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ABREVIATURAS
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RMN: Resonancia magnética nuclear
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SPR: Resonancia de plasmon superficial
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RESUMEN

El cancer es la segunda causa de muerte en el mundo. Los avances en el campo de la
nanomedicina en los ultimos afos han hecho posible que las nanoparticulas sean
interesantes en el diagndstico y tratamiento de esta enfermedad. Las nanoparticulas de
oro (AuNPs) se consideran prometedoras en la aplicacion biomédica gracias a sus
caracteristicas y propiedades, que incluyen la facil sintesis en diferentes formas y
tamafnos, la funcionalizacion de la superficie, la resonancia de plasmon superficial, la
naturaleza estable y el efecto de retencion y permeabilidad aumentada. En este trabajo
se proporciona una vision general de los avances recientes de las AuNPs en el
diagnéstico por imagen y en el tratamiento con quimioterapia, radioterapia, terapias
plasménicas y terapia génica, ademas de las limitaciones y ventajas de estas AuNPs y

los recientes ensayos clinicos.

1. INTRODUCCION.

Cancer se denomina a un conjunto de enfermedades relacionadas, que tienen en comun
la rapida multiplicacién de células anormales que se extienden mas alla de los limites

habituales y pueden invadir 6rganos vy tejidos adyacentes produciendo metastasis [1].

El cancer sigue constituyendo una de las principales causas de morbi-mortalidad en el
mundo, con aproximadamente 18,1 millones de casos nuevos en el mundo en el afio
2018 y las estimaciones poblaciones indican que en los siguientes afios esta cifra se
vera incrementada hasta 29,5 millones de casos al afio en el 2040. Analizando un
informe anual editado por la Sociedad Espanola de Oncologia Médica (SEOM) se
pueden obtener los datos de incidencia, mortalidad, supervivencia y prevalencia del
cancer en Espafia en el aino 2020. El numero de canceres diagnosticados en Espana
en 2020 se estima que alcanzd los 277.394 casos segun los calculos de la Red Espafiola
de Registros de Cancer (REDECAN), siendo los mas frecuentes los de colon y recto,
préstata, mama, pulmon y vejiga urinaria [2]. Esta enfermedad causé a nivel mundial
aproximadamente 10 millones de muertes en el afo 2020 de acuerdo con los datos
aportados por la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) [1], y en Espana, constituy6
la segunda causa de muerte con el 26,4% de los fallecimientos, un 1,3% menos que el

ano anterior. De forma general, el numero de fallecimientos ha experimentado un



descenso en las ultimas décadas. Esta tendencia puede deberse a campafas

preventivas, diagnéstico precoz y avances terapéuticos [2].

Segun un estudio elaborado por la consultora estratégica Oliver Wyman para la
Asociacion Espafiola Contra el Cancer (AECC) que analiza el impacto econémico del
cancer en el ano 2020 estima que el cancer supone a la sociedad espafiola alrededor
de 19.300 millones de euros. El tratamiento supone el item mas costoso de la
enfermedad y las soluciones se basan en la prevencion y deteccién precoz de la

enfermedad [3].

Los métodos de diagndstico se pueden clasificar en pruebas analiticas, pruebas de
imagen y estudio de tejidos en funcion de la técnica empleada. Las pruebas analiticas
se basan en analisis de sangre, marcadores tumorales y otras pruebas como analisis
de orina, del liquido cefalorraquideo, liquido pleural, heces y exudado nasofaringeo. En
el diagnéstico por imagen se obtienen imagenes que determinan la localizacion, tamano
y extension de la enfermedad e incluye radiografia por rayos X (RX), tomografia
computerizada (TC), resonancia magnética nuclear (RMN), gammagrafia, tomografia

SPECT y PET, que se basan las tres en la misma técnica, ecografia y endoscopia [4].

Las principales modalidades de tratamiento de esta enfermedad se basan en métodos
de cirugia, radioterapia y quimioterapia [1]. Se seleccionan una o varias en funcion de
una serie de factores relacionados con el tumor, como el tamafio y localizacion, tipo de
tumor y la afectacién de ganglios o de otros érganos, y relacionados con el paciente,
como la edad, el estado general de salud, otras enfermedades importantes y el deseo

del propio paciente [5].

La cirugia suele ser el principal tratamiento en canceres que no se han extendido a otros
organos y trata de extirpar el tumor conservando, la mayoria de las veces, el 6rgano
donde se encontraba el tumor y su funcién, ademas de diagnosticar y estudiar la
extensibilidad de la enfermedad. Por otro lado, seis de cada diez enfermos de cancer
reciben radioterapia como parte del tratamiento, Unicamente o asociado a otra terapia.
Este método consiste en la administracién de radiaciones externas o internas que
destruyen el tumor. En el caso de la externa la radiacion se administra mediante un
acelerador lineal que genera la radiacién, mientras que en la interna se introducen
directamente en el paciente isétopos en el tumor o muy proximos a él. Por ultimo, la
quimioterapia es una de las modalidades mas empleadas en el tratamiento del cancer.

