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RESUMEN

El cancer es una de las principales causas de muerte a nivel mundial. Los tratamientos actuales
son muy invasivos y no selectivos, por lo que no sélo afectan a las células cancerigenas, sino
también a las células sanas de nuestro organismo. Esto produce numerosos efectos secundarios,
los cuales, llegan a suponer para algunos pacientes, el abandono de la terapia. Una de las

principales razones de fracaso en los tratamientos, se produce cuando los tumores se vuelven

resistentes a los fdrmacos antineoplasicos. Estas multirresistencias se van a generar a partir de

diferentes mecanismos, que se detallan en el presente trabajo.

Con el desarrollo de la nanotecnologia, surge una nueva oportunidad para mejorar y crear
nuevos tratamientos contra el cancer. Para ello, se emplea el uso de nanoparticula. Estas
presentan la ventaja de poder ser dirigidas hacia el tumor de manera mds selectiva; esto es a

través de dos tipos de direccionamiento: pasivo y activo.

Existen 8 tipos de medicamentos basados en nanoparticulas orgdnicas aprobadas para tratar el
cancer, entre ellas, los liposomas fueron los primeros nanomedicamentos que se aprobaron,

destacando especialmente la formulacidn Doxil.

Actualmente no se ha aprobado ningun tipo de nanoparticula inorgdnica para tratar al cancer.
No obstante, las nanoparticulas de oro, destacan especialmente debido a sus excelentes
propiedades fisicoquimicas y dépticas, asi como su alta biocompatibilidad y baja toxicidad. De
hecho, muy probablemente permitiran en un futuro préoximo mejorar la capacidad tanto de

diagndstico como de tratamiento del cancer.

Palabras clave: nanoparticulas, cancer, propiedades fisicoquimicas, liposomas, efecto

fototérmico.
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1. INTRODUCCION
1.1.-EL CANCER

El cdncer es un término que se utiliza para referirse a un conjunto de enfermedades que pueden
afectar a cualquier zona del organismo, estas se caracterizan por un crecimiento celular
descontrolado debido a la rapida multiplicacién de células anormales que llegan a formar masas
denominadas tumores. Estos tumores pueden diseminarse a otros sitios, invadiendo asi a
organos y tejidos a través del sistema sanguineo o linfatico (Instituto Nacional del Cancer, 2020).
Este proceso de diseminacion se denomina metdstasis y es el causante mayoritario de las

muertes sobrevenidas a consecuencia del cancer.

Actualmente el cancer es una de las principales causas de muerte a nivel mundial (Organizacion
Mundial de la Salud [OMS], 2020). En 2015, por ejemplo, se registraron 8,8 millones
defunciones. Esto implica, que en 2015 una de cada seis muertes registradas fueron causadas
por el cancer. Los canceres que provocan mayor numero de defunciones son el cadncer pulmonar,
cancer hepatico, cancer colorrectal, cdncer gastrico y cdncer mamario. Para reducir el nimero
de casos por cancer hay que evitar o disminuir en la medida de lo posible los factores de riesgo

y aplicar estrategias para la deteccién precoz de la enfermedad (OMS,2020).

Algunos de los factores de riesgo mas comunes son el tabaco, la obesidad, el consumo de
alcohol, la inactividad fisica, la mala alimentacién, la contaminacién del aire, las radiaciones
ionizantes y ultravioleta, infecciones genitales por papilomavirus humanos, infecciones por virus

de la hepatitis y el envejecimiento (OMS,2020).

Como datos importantes procedentes de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS,2020), dos
de estos factores son posibles de evitar. Por un lado, con la vacunacién de los papilomavirus
humanos y de la hepatitis B se conseguirian prevenir 1 milléon de casos al afio. Por otra parte,
eliminando el consumo del tabaco podria evitarse alrededor del 22% de muertes registradas. No
obstante, el Unico factor imposible de evitar es el envejecimiento. Este forma parte de los
principales causantes para la aparicion de esta enfermedad debido a la pérdida de eficacia de

los mecanismos de defensa en la reparacion celular (OMS,2020).

La aplicacidon de nuevas estrategias para detectar el cancer de manera precoz, reduciria de
manera significativa el nimero de muertes, ya que los tratamientos tienden a ser muy pocos
efectivos en las fases avanzadas del cancer. Entre los problemas mas frecuentes relacionados
con la efectividad de los tratamientos contra el cancer destaca la deteccion tardia de la

enfermedad. Por ello, un diagndstico precoz es de gran importancia para aumentar las



probabilidades de supervivencia, ya que esto ultimo no sélo aumenta la eficacia del tratamiento,

sino que también reduce la morbilidad de la poblacién y el coste econémico (Lollo et al., 2011).

Por otro lado, el tratamiento a emplear depende del tipo de cancer y del estadio de la
enfermedad. Estos tratamientos suelen abarcar distintas modalidades como son la radioterapia,
guimioterapia o cirugia (OMS,2020). Estas son las terapias que se utilizan en mayor medida para
combatir al cancer siendo muy invasivas y provocando efectos desagradables a los pacientes.
Existen numerosos impedimentos en este tipo de terapia como son: dificultad en la distribucion
de los fdrmacos antitumorales en el organismo, concentracion insuficiente en la zona del tumor

y desarrollo de resistencia de las células cancerigenas a la quimioterapia (Lollo et al., 2011).

En el campo de la medicina, se ha ido desarrollando una nueva estrategia terapéutica para
combatir el cancer: se trata de la asociacién de farmacos antitumorales con nanoparticulas. Esta
novedosa estrategia esta dirigida a mejorar la eficacia del tratamiento oncoldgico superando los
mecanismos de resistencia y aumentando la selectividad hacia las células tumorales. Todo ello
contribuird a disminuir los efectos adversos y secundarios, asi como la toxicidad en las células

normales (Brigger et al., 2012).

1.2.-NANOMEDECINA Y NANOSISTEMAS

La nanotecnologia es una ciencia multidisciplinar que se basa en el estudio, disefo, sintesisy
aplicacion de los materiales y sistemas funcionales mediante el control de la materia a nivel de
la nanoescala. Una de las dreas mas relevantes que surge a partir de la nanotecnologia es la
nanomedicina, la cual se encarga del diagndstico, prevencién y tratamiento de diferentes
enfermedades con el disefio y sintesis de nuevos nanosistemas. Estos nanosistemas han
provocado una revolucion en las terapias convencionales y sobre todo en aquellas encaminadas

a tratar el cancer (Rojas-Aguirre et al., 2016).

