSNs) y se han marcado con el cromóforo 
ATTO532, que tiene su pico de absorción óptica a la lon-
gitud láser seleccionada (532 nm). Todas las disoluciones 
empleadas han sido disueltas en la disolución tampón 
PBS (Phosphate Buffered Saline), por tanto, se ha medido 
también la señal PA del PBS como nivel de base.

En la Fig. 2 se representan los espectros de absorción 
de las dos nCOFs empleadas (nCOF-1 y nCOF-2) y del 
cromóforo ATTO532. Como se puede ver en la figura, el 
máximo de las nCOFs se sitúa alrededor de 250 nm en 
la región del ultravioleta, sin embargo, se ha mantenido 
su estructura original para evaluar su respuesta a la lon-
gitud de onda láser de 532 nm comúnmente utilizada en 
imagen fotoacústica. Además, esto permite comparar los 
resultados obtenidos con el nivel de contraste de las 
NPAu comerciales.

Para la excitación de las muestras se empleado un 
láser de tipo oscilador paramétrico óptico (OPO) EKSPLA 
NT350A trabajando a 532 nm, con un haz de diámetro 
15 mm, una frecuencia de repetición de pulsos de 10 Hz 
y duración de 6 ns, sincronizado con el sistema de 
adquisición Vantage  de Verasonics acoplado a la sonda 
ultrasónica lineal L11-5v de 128 elementos. La Fig. 3 rep-
resenta esquemáticamente el montaje experimental, 
donde la disolución con nanopartículas se coloca en una 

cánula de plástico paralela a la sonda y el láser incide 
perpendicularmente sobre la cánula.

El sistema implementado es un sistema dual de ima-
gen ultrasónica y fotoacústica. Las imágenes de ultra-
sonidos proporcionan el posicionamiento de la cánula en 
el espacio de imagen, y las imágenes fotoacústicas apor-
tan la respuesta PA de las nanopartículas iluminadas por 
el haz láser. La Fig. 4 muestra el resultado de la super-
posición de imagen ultrasónica, donde se pueden obser-
var las paredes de la cánula, y la imagen fotoacústica, 
donde se observa la señal proveniente de la excitación 
láser de las nanopartículas contenidas en su interior.

Para cuantificar la respuesta fotoacústica de cada 
muestra, se integran las señales de cada píxel en la ima-
gen conformada para obtener un único nivel de respuesta. 

5.  Resultados y discusión

La Fig. 5 representa la respuesta fotoacústica obteni-
da para todas las muestras evaluadas: el control (PBS), 

Figura 3.  Esquema del montaje experimental empleado.

Figura 4.  Imagen dual del sistema de imagen ultrasónica 
y fotoacústica.
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las nanopartículas de oro (Au), las nCOFs nCOF-1 y 
nCOF-2 y las MSN marcadas con el cromóforo ATTO532. 
Para cada muestra se realizaron seis réplicas donde el 
diagrama de caja y bigotes indica: la mediana de los da-
tos, representada por la línea horizontal, y los percentiles 
25 y 75, representados por los extremos inferior y supe-
rior de la caja; a su vez, los bigotes indican los datos más 
extremos que no se consideran valores atípicos. 

En el gráfico se observa que las muestras orgánicas 
generan respuestas PA inferiores al estándar comercial 
(Au) aunque comparables. Así pues, los resultados obte-
nidos en este estudio demuestran que tanto las nanopar-
tículas de red orgánica nCOF-1 y nCOF-2 como las 
MSNs cromoetiquetadas con ATTO532, tienen un gran 
potencial para su uso como contrastes exógenos en 
imagen fotoacústica, ya que presentan un nivel de res-
puesta cercano a la referencia. Al respecto, las diferen-
cias en el diámetro de poro entre las dos estructuras 
hexagonales no manifiestan influencia alguna sobre la 
capacidad de contraste de los materiales. Cabe resaltar 
que, dado que las nanopartículas de red orgánica son 
inocuas para el organismo, existe la posibilidad de admi-
nistrar dosis de mayores concentraciones del compues-
to, aumentando así su nivel de respuesta sin perjudicar 
al futuro paciente.

6.  Conclusiones

La investigación en contrastes de origen orgánico 
para la imagen fotoacústica es esencial para abordar los 
problemas de nanotoxicidad y seguridad asociados con 
los contrastes actuales. Estos contrastes ofrecen la pro-

mesa de ser más seguros, versátiles y específicos, lo que 
puede conllevar avances significativos en aplicaciones 
médicas y de investigación biomédica. La continua ex-
ploración y desarrollo de contrastes orgánicos es funda-
mental para maximizar el potencial de la imagen fotoa-
cústica en el campo de la salud.

Los resultados experimentales obtenidos en este es-
tudio muestran que las nCOFS (nCOF-1 y nCOF-2) pre-
sentan un nivel de respuesta similar al máximo generado 
por las nanopartículas de oro, a la longitud de onda de 
532 nm que se utiliza comúnmente en imagen fotoacús-
tica. Además, dado que los nCOFS son inocuas para el 
organismo, este estudio podría ampliarse a concentra-
ciones mayores, de forma que se obtendrán previsible-
mente mejores niveles de contraste en la imagen final. 
Además, estas estructuras orgánicas se pueden modifi-
car, cambiando su empaquetamiento o añadiéndoles 
cromóforos u otras estructuras orgánicas, para poder 
sintonizar su máximo de absorción a otras longitudes de 
onda, como podría ser a 532 nm, aumentando todavía 
más su respuesta fotoacústica.

En definitiva, estos resultados confirman a los com-
puestos orgánicos nCOF-1 y nCOF-2 como excelentes 
agentes de contraste biocompatibles para imagen fotoa-
cústica, permitiendo obtener imágenes moleculares de 
alta calidad, sin producir efectos adversos en el organis-
mo.
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