Trata de destruir las células que componen el tumor mediante la administracion y



diseminacion por todo el organismo de farmacos antineoplasicos o quimioterapicos por
via oral o intravenosa. Existen también otras modalidades de tratamiento frente a esta
enfermedad que se emplean con menos frecuencia, como la terapia hormonal,
inmunoterapia, radioterapia intraoperatoria, radioterapia esterotaxica, cirugia con laser

y crioterapia [5].

El avance tecnolégico ha permitido desarrollar métodos de diagndstico y tratamientos
mas eficaces contra el cancer y menos toxicos para el organismo. Sin embargo, a
menudo, los tratamientos con quimioterapia y radioterapia producen efectos adversos
no deseados en los pacientes como cansancio, caida del cabello, alteraciones de la
médula 6sea, alteraciones de la piel o efectos secundarios digestivos [6]. Los efectos
adversos producidos por la quimioterapia se deben a que los farmacos antineoplasicos
administrados se diseminan por todo el organismo y solo una fraccion del farmaco es
capaz de alcanzar el tumor, produciendo efectos téxicos en las células no cancerosas.
Ademas, las células cancerigenas pueden generar resistencia a los farmacos e
incrementar su metabolismo y alterar las dianas farmacoldgicas [7]. En el caso de la
radioterapia, al ser un tratamiento local, los efectos adversos aparecen unicamente en
la zona que ha recibido la radiacién, ya que esta destruye las células tumorales, pero

también las células del tejido sano de alrededor [6].

A pesar de este progreso mencionado anteriormente, se necesitan métodos de
diagnéstico mas precisos y tempranos y terapias individualizadas. En los ultimos afios,
los nanomateriales y las nanoparticulas se han estudiado como aplicacion clinica del
cancer por su facil manipulacion. De todas las nanoparticulas, las nanoparticulas de oro
(AuNPs) han sido objeto de estudio en el diagndstico y terapia del cancer por sus

caracteristicas y propiedades fisicoquimicas, que se describen mas adelante.

2. OBJETIVO.

El objetivo de este trabajo es describir las caracteristicas y propiedades de las
nanoparticulas de oro, asi como su sintesis, y sus posibles aplicaciones en el

diagnéstico y tratamiento del cancer.



3. METODOLOGIA.

Este trabajo de fin de grado se basa en una revision bibliografica sobre las AUNPs en
relacion con el cancer. Para ello, la informacion se obtuvo de la base de datos cientifica

PubMed y de paginas web oficiales como la AECC o la OMS.

En PubMed se realizaron dos busquedas diferentes para obtener una informacién mas
completa ya que eran demasiados términos para una unica busqueda. Por un lado,
interesaba obtener informacién de las AuNPs y su sintesis en los ultimos cinco afios y
las palabras clave y conectores fueron "gold nanoparticles” AND “cancer” AND
“synthesis” AND “cytotoxicity”. Por otro lado, para obtener informacion relacionada de
las AuNPs con la enfermedad del cancer y su terapia, tratamiento y diagnéstico en los
ultimos cinco afios se utilizaron los términos "gold nanoparticles” AND "cancer” AND
‘therapy” AND “treatment” AND “diagnostic” AND “applications”. En la primera busqueda
resultaron 88 articulos y en la segunda 54, de los cuales leyendo el titulo y el resumen
se descartaron 102 porque se trataban de estudios no concluyentes, no se relacionaban
con la enfermedad del cancer, no se centraban en las AUNPs o eran estudios demasiado
especificos con un tipo concreto de nanoparticula. Finalmente, se obtuvieron 40
articulos en total que en un principio abarcaban toda la informacion necesaria de las
AuNPs para la realizacion del trabajo. Tras haber leido los articulos finales, la
informacién se adquirié de 16 articulos ya que eran los que mejor explicaban todos los
objetivos de este trabajo de una forma mas completa y entendible, ademas de aportar
ejemplos de estudios clinicos importantes. A parte, se buscaron tres articulos de afios
anteriores a esta busqueda debido a su mencion en varios de los articulos finales por

su importancia en el tema.

También se analizaron los ultimos avances en los ensayos clinicos en la pagina web

ClinicalTrials.



4. DESARROLLO.

El término “nanoparticula” se define como un grupo de atomos o moléculas que
presentan un diametro entre 2 y 100 nm. Las nanoparticulas pueden obtenerse a partir
de diferentes materiales incluyendo compuestos inorganicos o polimeros organicos,
entre otros, dando como resultado nanoparticulas metalicas, poliméricas, liposomas,

micelas, puntos cuanticos y dendrimeros [8].

De todas las nanoparticulas mencionadas anteriormente, los investigadores en los
ultimos afios comenzaron a estudiar las propiedades oOpticas y la biocompatibilidad de
las AuNPs y a manipular la forma, el tamano, la composicion y funcionalizacién de la
superficie para aplicarlas en el campo de la biomedicina (figura 1) [9]. Sus caracteristicas
hacen que puedan ser utilizadas como biosensores, en inmunoensayos, liberacién de
farmacos, técnicas de fotoimagen, terapias fototérmicas (Phototermal therapy, PTT) y

terapias fotodinamicas (Photodynamic therapy, PDT) [10].
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Figura 1. Resumen grafico de algunas de las propiedades de las AuNPs: (A)
funcionalizacion de la superficie, (B) obtencién de imagenes por fluorescencia, (C)

modificacion de la forma y tamafo y (D) biocompatibilidad. Imagen modificada de [10].