La nanomedicina abarca 3 areas que son las siguientes: a) Liberacion de farmacos e ingenieria
de tejidos, se dedica a la aplicacién y desarrollo de sistemas construidos por biomateriales
nanoestructurados que se basan en que el transporte de farmacos o en conjunto con la biologia
celular, se emplean en la reparacion o remplazo de tejidos u érganos dafiados; b) Diagnostico,
en esta area se emplean nanosistemas de imagen o nanobiosensores que tienen la capacidad
de identificar una enfermedad. Esto se consigue con un componente biolégico de alta
sensibilidad capaz de detectar un analito determinado; c) Terapia y diagndstico, en esta seccidén
se utilizan nanomateriales capaces de identificar una patologia determinada y se emplean

moléculas terapéuticas para tratarla de forma controlada (Rojas-Aguirre et al., 2016).



Segun los diversos materiales empleados para la sintesis de los nanosistemas y las diferentes

tecnologias implementadas para ello, se distinguen dos grupos de nanoparticulas (Figura 1):

-Nanoparticulas orgdnicas: dentro de este grupo se localizan las nanoesferas, nanocdpsulas,
micelas, liposomas, dendrimeros y conjugados polimero-farmaco que se forman con materiales
poliméricos (Rojas-Aguirre et al., 2016).

-Nanoparticulas inorgdnicas: dentro de este grupo se encuentran las nanoparticulas de oro, las
nanoparticulas de o6xidos metdlicos, nanoparticulas de silice mesoporosa y nanotubos de

carbono (Rojas-Aguirre et al., 2016).
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Figura 1.-Se representa a las nanoparticulas orgdnicas y b) nanoparticulas inorgdnicas. (Rojas-

Aguirre et al., 2016)

1.3.-LAS NANOPARTICULAS

Las nanoparticulas se consideran, de manera general segin la IUPAC, como particulas de
cualquier forma con dimensiones que se hallen en el rango de entre 1 a 100 nm, pero no existe
argumento especifico que indique que el tamafio de 100 nm separe a las nanoparticulas de no
nanoparticulas; por lo que realmente no se basa en un tamafo particular sino también en las
propiedades novedosas que pueden aportar (Lee et al., 2015). Otra manera en la que se pueden
definir es como sistemas coloidales menores de 1um, es decir como sistemas submicrénicos,
que pueden estar formados por polimeros biodegradables o no. Esta Ultima caracteristica no es
excluyente, aunque la existencia de polimeros en su formulacién es bastante habitual (Brigger

et al,, 2012).

De acuerdo con las caracteristicas y propiedades fisicoquimicas beneficiosas que presentan en
su mayoria las nanoparticulas como transportadores de farmacos, su administracién persigue
conseguir los siguientes objetivos: a) Ayudar a mejorar la estabilidad de los principios activos
que se encuentran encapsulados; b) Mejorar la biodisponibilidad favoreciendo el aumento de la
absorcion; c) Controlar de manera adecuada la concentracion de principios activos en sangre

utilizando sistemas de liberacion controlada; d) Alcanzar el interior de células o tejidos con



principios activos convencionales; e) Disminuir los efectos secundarios y los niveles toxicos que
provoca el farmaco libre, y f) Proteger a la molécula de la actividad enzimdtica, inmunoldgica o

quimica para evitar su destruccion antes de llegar al sitio de interés (Gomez-Gaete, 2014).
1.3.1.-CARACTERISTICAS DE LAS NANOPARTICULAS

-TAMANO. La internalizacién/eliminacién de las nanoparticulas como farmaco dentro del
organismo es fuertemente dependiente del tamafio. Asi, se ha comprobado que particulas
esféricas con un tamano menor a 5 nm son facilmente eliminadas de la circulaciéon por
extravasacién o por el aclaramiento renal. Por otra parte, desde ese rango hasta los 15 um se
produce el almacenamiento de la mayoria de las particulas en diferentes zonas, principalmente
en higado, bazo y médula ésea. Posteriormente estas son eliminadas de la circulacién por las
células del sistema reticuloendotelial (RES), donde también intervienen las células Kupffer del
higado ejerciendo un papel fundamental para la eliminacidon de las nanoparticulas (Petros y
Desimone, 2010). En definitiva, las nanoparticulas deben poseer unas caracteristicas
determinadas de tamafio y estado de agregacidn para lograr que el tratamiento sea efectivo:
por un lado, deben ser lo suficientemente grandes como para ser capaces de evitar su rapida
eliminacion a través de los capilares sanguineos; y por otro, lo suficientemente pequefio como

para no ser capturadas por los macrofagos del RES (Cho et al., 2008).

-PROPIEDADES SUPERFICIALES. Ademas del tamafio, las propiedades superficiales de las
nanoparticulas también son claves para su distribucidn por el organismo. Asi, su hidrofobicidad
va a determinar la adherencia de distintas proteinas a su superficie interviniendo en la
circulacién in vivo de estas (Oropesa y Jauregui, 2012). El proceso de adsorcion de estas
proteinas llamadas opsoninas a la superficie de las nanoparticulas se denomina opsonizacién y
ocurre en el momento en el que las nanoparticulas entran en contacto con el plasma, este
proceso va a ocasionar su acumulacion en las células del RES (Petros y Desimone, 2010). Por ello,
se han propuesto algunas técnicas para evitar los efectos negativos de la opsonizacion y
conseguir prolongar el tiempo de circulacion in vivo de las nanoparticulas para que puedan
alcanzar su lugar especifico y desempefar su funcidn. Esto Ultimo, se puede conseguir
aumentando la hidrofilia de la superficie mediante la técnica de recubrimiento con polimeros
hidrofilicos, tensioactivos o con polimeros biodegradables que contengan propiedades
hidrofilicas. Un ejemplo de ello es el polietilenglicol (PEG), el éxido de polietileno y el Tween 80.
La utilidad de estas cadenas de polimeros es que aportan resistencias a la adsorcion de las

opsoninas (Oropesa y Jauregui, 2012; Petros y Desimone,2010).