4.1. Sintesis de las nanoparticulas de oro y diferentes tipos

Dependiendo de las caracteristicas de la nanoparticula deseada se pueden sintetizar

las AuNPs mediante métodos quimicos o bioldgicos.

Generalmente, las AuNPs se producen mediante la reduccion de un precursor del oro
como el acido tetracloroaurico (HAuCls), cuya estructura quimica se corresponde a la
Figura 2 A. Los iones Au ** se reducen a atomos de oro neutros mediante diferentes
agentes reductores como NaBHy,, hidracina o citrato en agua, haciendo que se produzca
una solucién saturada y los atomos de oro precipiten en particulas nanométricas. Es

necesario el uso de agentes estabilizadores para evitar la agregacién de las AuNPs [8].

En 1951, Turkevitch et al. desarrollaron una de las rutas sintéticas mas comunes
conocida como el método de reduccion de citrato en agua en la cual se forman AuNPs

de tamafio y forma controlada variando el ratio citrato/oro (Figura 2 (1)) [9, 11].

En 1994, Brust et al. introdujeron un nuevo procedimiento de elaboracion en el que se
incluian ligandos tiolados en la superficie de las AuNPs para controlar el nucleo y la

dispersion de las nanoparticulas (Figura 2 (2)) [9, 12].
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Figura 2. Esquema de la sintesis de las AuNPs a partir del (A) acido tetracloroaurico (1)
por el método de reduccion de citrato y (2) por el método de ligandos tiolados. Imagen
modificada de [9].

En los ultimos anos se ha incrementado el interés por los métodos de sintesis “verdes”

que utilizan agentes reductores fitoquimicos alternativos al NaBHs, hidracina o citrato



por su alto grado de toxicidad medioambiental [9]. En estos métodos se parte de una
solucion de HAuUCL, y se le anade un agente reductor, que puede ser el extracto de una
planta, un hongo, una bacteria, enzimas o biopolimeros. Las materias primas utilizadas
en estos métodos son renovables y dependiendo de los materiales escogidos el proceso

de elaboracion sera diferente [13].

Mediante una variacion estos métodos de sintesis mencionados se pueden obtener
nanoesferas de oro, nanorods de oro, nanocages de oro y nanoshells de oro, que son

las formas que aparecen en los estudios clinicos con mas relevancia.

El tamano de particula de las nanoesferas de oro se encuentra entre 2 y 100 nm y se
sintetizan mediante la reduccion de HAuCls con el agente reductor citrato trisddico. Este
reductor es capaz de generar nanoesferas de oro monodispersables con diferente
tamano de particula ajustando la concentracion de citrato y de esta forma se evita la
formaciéon de nanoesferas de oro grandes de forma irregular. También se pueden
sintetizar utilizando otros agentes reductores como hidrocloridato de hidroxilamina,

acido ascérbico o peréxido de hidrogeno [10].

Los nanorods de oro (GNRs) presentan un tamafo de particula entre 10 y 100 nm y un
ratio entre 1y 7. Se sintetizan reduciendo una solucion de la sal de oro en presencia de
un agente reductor fuerte como el NaBH, [8]. Esta solucion se afiade a una mezcla de
bromuro de cetiltrimetilamonio (CTAB), un agente reductor suave como el acido
ascorbico y de nuevo HAuCls. La forma alargada en forma de elipse de las micelas de
CTAB permite el crecimiento de las AuNPs en alargado (“rod”) [9]. Estudios recientes
han confirmado que los GNRs son capaces de absorber radiacion infrarroja y convertirla
en calor causando la muerte de la célula cancerosa por apoptosis y/o necrosis, util en

la terapia fototérmica [8].

Las nanocages de oro son nanoestructuras huecas que presentan un tamano de
particula aproximadamente entre 40 y 50 nm. Pueden ser sintetizadas mediante la
sintesis galvanica reaccionando nanocubos de plata (AgNO3) y la sal de oro (HAuCls)
con el agente reductor etilenglicol. En un principio se generan nanocristales de plata que
pueden ser transformados en AuNPs con estructura hueca por la sustitucién galvanica
[10].

Los nanshells de oro estan compuestos por un nucleo de un material dieléctrico, que

puede ser silica o poliestireno, cubierto con una capa fina de oro. Un método comun

10



para la preparacién de los nanoshells de oro es la modificacién del nucleo con un ligando
bifuncional que mejora el revestimiento con la capa de oro. En el caso del nucleo de
silica, la superficie se modifica con 3-aminopropiltrietoxisilano (APS). Los grupos etoxi
del APS se conjugan covalentemente a la superficie de silica a través de los grupos

hidroxil, mientras que los grupos amino se conjugan con la particula de oro [10].

4.2. Caracteristicas de las nanoparticulas de oro

4.2.1. Tamano y forma

El tamafio y la forma de las nanoparticulas se pueden manipular en su sintesis para asi
obtener varios tipos de AuNPs como nanoesferas, nanorods, nanocages, nanoshells,
nanostars y nanoclusters. En funcion de su forma y tamano las aplicaciones terapéuticas

varian y las mas utilizadas se encuentran resumidas en la tabla 1 [14].

Tabla 1. Tabla resumen de los tipos de las AuNPs mas comunmente utilizadas en el

tratamiento del cancer [Modificacion 14].

AuNPs Aplicaciones terapéuticas
N Imagen celular (luz visible)
\.) Terapia fototérmica (luz visible)
Nanoesfera Liberacién de sustancias terapéuticas
(2-100 nm)

Au)

Imagen tumoral (mejora la propiedad de radiacién; NIR)

Terapia fototérmica (mejora la propiedad de no

Nanorod radiacion; NIR)
(10-100 nm) Liberacién de sustancias terapéuticas
Imagen tumoral (mejora la propiedad de radiacién; NIR)
Terapia fototérmica (mejora la propiedad de no
radiacion; NIR)
Nanocage
(40-50 nm) Terapia fotodinamica (forma y estructura)
Liberacién de sustancias terapéuticas
. Imagen tumoral (mejora la propiedad de radiacion; NIR)
Au / Terapia fototérmica (mejora la propiedad de no
diacion; NIR
Nanoshell radiacion )
(100 nm) Terapia fotodinamica (forma y estructura)

Liberacién de sustancias terapéuticas
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El tamafio y la forma de las AuNPs son factores criticos que determinan la distribucion
por los vasos sanguineos, alcanzar la célula diana y su eliminacién del organismo. Es
por ello que las nanoparticulas de mas de 10 nm son demasiado grandes para
eliminarse de los capilares normales. Ademas, las nanoparticulas de menor tamano
difunden mejor por los vasos sanguineos. Sin embargo, las nanoparticulas mas grandes
pueden acumularse y permanecer mas tiempo en el lugar de accion [15]. Ademas, al
reducir el tamafno del metal se incrementa el area superficial y aumenta la posibilidad

de funcionalizacién de la superficie, una propiedad que se explica mas adelante [16].
La forma y el tamafno de las nanoparticulas se caracterizan mediante técnicas de
microscopia electronica de transmisién (TEM) o microscopia electronica de escaner

(SEM) [9].

4.2.2. Resonancia de plasmoén superficial (SPR)

Las AuNPs tienen una propiedad unica denominada resonancia de plasmén superficial
(SPR), que es la que proporciona las caracterisicas 6pticas. SPR se refiere a la
resonancia de la oscilacién de los electrones libres del metal como resultado de la

incidencia de luz externa (Figura 3).

LSPR
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_

' 4 :

Wavelength

Figura 3. llustracién de la resonancia de plasmon superficial de las AuNPs [17].

La longitud de onda maxima alcanzada a una frecuencia especifica se denomina SPR.
Dos procesos ocurren cuando la luz externa incide sobre la materia; absorcion y
dispersion de la luz. La SPR dependera de la forma, tamario y estructura de la AuNP,
asi como de las propiedades dieléctricas del metal y del medio [14]. Es importante que
la longitud de onda de absorcion de las AuNPs se encuentre dentro de la zona cercana
al infrarrojo (NIR) (650 — 1300 nm) debido a que esta zona es la ventana terapéutica u

Optica. La luz puede penetrar en los tejidos profundos ya que otras especies biolégicas

12



no absorben a esa longitud de onda. Debido a este efecto, estudios se estan realizando
para la aplicacion de las AuNPs en terapia, imagen y diagndstico del cancer, como se

puede observar en la figura 4 [16].
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Spectroscopy applications

Figura 4. Resonancia de plasmon superficial de las AuNPs y su aplicacion en terapia

fototérmica (A) e imagen para el diagndstico (B). Imagen modificada de [16].

La espectroscopia UV-VIS caracteriza las propiedades opticas, es decir, la longitud de

onda a la cual absorbe que puede correlacionarse con la forma y el tamafio [9].

4.2.3. Funcionalizacion de la superficie

Otra propiedad importante es la funcionalizacion de la superficie (figura 5). La superficie
puede ser funcionalizada con una amplia posibilidad de ligandos como farmacos,
anticuerpos, polimeros, material genético, proteinas o marcadores. Estos ligandos
mejoran la estabilidad de las AuNPs y controlan y aumentan la liberacion del farmaco
en las células tumorales, ademas de poder actuar como sensores en el diagndstico de
la enfermedad. También son utiles en terapias fototérmicas y fotodinamicas, en terapias

inmunologicas y en terapias génica [14].
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Figura 5. Componentes funcionales de la superficie de la nanoparticula de oro [16].

Se puede funcionalizar la superficie de las nanoparticulas a través de cuatro vias

sintéticas diferentes [9]:

i) Se pueden utilizar moléculas bifuncionales, que se unen a la superficie de
las AuNPs y al ligando, actuando como un agente estabilizador.

ii) Conjugacion directa de grupos aminados o tiolados a la superficie de las
AuNPs.

iii) Adicion de un agente estabilizador a la superficie de la nanoparticula para
intercambiarse con el ligando.

iv) Modificacion de las moléculas presentes en la estructura de las AuNPs.