Por otra parte, dentro de las propiedades superficiales de los nanosistemas destaca la medida
de la carga superficial por la técnica de potencial zeta. Esta propiedad ademas de servir para
medir el tipo de carga del sistema, es clave para determinar la estabilidad del nanosistema en
disolucién. Asi, si el potencial fluctia por encima de +30 mV se puede confirmar que estas
nanoparticulas son estables en suspension (Oropesa y Jauregui, 2012). Ademas, su medida sirve
para esclarecer si el material cargado se encuentra encapsulado o libre en disolucién. El
potencial eléctrico de estas particulas va a depender de su composicién y del medio en el que
se encuentre dispersado. Adicionalmente, la carga superficial esta relacionada con el tiempo de
permanencia de los nanomedicamentos en el organismo. Asi, por ejemplo, las nanoparticulas
neutras o anidnicas evitan la adhesidon de las opsoninas y de otras células sanguineas a la
superficie de las mismas. De esta forma, se podria prolongar el tiempo de circulacién evitando

ser eliminadas por el sistema fagocitico mononuclear (MPS) (Lollo et al., 2011).

1.3.2.-GENERACIONES DE NANOPARTICULAS. Dependiendo de las modificaciones realizadas en
la superficie de las nanoparticulas se distinguen tres tipos de generaciones, las cuales se han ido
desarrollando con el tiempo. Las primeras que se emplearon son los liposomas y se incluyen en
la primera generacion; debido a su gran superficie, estos una vez administrados por via
intravenosa producen interacciones con las opsoninas, las cuales se fijan a su superficie
mediadas por interacciones hidréfobas. Una actividad semejante, se registré en nanoparticulas
producidas con polimeros hidrofobos administradas por via endovenosa. De esta forma, se
detectd una alta adsorcion de inmunoglobulinas y otras proteinas plasmaticas que provocaban
la captura por los fagocitos mononucleares del higado y del bazo. Por todo ello, esta primera
generacion se empled para conseguir que distintos farmacos llegaran a la zona del higado para
abordar distintas patologias a este nivel, en concreto para tratar la metastasis hepatica (Gomez-

Gaete, 2014).

No obstante, para conseguir que las nanoparticulas administradas sigan circulado a través de los
vasos sanguineos, es necesario que la superficie sea recubierta por polimeros hidrdfilos. Estas
nanoparticulas recubiertas con polimeros hidréfilos son las de segunda generacion. De esta
forma, se impide que las opsoninas se adhieran a nivel superficial y se evita asi su captura a nivel
del higado alcanzandose otras dianas farmacoldgicas. Estos polimeros no son reconocibles por
las células Kupffer, por lo que el nanosistema prolonga su tiempo de circulacién, alcanzando su
objetivo. En el caso de presencia tumoral, o accién inflamatoria, se produce un aumento de la
permeabilidad del endotelio, esto permite que este tipo de nanoparticulas puedan atravesarlo

consiguiendo asi, utilidad a este nivel (Gomez-Gaete, 2014 Petros y Desimone,2010).



Por ultimo, las nanoparticulas de tercera generacién contienen en su superficie ligandos (acido
fdélico, biotina, etc.) que tienen como funcidn la capacidad de dirigirse a sitios especificos. De
esta forma se reconocen los diferentes receptores celulares. Un ejemplo de ello son los
receptores tumorales que se encuentran sobreexpresados. Este tipo de generacidon de
nanoparticulas también deben de tener incorporada una capa de polimero hidréfilo para que
los macréfagos del higado no puedan reconocerlas. Una vez que se logra llegar a la célula y se
fija a ella, se produce la liberacién del farmaco, llevandose a cabo el proceso de internalizacién

(Gomez-Gaete, 2014).

Cuando el objetivo farmacoldgico se encuentra a nivel intracelular es necesario que el agente
terapéutico atraviese la membrana celular a través del proceso de internalizacidn. La
nanotecnologia brinda la posibilidad de liberar diferentes tipos de moléculas, incluidas las
proteinas y los acidos nucleicos, al interior celular. La actividad farmacoldgica de las
nanoparticulas a este nivel dependera de la capacidad de penetracidn celular y de la liberacion
del farmaco hacia el citoplasma, y todo ello se ve condicionado por sus caracteristicas
fisicoquimicas. Ademas, se conoce que el tamafo de las nanoparticulas condiciona el tipo de
mecanismos de internalizacién a nivel celular, entre los que distinguimos: la fagocitosis,
endocitosis mediada por caveolas, endocitosis mediada por clatrina y macropinocitosis (Gomez-

Gaete,2014).

Cuando se trata de particulas con superficie hidréfoba y de gran tamafio (0.25 - 3.00 um), la
internalizacidn es realizada por fagocitosis, en la cual intervienen los macréfagos. En el interior
del macroéfago, el fagolisosoma debido a la bomba de protones vacuolar se acidifica y adquiere
distintas enzimas entre las que se destacan esterasas y catepsinas; todo ello permite que la
nanoparticula se degrade sin generar toxicidad (Figura 2-a). Por otro lado, las particulas con
tamafio mayor a 1 um utilizan el mecanismo por macropinocitosis, el cual se caracteriza por
crear proyecciones membranales que se sostienen a través de una red con filamentos de actina;
forman grandes vesiculas denominadas macropinosomas que se acidifican y se degradan (Figura
2-b). Por otra parte, las particulas con tamafo nanométrico se pueden internalizar de diversas
maneras, entre ellas: i) la endocitosis mediada por caveolas, segln la cual las particulas con un
tamafio aproximado de 60 nm ingresan a través de invaginaciones por la membrana formando
vesiculas que ingresan al citosol. Al no existir actividad enzimdtica podria utilizarse para que las
nanoparticulas encapsulen a moléculas sensibles a las enzimas, como son los acidos nucleicos o
los péptidos (Figura 2-c); ii) la endocitosis mediada por clatrina, en este caso la endocitosis es
mediada a través de receptores. Las nanoparticulas, de aproximadamente unos 120 nm,

contienen en su superficie ligandos especificos. Estos ligandos permiten que las nanoparticulas
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se unan al receptor, formandose asi, la invaginacién de la vesicula. La vesicula ofrece su
contenido a los endosomas, los cuales se acidifican y generan un ambiente desfavorable
provocando la degradacién de la carga interna (Figura 2-d). (Gomez-Gaete,2014; Petros y

Desimone,2010).

Por ultimo, puede mencionarse otro tipo de mecanismo de internalizacién denominado
endocitosis independiente de clatrina e independiente de cavelinas. Este tipo es caracteristico de

particulas de un tamafo de unos 90 nm (véase Figura 2-e) (Petros y Desimone,2010).
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Figura 2.-Se muestran los distintos mecanismos de internalizacion a) fagocitosis, b)
macropinocitosis, c) endocitosis mediada por caveolas, d) endocitosis mediada por clatrina y e)
endocitosis independiente de clatrina e independiente de caveolinas (Petros y Desimone,

2010)

1.4.-EL CANCER Y LAS NANOPARTICULAS

En nuestro organismo existen varios mecanismos reguladores para controlar el mantenimiento
y proliferacién de las células normales, cuando estos se dafian se generan las células tumorales.
Las nanoparticulas, para conseguir llegar a las células tumorales y poder tratar el cancer emplean
dos tipos de direccionamiento: el direccionamiento pasivo y el direccionamiento activo

(Martinez-Carmona et al., 2015).