La difraccion de rayos X (XRD) se utiliza para obtener informaciéon de la estructura

cristalina y composicion [9].

4.2.4. Biocompatibilidad

A pesar de todos los beneficios de las propiedades de las AuNPs, la biocompatibilidad
con el organismo es un factor a tener en cuenta para poder ser utilizadas en la clinica.
La naturaleza de las AuNPs es inerte y hace que sean relativamente biocompatibles. En
cambio, una vez se introducen en el organismo generan citotoxicidad debido a su forma,

tamaro, composicion quimica superficial y carga superficial.

El tamafo de particula es el parametro basico que determina la citotoxicidad. Estudios
muestran que AuNPs con tamafio inferior a 2 nm presentan alta citotoxicidad debido a
su capacidad para penetrar en el nucleo celular debido a la permeabilidad tumoral.

Cuando el tamafio de particula aumenta hasta 10 nm la citotoxicidad disminuye porque

14



la capacidad de penetracion disminuye. Sin embargo, por encima de 10 nm la
citotoxicidad se ve aumentada porque la acumulacién en el tumor y en los tejidos sanos
es mayor [18]. Por otro lado, estudios confirman que la citotoxicidad de las AuNPs se
debe principalmente a la forma de las nanoparticulas, siendo las nanoesferas las

nanoparticulas mas seguras [19].

Las AuNPs pueden ser redox activas e inducir la formacion intracelular de especies
reactivas de oxigeno (ROS), que se relaciona con la toxicidad. Los resultados de este
aspecto algunas veces son contradictorios y dependen mayoritariamente de las

caracteristicas de los materiales y moléculas que constituyen las AuNPs [16].

La morfologia y su estabilidad coloidal en el medio puede afectar a su fagocitosis por
los macrofagos y alterar las funciones fisiolégicas de las membranas celulares y
organulos. La dispersion de las nanoparticulas también afecta a la citotoxicidad. Wang
et al. demostraron que la agregacion de las nanoparticulas en las células aumenta el
tiempo de permanencia e incrementa la generacién de ROS que ocasiona dafio y

alteracion de la funcion celular [20].

Por otro lado, la distribucion de las AuNPs dependera de la dosis administrada, la carga
superficial de la nanoparticula y del tejido tumoral. La excrecion de las AuNPs
dependera de su tamafo y forma y estudios afiaden que las particulas de tamano
comprendido entre 10 y 100 nm ralentizan la activacién del proceso de fagocitosis, pero

no evitan la filtracion renal [16].

4.3. Consideraciones generales de las nanoparticulas de oro en el cancer

En este apartado se presentan algunos de los aspectos de las AuNPs tienen que ser
considerados para que puedan ser utilizadas en el diagndstico y en el tratamiento del

cancer.

4.3.1. PEGilacion

Las AuNPs se administran en solucion por via intravenosa y se distribuyen por el
organismo alcanzando el tejido diana. Sin embargo, las proteinas plasmaticas presentes
en el medio forman una capa en la superficie de las nanoparticulas llamada “corona”.
Se forman complejos proteina-nanoparticula que afectan a su biodistribucion porque se

aumenta la fagocitosis por las células del sistema reticuloendotelial, y, por consiguiente,
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su eliminacién del sistema vascular (Figura 6 A) [10]. Para evitar el reconocimiento por
el sistema inmune, las AuNPs se pueden recubrir con un polimero inerte, generalmente
polietilenglicol (PEG), mediante un proceso denominado PEGilacion. De este modo se
enmascara la superficie de la nanoparticula previniendo el reconocimiento por el

sistema inmune y prolongando su permanencia y actividad (Figura 6 B) [8].
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Figura 6. Complejos proteina-nanoparticula y el proceso de PEGilacién. Figura
modificada de [8].

4.3.2. Efecto de la permeabilidad y retencion aumentada (EPR)

En 1986 Matsumura y Maeda informaron que los vasos sanguineos de la mayoria de
los tumores presentan una alta permeabilidad vascular, lo que permite la acumulacién
de agentes anticancerigenos en el tejido tumoral. A este fenédmeno lo llamaron efecto

de la permeabilidad y retencion aumentada (EPR) [8].

Las AuNPs pueden acceder al tumor y acumularse de forma pasiva gracias a este
efecto. Este fenobmeno se debe a que la vasculatura del tumor es muy permeable y
permite una extravasacion mayor de las nanoparticulas al tejido tumoral que al tejido
sano, como se muestra en figura 7 B. Sin embargo, no todos los tumores poseen una
alta permeabilidad vascular y por ello se utiliza la forma de acceso activa. Con este
método se conjugan ligandos de biomarcadores especificos del tumor como anticuerpos
monoclonales, péptidos y vitaminas en la superficie de las nanoparticulas con el fin de
interaccionar con los receptores expresados en las células tumorales o en el medio
alrededor del tumor y acceder por endocitosis (Figura 7 A). El acceso de las AuNPs al

tumor es mayor mediante el acceso activo [9].
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Figura 7. llustracion de la acumulacion de las nanoparticulas en el tejido tumoral: A de

forma activa y B, de forma pasiva [9].