1.4.1.-DIRECCIONAMIENTO PASIVO. Las células tumorales requieren una gran cantidad de
nutrientes y oxigeno para su rdpido crecimiento por lo que se genera la formaciéon de nuevos
vasos sanguineos a partir de los capilares, a este proceso se le denomina angiogénesis. La
angiogénesis se origina de manera desequilibrada y muy rapida, tanto asi que los vasos
sanguineos se forman de manera irregular. Estos vasos van a presentar un epitelio discontinuo
y con fenestras de tamafio entre 200 - 2000 nm; (Martinez-Carmona et al., 2015) se produce el

llamado efecto de permeabilidad y retencion (EPR). Estas irregularidades, que se producen en
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el endotelio de los capilares del tumor, van a permitir que las nanoestructuras puedan pasar por
ahi facilmente. Ademas, debido a que el drenaje linfatico en los tumores es deficiente, las

nanoparticulas se acumulan al nivel del tejido tumoral (Lollo et al., 2011).

1.4.2.-DIRECCIONAMIENTO ACTIVO. En el direccionamiento activo, la nanoparticula con el
farmaco va a llegar a un sitio en concreto, evitando el RES (Aftab et al., 2018). Las células
tumorales, tal como se comentd anteriormente, necesitan un gran aporte de nutrientes para su
crecimiento, para lograrlo tienen que llevar a cabo la sobreexpresién de diferentes tipos de
receptores en su superficie. Este tipo de direccionamiento se basa en modificar la superficie de
las nanoestructuras con distintos tipos de ligandos que sean especificos de estos receptores
sobreexpresados, estos receptores se pueden encontrar tanto en las células cancerosas como

en los vasos sanguineos que irrigan el tejido tumoral (Martinez-Carmona et al., 2015).
Los receptores de membranas sobreexpresados mas habituales en las células tumorales son:

-Receptor de dcido fdlico: el acido félico es unos de los ligandos mds estudiados, es el sustrato

principal del receptor folato que es el que se encuentra sobreexpresado en el tejido tumoral de
100 a 300 veces mas de lo normal. Quimioterapéuticos como el paclitaxel, docetaxel,
doxorrubicina y 5-FU, entre otros, han sido encapsulados en las nanoparticulas empleando este
ligando demostrando la mejoria sobre las células cancerosas con respecto a las mismas sin
emplear al ligando.

-Receptor de transferrina: la transferrina se trata de una glicoproteina de membrana que con su

receptor va a favorecer la absorcidon de hierro en la célula. En las células tumorales estan
sobreexpresados unas 100 veces mas que en la normalidad y se encuentran en distintos
canceres como el de mama y el de prostata. El empleo de nanoparticulas con paclitaxel
“adornadas” con este ligando han demostrado una inhibicién significativa del crecimiento
tumoral.

-Receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR): se trata de un receptor de tirosina

quinasa que se encuentran en los tumores epiteliales altamente sobreexpresados. El empleo de
las nanoparticulas con EGF es una buena opcién para llegar a este tipo de receptor y tratar el
cancer.

-Antigenos: los antigenos sobreexpresados que se encuentran en la superficie de las células
tumorales son una diana especifica para emplear una terapia contra el cancer, que se basa en el

empleo de nanoparticulas con anticuerpos.

Los receptores sobreexpresados en la vasculatura tumoral son:
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-Receptor del factor de crecimiento endotelial vascular (VEGFER): se encuentran

sobreexpresados en la angiogénesis. Se emplean las nanoparticulas junto con la proteina VEGF
para dirigirse a los vasos sanguineos del tumor.

-Metaloproteinasas de matriz: son enzimas necesarias para restaurar la matriz extracelular y

degradan a todo tipo de proteinas que se encuentren en ella. Como se encuentran
sobreexpresadas se van a utilizar como sefial para emplear nanoparticulas con anticuerpos
capaces de reconocer a metaloproteinasas de tipo 1.

-aB integrinas: este tipo de receptor se encuentra sobreexpresado en la neovascularizacion del
tejido tumoral y son poco frecuentes encontrarlos en células sanas. El péptido RGD (Arg-Gly-
Asp) reconoce a este tipo de receptor y se ha empleando en un estudio in vivo con ratones junto
a nanoparticulas con paclitaxel para tratar el cancer de mama, observandose una actividad
apoptdtica de las células tumorales, sin producir el efecto sistémico de las terapias

convencionales (Gomez-Gaete, 2014; Martinez-Carmona et al., 2015).

Este tipo de estrategia se complementa con el direccionamiento pasivo para aportar mayor
efectividad a la terapia contra el cancer, disminuyendo asi los efectos no deseados en

comparacion con las demas terapias convencionales (Cerqueira et al., 2015).

Es importante destacar que, a pesar de los avances conseguidos hasta la fecha en relacién al uso
de la nanotecnologia contra el cancer, actualmente existen sélo 8 nanoparticulas
comercializadas que estan aprobadas por la Asociacidn de Drogas y Alimentos de Estado Unidos
(FDA) y la Agencia Europea de Medicamentos (EMA) para el tratamiento contra el cancer
(Cerqueira et al., 2015).

En general, se destaca hasta la fecha el empleo de nanoparticulas organicas, como son:
los liposomas, las nanoparticulas poliméricas y las micelas. No obstante, aunque aun no existan
nanoparticulas inorganicas en el mercado, hay multiples estudios que apuntan a que dichos
nanosistemas constituiran vectores muy prometedores y seguros en un futuro préoximo (Wicki

et al., 2015).
2. OBJETIVOS

En este trabajo se ha llevado a cabo una revisién bibliografica de las nanoparticulas debido a su
gran importancia actual y a los beneficios que pueden aportar en el tratamiento del cancer,
llegando a ser una alternativa real a los tratamientos actuales. Este estudio persigue lograr varios

objetivos:
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-Proporcionar una versidn global de las nanoparticulas y sus caracteristicas fisicoquimicas y
estructurales mas importantes, asi como el motivo por el cual son tan interesantes en el mundo
de la biomedicina para tratar al cancer.

-Estudiar los mecanismos fundamentales por los que aparecen las multirresistencias a los
tratamientos actuales.

-Conocer a los nanomedicamentos que estan aprobados y que se emplean para tratar diversos
tipos de cdncer.

-Estudiar especificamente las propiedades de las nanoparticulas de oro en relaciéon con su

empleo en la terapia contra el cancer.
3. METODOLOGIA

Para la realizacién de este trabajo, de caracter bibliografico, se han llevado a cabo busquedas
bibliograficas de articulos cientificos a través de distintas bases de datos como son: Web of
Science, ScienceDirect, Elsevier, MDPI y Google académico. Las palabras claves que se
emplearon en la busqueda fueron escritas tanto en inglés como en espafiol dependiendo de la
base de datos que se estuviera consultando, entre ellas encontramos: “Nanoparticulas” o
“nanoparticles”, “nanomedecina” o “nanomedicine”, “nanotecnologia o nanotechnology”,
“cancer o cancer”, “gold nanoparticles” o “nanoparticulas de oro”, “liposomas o liposomes”,
“aplicaciones de las nanoparticulas” o “applications of nanoparticles”, estos términos se
emplearon solos y de forma conjunta con los demds en la misma zona de blsqueda, por ejemplo:

Nanoparticle and cancer, nanomedecina y cancer, etc.

Como criterios de seleccion se escogieron articulos publicados en los ultimos 20 afios, con el
objetivo de exponer una informacion actualizada. Ademas, se han priorizado los articulos de
revisién bibliografica frente a los de investigacion. Fueron seleccionados tanto articulos en inglés
como en espafiol que tuvieran libre acceso, o en su caso dicho acceso se consiguio a través de
la Biblioteca de la Universidad de Sevilla. Ademas de la busqueda de articulos cientificos,
también se incluyeron referencias procedentes del Instituto Nacional del Cancer y de la

Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS).
4. RESULTADO Y DISCUSION

4.1.-TRATAMIENTOS ACTUALES DEL CANCER

El cancer es tratado comunmente con técnicas como la quimioterapia, radioterapia y la cirugia.

e Quimioterapia: es uno de los métodos mas empleados en el tratamiento del cancer. En

él se utilizan diferentes tipos de medicamentos, destacando a los medicamentos
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citotéxicos. Se administran antes de la cirugia con el fin de disminuir el tamafo del
tumor, o después de esta, para evitar que se origine la metdstasis. Los farmacos
citotéxicos no son selectivos, por lo que dafian a las células cancerigenas y a su vez a las
células sanas. Se administran a la dosis maxima tolerada (MTD), lo cual genera una alta
toxicidad en el organismo que se manifiesta con efectos secundarios como
mielosupresién, nauseas, vomitos y alopecia, entre otros. Ademas, se ha demostrado
gue la quimioterapia citotéxica causa dafios permanentes en las células cardiacas, los
rifiones y el cerebro. En particular, en el 40% de los pacientes tratados para el cancer de
mama con doxorrubicina y ciclofosfamida, se observaron deficiencias neurocognitivas
entre las que pueden destacarse: problemas de aprendizaje, memoria y atencién. Un
problema afiadido a este tipo de tratamiento es el fendmeno de resistencia a farmacos
citotoxicos. Esto sucede en cuando los tumores empiezan a desarrollar resistencias
contra la efectividad de los fdrmacos citotdxicos, es lo que se denomina, resistencia a
multiples farmacos (MDR) (Cerqueira et al., 2015).

Radioterapia: Este método se emplea en combinacién con la quimioterapia en el 60%
de los cdnceres. La radioterapia tiene como objetivo dafiar al ADN de las células
malignas. El dafio es ocasionado por radiaciones ionizantes que inducen la apoptosis de
las células, dando como resultado la reduccion del tamafio del tumor.

Un estudio ha demostrado que alrededor del 57% de pacientes tratados con
radioterapia pélvica, después de 6-11 afios, sufrieron problemas moderadosy graves en
el funcionamiento del sistema urinario, intestinal y sexual; todo ello provocd en los
pacientes una baja calidad de vida con trastornos psicoldgicos. Otro de los casos donde
se han constatado efectos graves a largo plazo, es el de los pacientes tratados de cancer
rectal. Estos sufrieron problemas de la funcién anorrectal, especialmente provocando
incontinencia fecal, disminuyendo consecuentemente la calidad de vida. El fracaso de la
radioterapia se origina cuando aparecen efectos graves en el tejido normal. Por este
motivo se tiene que disminuir la dosis, que conlleva en la mayoria de los casos a un mal
pronéstico (Cerqueira et al., 2015).

Cirugia: Este método es la base del tratamiento del cancer. La técnica se basa en intentar
extirpar el 100% de las células tumorales. No obstante, la cirugia no siempre estd
recomendada, esto va a depender del tipo de cancer, su ubicacién y el estadio en el que
se encuentre. Especialmente, en el tratamiento del cdncer de mama (mastectomias,
tumorectomia), cancer de ovario, cancer intestinal y en el cancer de pulmoén
(neumonectomia, lobectomia), esta técnica es bastante comun teniendo altos niveles

de éxito. En cambio, su utilizacién trae consigo en la mayoria de los casos trastornos
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psicoldgicos y un empeoramiento en la calidad de vida. Por ejemplo, se ha demostrado
que el 25% de las mujeres que se habian sometido a una mastectomia sufrieron dolores

cronicos y depresion (Cerqueira et al., 2015).

4.2.- LA MULTIRESISTENCIA SOBRE FARMACOS QUIMIOTERAPEUTICOS

Para desarrollar tratamientos efectivos contra el cdncer, es importante conocer y entender los

mecanismos moleculares que provocan la multirresistencia.

Como se mencioné anteriormente, en el empleo de la quimioterapia, a veces los tumores
desarrollan resistencias a los distintos tipos de farmacos citotéxicos. MDR, se define como la
capacidad que tiene un tumor para evadirse de farmacos quimioterapéuticos con diferentes
estructuras y mecanismos de accidn. Se origina a causa de alteraciones, que dan lugar a la
disminucién de la captacion del farmaco, mejoria en las bombas de salida que expulsan al
farmaco, o producen cambios en la integridad de la membrana. Todo ello, conduce a una
disminucién en la concentracidn de estos farmacos en las células cancerigenas (Cerqueira et al.,

2015).

Estas alteraciones provocan: i) cambios en el ciclo celular y en los puntos de control, ii) bloqueo
de la apoptosis, iii) blogueo de mecanismos encargados en la reparacion del ADN, o iv) un

conjunto de todos ellos (Cerqueira et al., 2015).