4.4. Nanoparticulas de oro en el diagnéstico del cancer

El mejor método para mejorar el prondstico de los tumores es el diagnostico temprano.
Las AuNPs pueden actuar como sensores en el diagnéstico del cancer debido a su
capacidad de interactuar con la luz visible y mejorar la sefial emitida. Ademas, ofrecen
ventajas en comparacion con los agentes de contraste convencionales debido a su baja

toxicidad y propiedades espectroscépicas [16].

A continuacion, se exponen las diferentes técnicas que utilizan estas nanoparticulas y

que estan en estudio para el diagndéstico del cancer.

Los Rayos-X y la tomografia computacional (TC) son dos técnicas convencionales que
se utilizan en el diagndstico y en la determinacion de la fase en la que se encuentra el
tumor. El mayor problema que se presenta en estas técnicas es la dificultad de distinguir
entre el tejido tumoral y el tejido sano por falta de especificidad de los agentes de
contraste por las células tumorales. Las propiedades 6pticas de las AuNPs mejoran la
precision de las imagenes de estas técnicas 2,5 veces gracias a la absorcion de luz
externa y al aumento del tiempo de permanencia en el tejido. Es por ello que las AuNPs

pueden ser utilizadas como agente de contraste y asi se puede utilizar una dosis de
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radiaciéon emitida mas baja para obtener las imagenes y reducir los posibles efectos

adversos [16].

En la figura 8, obtenida de un estudio publicado por Ashton et al., aparece un ejemplo
de este efecto en el que se utilizaron diferentes dosis de AuNPs para mejorar el
contraste en TC. En la imagen A se muestra el raton antes de la administracion de las
AuNPs. En la imagen B se muestra al raton 6 horas después de haberle administrado
AuNPs sin funcionalizar. En laimagen C se muestra al ratén 6 horas después de haberle
administrado AuNPs funcionalizadas con el receptor del factor de crecimiento
antiepidérmico (EGFR). En las imagenes se observa el tumor con mayor claridad

cuando se administran las AuNPs funcionalizadas [16, 21].

Mouse with Mouse with
nontargeted GNPs targeted GNPs

Mouse without GNPs

Tumor
78 £+ 15HU

Figura 8. Imagenes por tomografia computacional de rayos X in vivo modificadas de [16,
21].

La fluorescencia es un fendmeno comun en la naturaleza y se puede utilizar en el
diagnéstico del cancer. El principio de obtencién de la imagen por fluorescencia se basa
en la relacion entre la intensidad de la senal fluorescente emitida por la sustancia
fluorescente y la cantidad de sustancia. Normalmente, para obtener imagenes por
fluorescencia se administra al paciente sustancias fluorescentes derivadas del yodo,
pero el tiempo que permanecen en sangre es inferior a 10 minutos y ademas presentan
poca especificidad por las células tumorales. Las AuNPs pueden ser Uutiles en el
diagnéstico temprano del cancer gracias a sus propiedades épticas y acumulacion en el

tumor [7].
Liu JB et al. realizaron un estudio con tumores de ratdn marcados con diferentes

sustancias para obtener imagenes por fluorescencia (Figura 9). Por un lado, obtuvieron

las imagenes por fluorescencia del tumor con AuNPs modificadas con glutatiéon (GSH)
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y, por otro, imagenes del tumor con la molécula fluorescente IRDye 800CW. Los
resultados mostraron que las AuNPs como agente fluorescente eran mas adecuadas
para la deteccion tumoral que la molécula IRDye 800CW. Ademas, estas nanoparticulas
modificadas con GSH mejoran el efecto EPR y se eliminan rapido de los tejidos una vez
obtenida la imagen. Este resultado, ademas confirma la excrecion renal de las

nanoparticulas fluorescentes en el diagnéstico del cancer [7, 22].

Pre-ln ection 0.5 3

)
Figura 9. Imagenes obtenidas por fluorescencia de un tumor de ratén inyectado con
GSH-AuNPs y IRDye 800CW [7, 22].

GS-AuNPs

IRDye 800CW

También la imagen fotoacustica (PAI) es un nuevo método de imagen biomédica no
invasivo y no ionizante que se utiliza en el diagnéstico del cancer. En este método pulsos
de laser no ionizante inciden sobre el tejido biolégico haciendo que los agentes de
contraste exdgenos absorban la energia de la luz y se obtienen imagenes
caracteristicas del tejido. Las AuNPs presentan una absorcion elevada, mil veces mayor
en comparacion con los agentes de contraste comunmente utilizados rodamina o
indocianina verde y es por ello que se han realizado estudios en células cancerigenas

animales in vivo [7].