En general, la célula tumoral desarrolla mecanismos contra la quimioterapia, que se pueden
dividir en 3 grupos, fundamentalmente: (i) aquellos que provocan que la concentracion del
farmaco en la diana molecular sea minima, (ii) mecanismos que conllevan modificaciones en la
diana molecular, y finalmente, (iii) aquellos que se activan una vez que llega el farmaco a la
diana, evitando la muerte celular (Paredes et al., 2006). Estos mecanismos se detallan a

continuacion:

-(i) Minima concentracion de farmaco en la diana molecular. Se trata del mecanismo mas comun
observado que reduce la efectividad de los farmacos quimioterapicos. La reduccién en la
acumulacidn intracelular de los farmacos, se puede deber a la expulsidn del farmaco a través de
la membrana celular, a alteraciones en el transporte entre ntcleo y citoplasma, a cambios en el
metabolismo intracelular del farmaco o a la retencién del farmaco en las vesiculas

citoplasmaticas (Paredes et al., 2006).

e Expulsion a través de la membrana celular: Posiblemente, este sea el mecanismo mas
estudiado, y basicamente, tiene relacién con la accién de determinadas proteinas

transportadoras. En concreto se distinguen 3, Pgp (P-glucoproteina), Mrp (multidrug
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resistance-associated protein) y Brcp (breast cancer resistance protein). Estas proteinas
pertenecen a una familia de transportadores conocidos, como son los transportadores
ABC (ATP-binding casette), implicados en el trasporte activo. Se ha demostrado que los
transportadores ABC se unen a farmacos hidréfobos como la doxorrubicina, el taxol, o
la vinclistina cuando se introducen en la membrana plasmatica, expulsandolos asi al
espacio extracelular (Cerqueira et al., 2015; Paredes et al., 2006).

e Retencion del farmaco en vesiculas citoplasmdticas y/o alteraciones en el transporte
entre nucleo y citoplasma: Estos mecanismos no son muy conocidos, pero
probablemente alguna MDR-proteina esté involucrada en ellos. En concreto, la Lrp (lung
resistance protein) (Paredes et al., 2006).

e Cambios en el metabolismo intracelular del fdrmaco: Cuando el farmaco llega al interior
celular, este puede ser inactivado por oxidacidn y/o conjugacién con glutation (GSH),
gracias al glutation S-transferasa (GST). Para que la célula pueda expulsar al farmaco,
necesita las denominadas bombas de GS-X, debido a que el conjugado que se forma GS-
X a partir del proceso de conjugacién es muy hidréfilo y no podria salir por difusién
pasiva. Algunas de las proteinas transportadoras pueden funcionar como bombas GS-X.
Este es el caso de las proteinas Mrp. Otras como la Pgp, ha demostrado poseer
elementos reguladores comunes con la GST. En ambos casos, se ha detectado un
aumento de la expresién de estas dos proteinas en tumores resistentes, y en tumores

con baja actividad proliferativa (Paredes et al., 2006).

-(ii) Cambios en la diana molecular. Las alteraciones producidas en la topoisomerasa Il
constituyen un ejemplo fehaciente de cdmo un cambio en la diana molecular de los farmacos
puede dar lugar a resistencias. Las topoisomerasas tienen funciones de gran importancia
relacionadas con el metabolismo del ADN: rompen y unen de una manera controlada las
cadenas de nucleétidos. Ademas, las alteraciones en la enzima pueden modificar su sensibilidad
a los inhibidores (Paredes et al., 2006).

Se conoce que existen dos tipos de topoisomerasas: la | y Il. La topoisomerasa |l tiene
dos isoformas, denominadas a y B. Los farmacos inhibidores de las topoisomerasas se unen a
estas isoformas y a su vez al ADN, estabilizando las roturas de este. De esta forma, al verse
impedida una la mejora de la integridad del ADN se inicia el proceso de apoptosis. Mas
especificamente, se ha demostrado que los valores de topoisomerasa Il tipo a son menores en
adenocarcinomas y carcinomas de célula grande de pulmén que en carcinoma de célula
pequefia, por lo que, esto podria contribuir a diferencias en la sensibilidad a la quimioterapia.

Realmente, no hay estudios clinicos que encuentren que esta relacién dependa de la respuesta
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a la quimioterapia. No obstante, se ha detectado cdmo los pacientes con valores de
topoisomerasa lla altos, tienen un bajo grado de supervivencia (Brigger et al., 2012; Paredes et
al., 2006).

-(iii) Mecanismos que evitan la muerte celular. Segin este tipo de mecanismo, aunque el
farmaco alcance su diana y produzca un dafio significativo, la célula tumoral es capaz de
defenderse contra los efectos de la quimioterapia. Entre los diferentes mecanismos que
cumplen esta premisa destacan dos tipos de alteraciones celulares: alta capacidad de reparacion

del ADN y bloqueo de la apoptosis (Paredes et al., 2006).

e Alta capacidad de reparacion del ADN: La mayoria de los farmacos citotdxicos tienen en
comun la funcion de provocar alteraciones en la estructura del ADN. La capacidad que
tienen las células tumorales de reparar el ADN, muestra otro mecanismo capaz de
generar multirresistencia. Entre las causas posibles destacan: la aparicion de
anormalidades en enzimas como la 06-alquilguanina-alquiltransferasa (ATasa), o
alteraciones en los genes que reparan la escision del ADN. Asi, por ejemplo, un aumento
en la expresién del gen ERCC1 (excision repair cross-complementing 1) da lugar a
resistencia al cisplatino en el cancer de pulmdn (Paredes et al., 2006).

e Bloqueo de la apoptosis: Los tejidos normales no crean resistencia a la quimioterapia.
La médula dsea y la mucosa gastrointestinal son los tejidos que mas efectos adversos
sufren debido a los farmacos citotéxicos y a pesar de ello, no se vuelven resistentes a
ellos. Se cree que esto se debe a que los tejidos normales tienen la maquinaria genética
en buen funcionamiento y controlan de manera correcta los puntos de chequeos del
ciclo celular y la muerte celular programada. Asi, cuando el ADN se dafia, esta
maquinaria tiende a parar el ciclo celular o a llevar a esa célula a realizar la apoptosis
(Cerqueira et al., 2015; Paredes et al., 2006).

Una proteina especialmente relevante es la proteina p53. Esta proteina es activadora de
la transcripcién y posee efecto tumoral supresor. Su accion se basa en interrumpir la
fase G1 o G2 del ciclo celular cuando la célula se expone a algun farmaco, que perjudica
al ADN. También, activa el proceso de la apoptosis, por lo que, en células tumorales, si
se produce alguna mutacion del gen que codifica la p53, podria alterar los procesos de
regulacién del ciclo celular y de la apoptosis. Los cambios en esta proteina, se relacionan
con la resistencia de algunos quimioterapéuticos, pero también con una alta sensibilidad
a otros (Paredes et al., 2006).

La p53 en su estado normal, suprime los genes que codifican a las proteinas Mrp y Pgp,

las cuales, como se explicé anteriormente, estan relacionadas con la resistencia a la
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guimioterapia. La Pgp, ademas de su funcién como bomba de membrana, también
inhibe la apoptosis por otras vias distintas a la p53.

Existen otros factores que actuan sobre la apoptosis, que tienen probabilidades de
causar resistencia a la quimioterapia. Entre ellos pueden destacarse aquellos que
activan a los genes supresores de la apoptosis, por ejemplo, el Bcl-2. En este caso, se ha
demostrado cémo su inhibicidn, en cultivos celulares de leucemia y linfomas, dio lugar
a una disminucidn en la resistencia a los farmacos antineoplasicos. Otro ejemplo lo
constituye la inhibicidn de las proteincinasas, las cuales se activan por el estrés e inducen
la apoptosis, facilitando asi este proceso en la quimioterapia. Por ultimo, es destacable
la inhibicién de las caspasas, que si se activan por el empleo de varios antineoplasicos,

son capaces de inducir la apoptosis (Paredes et al., 2006).

Como posible solucién o mejora en el fendmeno de resistencia a antineopldsicos surge la
nanotecnologia aplicada a la medicina, que en este contexto tiene como objetivo desarrollar
nanoparticulas capaces de evadir el sistema inmunolégico e introducir farmacos citotdxicos en
la zona tumoral. De esta forma, se solventan algunas limitaciones de la quimioterapia. Asi,
debido a su tamano reducido, con dimensiones en la nanoescala, y a las favorables
caracteristicas superficiales y fisicoquimicas, las nanoparticulas presentan oportunidades Unicas

para atacar al tumor (Steichen et al., 2013; Cerqueira et al., 2015).

4.3.-NANOPARTICULAS ORGANICAS: LIPOSOMAS

4.3.1.-DEFINICION Y GENERALIDADES. Los liposomas son vesiculas con estructura esférica
constituidas por fosfolipidos anfifilicos y colesterol. Estos compuestos se agrupan en bicapas,
siendo su interior de caracter acuoso (Oropesa y Jauregui, 2012). A su vez, los fosfolipidos estan
formados por cadenas de atomos de carbono e hidréogeno, y en los extremos por grupos
fosfatos. Estos grupos forman parte de la cabeza o regién hidrofilica, que se encuentra en
contacto con el exterior e interior del liposoma. Por otra parte, las cadenas hidrocarbonadas
forman parte de la cola o regidn hidréfoba de la molécula, la cual se encuentra situada entre las
regiones hidrofilicas. Estas caracteristicas fisicas peculiares confieren la posibilidad de
encapsular a farmacos hidréfobos en la membrana lipidica, y a farmacos hidrofilicos en el centro

acuoso o en la superficie del liposoma (Figura 3) (Tovar y Maldonado, 2018).

Dependiendo del tamafio y el nUmero de capas, los liposomas se pueden clasificar en 3 tipos:
vesiculas multilaminares (mayor de 200 nm), vesiculas unilamilares grandes (100-400 nm), y
vesiculas unilamilares pequefias (menor a 100 nm). (Mayoral et al., 2009). Ademas, los

liposomas también se pueden clasificar dependiendo de su composicién y del mecanismo de
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administracion intracelular. De esta forma se distinguen: liposomas convencionales, liposomas
de elevada circulacion, liposomas catiénicos, inmunoliposomas y liposomas sensibles a pH
(Oropesa y Jauregui, 2012).

Los liposomas han demostrado ser muy utiles para ser empleados en la administracion
de farmacos por multiples razones, incluyendo entre ellas, su similitud con las membranas

celulares tanto en composicion como estructura (Steichen et al., 2013).

< Targetting
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Figura 3.-La imagen representa a un liposoma bilaminar. En los liposomas existe la posibilidad

de transportar farmacos en la regién hidréfoba y en la region hidrofilica (Malam et al., 2014).

Entre las ventajas del empleo de los liposomas como vectores de anticancerigenos
destaca la capacidad de integrar en su estructura tanto moléculas hidrofébicas, como
hidrofilicas y de cardcter anfifilico. Los liposomas protegen a distintos farmacos de la
degradacion provocada por agentes externos, como la luz y el agua. Ademas, actuan como
vehiculos de sustancias bioactivas o de farmacos sensibles a la degradacién, evitando su
oxidacion. Sus propiedades fisicas, como la carga superficial, el tamafio, la permeabilidad o la
rigidez de la pared son facilmente modificables. Por otro lado, rehisan del empleo de
disolventes en sus preparaciones, y poseen un amplio abanico de utilidades, ya que se pueden
administrarse tanto por via intravenosa, como por via oral o por la piel (Steichen et al., 2013;

Tovar y Maldonado, 2018).

Sin embargo, los liposomas también presentan algunas desventajas que dificulta su desarrollo y
produccién, como son: (i) su baja estabilidad, la produccién a gran escala es muy costosa, es
decir, tiene baja reproducibilidad, y (ii) su complejo proceso de esterilizacion (Tovar vy

Maldonado, 2018).

Los liposomas por si solos, son bastantes inestables estéricamente y rdpidamente eliminados
del torrente sanguineo por el sistema MPS. Para evitar este hecho, se realizan modificaciones
de la superficie con el empleo de polimeros hidrofilicos. En concreto, se ha demostrado cémo el
PEG, formando liposomas pegilados, incrementa la biocompatibilidad y supone una mejoria en

el control de los perfiles de degradacion. También, se puede modificar la superficie con el
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empleo de ligandos para dirigirse a sitios especificos, que mejoran su selectividad. (Steichen et
al., 2013; Tovar y Maldonado, 2018). Estos liposomas pegilados, han demostrado tener gran
eficacia en el tratamiento contra el cancer, debido a su capacidad de larga duracion en el
organismo, y a que no generan respuesta inmunitaria; con ello, consiguen alcanzar el intersticio
del tumor donde liberan al fdrmaco, consiguiendo alcanzar su zona de interés (efecto EPR).