4.5. Nanoparticulas de oro en el tratamiento del cancer

La quimioterapia y la radioterapia son dos de los tratamientos mas comunes en
oncologia. Uno de los retos de la quimioterapia es incrementar el tiempo de
permanencia y la acumulacion de los agentes quimioterapéuticos en las células
tumorales, mejorando la eficacia del tratamiento y reduciendo los efectos adversos. En
los ultimos afios se han estudiado las AuNPs como nanotransportadores de farmacos
antineoplasicos debido a la capacidad de funcionalizacion de su superficie. La mayoria
de los agentes quimioterapicos se pueden conjugar a la superficie, incluyendo
metotrexato, cisplatino, doxorrubicina, temozolomida, bortezomib y docetaxel [16]. Un

estudio realizado por Steckiewicz et al. evalud el potencial antitumoral de AuNPs con
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GSH y conjugo en su superficie los agentes quimioterapéuticos doxorrubicina, citarabina
y gemcitabina. Se midié la efectividad frente al cancer de mama, de pancreas y
osteosarcoma y demostré que las AuNPs conjugadas con estos farmacos eran mas
selectivas por las células tumorales que los farmacos administrados solos. Ademas,
permitia administrar una menor cantidad de farmaco y por consecuencia reducir los

efectos adversos y el coste econdmico del tratamiento [23].

El problema que resulta del tratamiento con radioterapia es su efectividad. Esto se debe
a que no se dafia suficiente el DNA de las células tumorales y su reparacién es corta.
Las AuNPs se han estudiado para ser utilizadas como radiosensibilizadores en
radioterapia ya que pueden acelerar el proceso de ruptura del DNA de las células

tumorales cuando los rayos X o0 gamma inciden sobre el organismo [7].

Por otro lado, se encuentran las terapias que se basan en las propiedades plasmodnicas
de las AuNPs para inducir dafio celular a través del efecto SPR, que son la terapia

fototérmica (PTT) y la terapia fotodinamica (PTD).

La PTT se basa en el estrés celular mediado por hipertermia ya que cuando la
temperatura de las células se situa por encima de los 43 °C se produce un dafo celular
irreversible. Los efectos de la hipertermia en los procesos intracelulares y extracelulares
incluyen cambios en la sefal de transduccion, desnaturalizacion de proteinas, ruptura
de las membranas celulares, induccion de la apoptosis y reduccion de la perfusion y
oxigenacion tumoral [16, 20]. Las AuNPs, principalmente nanorods y nanostars,
presentan ventajas en la absorcion y emision de NIR (longitud de onda entre 650 y 900
nm), como se explicaba anteriormente. Las AuNPs son capaces de absorber esa luz
incidente y transformarla en calor, como se observa en la figura 10. Después de la
excitacion SPR mediada por la irradiacion laser NIR, se forma un gas de electrones
caliente alrededor de la nanoparticula que rapidamente se enfria y se produce el
intercambio de energia con la red cristalina proxima. La energia se transfiere al medio

produciendo calor y causando el dafio celular [16].
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Figura 10. Esquema de la terapia fototérmica utilizando AuNPs [24].

A continuacién, en la figura 11, extraida del estudio publicado por Liu Y et al., se
muestran imagenes de un raton con un tumor antes y después del tratamiento PTT con
nanostars de oro. Se observa la remision del tumor en el ratén tratado con las AuNPs
mientras que el tumor en el raton tratado con una solucién salina como control aumenté

de tamafio [25].

Control group (no GNS) Treatment group (with GNS)

Before PTT After PTT Before PTT After PTT

Figura 11. Imagenes de dos ratones antes y después de PTT con nanostars de oro
(GNS) [25].

La PTD se basa en moléculas fotoactivas (fotosensibilizadores), que se administran por
via intravenosa, en la luz incidente y en el oxigeno de los tejidos [10]. Mediante esta
terapia se induce la formacién de ROS en las células tumorales, y como consecuencia
la muerte celular por apoptosis. En esta técnica no esta implicado de forma directa el
efecto SPR de las AuNPs, sino que la luz incidente NIR hace que las moléculas
fotosensibilizadoras administradas generen ROS en las células, como se observa en la
figura 12 [16]. Sin embargo, la mayoria de las moléculas fotosensibilizadoras son
hidrofobas e insolubles y no pueden administrarse correctamente. Ademas, se

distribuyen por todo el organismo provocando efectos adversos [7]. Estudios recientes
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muestran que estos fotosensibilizadores pueden conjugarse a la superficie de las
AuNPs facilitando su liberacién en el tumor [10]. La combinacion de las AuNPs y los
fotosensibilizadores mejoran la produccién de oxigeno en las células si se compara con

la administracion de los fotosensibilizadores en ausencia de las AuNPs [7].

Gold nanoparticles becomes Gold nanoparticles ROS destroyed
concentrated at tumor site activated by light malignantcells

Figura 12. Esquema de la terapia fotodinamica (PDT) [10].

También se han realizado estudios con terapia génica. Es un nuevo tratamiento que
comenzo a finales del siglo 20 en el que trata de introducir acidos nucleicos en las
células tumorales para regular su expresion. RNA pequefios de interferencia (Small
interfering RNAs (siRNA)) han sido estudiados en el laboratorio para su incorporacion
en las células, pero resulta dificil aplicarlo en la clinica debido a su corta vida media,
escasa estabilidad y rapida degradacion. Estos siRNA pueden conjugarse a la superficie
de las AuNPs, y asi estas le aportan proteccién y pueden alcanzar las células diana [16].

Sin embargo, son necesarios mas estudios que expliquen el mecanismo.

4.6. Limitaciones y ventajas de las nanoparticulas de oro

La introduccion de las AuNPs a la practica clinica esta restringida debido a la toxicidad
en las células y tejidos. Esta toxicidad principalmente se debe a la acumulacién de
AuNPs en los 6rganos, como puede ser en el higado. Una acumulacién excesiva en
este organo puede causar inflamacion y apoptosis del tejido [8]. Sin embargo, se
necesita conocer de una forma clara la distribucion de las AuNPs en el organismo, su
interaccion con las células cancerosas y no cancerosas y su mecanismo de excrecion

para determinar la seguridad y su posible extrapolacion a la clinica [16].

Las AuNPs presentan numerosas ventajas por sus caracteristicas, propiedades y su

facil sintesis y las hacen prometedoras en el campo de la nanobiomedicina. La
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manipulacién de la estructura y la funcionalizacion de la superficie juegan un papel clave
en el desarrollo de las AuNPs, ya que permite optimizar sus aplicaciones en el
diagnostico y el tratamiento, como se ha mencionado anteriormente [16]. Por otro lado,
las propiedades épticas de las AuNPs hacen posible su utilizacion como agentes de
contraste en imagen por resonancia magnética, por fluorescencia e imagen fotoacustica,
entre otros. También pueden alcanzar el tumor y liberar agentes quimioterapicos en

quimioterapia, terapia fotodinamica y terapia génica [7].

4.7. Avances recientes en los ensayos clinicos

Debido a esta toxicidad descrita anteriormente la FDA solo ha aprobado varios ensayos
clinicos. De hecho, escribiendo en el buscador de la pagina web Clinical Trials los
términos “cancer” en el apartado condicién o enfermedad y “gold nanoparticles” en otros

términos aparecen cinco ensayos clinicos, de los cuales dos se dejaron de investigar.

El primer ensayo clinico se realizd6 en la Universidad de Chicago y se encuentra
terminado. El objetivo del estudio fue evaluar la seguridad del farmaco de estudio NU-
0129, basado en un acido nucleico esférico, a través de su administracion intravenosa
a pacientes con glioblastoma multiforme recurrente o gliosarcoma. El ensayo se llevo a
cabo con ocho pacientes El farmaco se funcionalizé a la superficie de una nanoparticula
de oro esférica y fue capaz de atravesar la barrera hematoencefalica y alcanzar el tumor.
Fue el primer ensayo humano en fase 1 para determinar la seguridad de este farmaco,
pero los resultados siguen siendo objeto de estudio y no han sido publicados por el

momento en ninguna revista cientifica [26].

El segundo ensayo clinico se realizé en el Hospital General de Massachussetts y su
objetivo fue identificar nédulos linfoides a través de imagen por resonancia magnética
en pacientes con cancer de tiroides utilizando nanoparticulas de o6xido de hierro
superparamagnéticas. Estas nanoparticulas no son el objetivo de estudio de este trabajo

de fin de grado, por lo que no interesa este ensayo clinico [27].

El tercer ensayo clinico pertenece a la Universidad Médica Anhui en China. Los
investigadores estudiaron la viabilidad del analisis del aliento para identificar
enfermedades gastricas como el cancer gastrico. Se obtuvieron dos muestras de aliento
y de saliva por cada paciente y se analizaron utilizando una serie de nanosensores
quimicos basados en nanoparticulas de oro funcionalizadas y nanotubos de carbono.

Se trata de un estudio observacional de cohortes y prospectivo en el que participaron
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1000 voluntarios. Primero se llevdo a cabo un estudio piloto con 160 pacientes
oncoldgicos, seguido de un ensayo clinico a gran escala para confirmar los resultados
preliminares. El ensayo clinico no explica con claridad el objetivo de las nanoparticulas
de oro. El estudio se completé en enero de 2020 y los resultados no fueron publicados
en ClinicalTrials [28].

5. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVA DE FUTURO.

Nuevas estrategias estan en desarrollo para tratar la enfermedad del cancer debido a
su alta tasa de incidencia. Tras una busqueda de informacién cabe destacar que la
mayoria de estudios concluyentes se han realizado para el diagnéstico de la
enfermedad. Esto se puede explicar por la menor complejidad del diagndstico en

comparacion con el tratamiento de la enfermedad.

En cuanto al tratamiento de la enfermedad resultan prometedoras las terapias
plasmédnicas ya que son métodos novedosos que aprovechan las propiedades de estas

AuNPs, pero actualmente no se encuentran en la clinica.

A pesar de todos los avances, se necesitan mas estudios que describan con mayor
profundidad las caracteristicas de las AuNPs, asi como la naturaleza del complejo
proteina-nanoparticula que afecta a la distribucién de las AuNPs y a su eliminacion del
organismo por el sistema reticuloendotelial. También es importante conocer el grado de
internalizacion de las AuNPs en las células, la respuesta inmunoldgica y la excrecion

del cuerpo humano.
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