Para tratar el cancer, también se emplea la administraciéon de farmacos sensibles a
estimulos, basandose en la naturaleza de la célula. Las células cancerigenas, poseen una
temperatura mas elevada y un pH mds acido que las células normales; por esta razén, se pueden
emplear liposomas sensibles a estimulos, pudiendo liberar el farmaco de manera mas selectiva
y perfeccionar el tratamiento contra el cancer (Saha et al., 2010). Sin embargo, para que los
liposomas puedan liberar su contenido y ejercer su accién, tienen que ser capaces de
interaccionar con la célula de manera eficaz y sea captada por ella. Los mecanismos que utilizan
los liposomas para ello son:

e Intercambio o transferencia de lipidos: Se basa en el intercambio de lipidos entre la

célula y el liposoma, sin ser necesario un contacto previo entre ambos. Se piensa que
este intercambio puede estar mediado por una proteina especifica que se encuentra en
la superficie externa, ya que estos cambios se dan solo en distintos tipos de fosfolipidos;
en concreto, la fosfatidilcolina y fosfatidiletanolamina.
Los liposomas vy las lipoproteinas del suero también pueden interaccionar por este
mecanismo, provocando la destruccidn o la pérdida del contenido del liposoma. Todo
ello, dependera del tipo de liposoma y de su composicion. Por ejemplo, las vesiculas
laminares pequefias formadas Unicamente por fosfatidilcolina se desintegra
ligeramente en el plasma. En cambio, si se incorpora un pequefio porcentaje de
colesterol (30%) la desintegracién puede ser inhibida (Vitas et al., 2017).

e Adsorcion: Este mecanismo permite que se lleve a cabo el proceso de internalizacién de
los liposomas por fusién o endocitosis. Se basa en el contacto del liposomay la superficie
celular mediante la participacién de fuerzas hidrofdbicas o electrostaticas, o también,
por receptores especificos de la superficie celular, como las proteinas de membrana.
Cuando se produce la adsorcién del liposoma en la superficie celular, lo que se produce
a continuacion es la ingestion, en la cual intervienen también, determinadas proteinas
de membrana (Vitas et al., 2017).

e Fusion: Se basa en la fijacion de la membrana del liposoma en la membrana celular, esto
permite liberar el contenido de la vesicula al citoplasma celular. Si este proceso lo ejerce
vesiculas multilaminares, utiliza una de las bicapas lipidicas, la cual pierde, mientras el

resto de la vesicula se introduce en el interior de la célula. Muchos estudios in vitro, han
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supuesto avances en la formulacién de los liposomas, como conseguir la fusién de estos
a la superficie celular mediante fusdgenos (lisolecitina, fosfatidilserina), o la fusién de
vesiculas multilaminares que presentan carga superficial negativa con linfocitos
humanos no fagociticos y fibroblastos. Por otra parte, también se han conseguido
resultados prometedores utilizando fosfatidiletanolamina, acido oleico y lipidos con
carga positiva. En cambio, en estudios in vivo, la fusién no se suele llevar a cabo debido
a que los liposomas son eliminados del torrente sanguineo por fagocitosis. Este proceso
se llevara a cabo en sitios donde el MPS tenga menor actividad (humor acuoso de los
ojos, liquido cerebroespinal) (Vitas et al., 2017).

e Endocitosis: El liposoma se introduce en el interior de la célula por fagocitosis. En este
proceso, se produce una invaginacién en la membrana celular que atrapa por completo
al liposoma, formando una vesicula denominada fagosoma o endosoma. Esta vesicula,
se une con los lisosomas primarios, formando lisosomas secundarios o fagolisosomas,
donde a continuaciodn, se produce la accién de enzimas hidroliticas a un pH aproximado
de 4,5. Dicha accidn provoca la digestion del liposoma y la liberacién de su contenido.
Las vesiculas que pueden realizar el proceso de internalizacién por endocitosis son por
lo general, las que poseen caracter neutro, o las que se hallan en estado de gel. Tanto la
carga como la fluidez del liposoma, va a influir en los procesos de endocitosis y de fusion.
Los mecanismos que mas predominan en los liposomas para interactuar con las células,

segun estudios in vitro e in vivo, son la adsorcién y la endocitosis (Vitas et al., 2017).

4.3.2.-LIPOSOMAS EN EL TRATAMIENTO DEL CANCER. Los liposomas han sido investigados
profundamente como portadores de farmacos para aplicarlos al tratamiento del cancer,
consiguiendo asi, ser los primeros nanomedicamentos aprobados para este fin. Existen varias
formulaciones de liposomas comercializadas e indicadas para distintos tipos de cancer. En este

trabajo nos centraremos en la formulacién Doxil” (Lollo et al., 2011; Bedoya, 2012).

*DOXIL’. Doxil” fue aprobada en 1995 por la FDA, se trata de un compuesto liposomal pegilado
que se desarrollo con el fin de encapsular la antraciclina doxorrubicina. (Wicki et al., 2011;

Malam et al., 2009).

La doxorrubicina ejerce su accidn sobre los acidos nucleicos en células que se encuentran en
proceso de divisidon, empleando dos mecanismos. Uno de ellos, se basa en evitar la replicacion
y la transcripcién de células tumorales en crecimiento acelerado, inhibiendo la sintesis de ADN
y ARN (Barenholz, 2012). Este mecanismo es posible gracias a las propiedades fisicoquimicas de

la molécula de doxorrubicina, gracias a las cuales su amina cargada positivamente se une de
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manera eficaz al grupo fosfato del acido nucleico cargado negativamente. El segundo
mecanismo que emplea, es la inhibicién de la enzima topoisomerasa Il, que evita que el ADN
que se encuentra superenrollado se relaje, por lo que no se realiza el proceso de replicacién ni

transcripcién del ADN (Barenholz, 2012; Malam et al., 2009).

Un dato importante a destacar, es que la doxorrubicina forma radicales libres que provocan
dafio oxidativo al ADN, a las proteinas y a los lipidos de la membrana celular. En concreto, este
efecto es mayor sobre las membranas mitocondriales, las cuales poseen un alto contenido en
cardiolipina (fosfolipido difosfatidilglicerol) cargada negativamente. Asi la doxorrubicina, de
carga positiva, tiene una alta afinidad electrostatica por estos fosfolipidos. Este dafio que causa
la oxidacion, explica la razén de la toxicidad y de los efectos secundarios de la doxorrubicina. De
esta forma, el farmaco genera una alta cardiotoxicidad ya que el corazén contiene un gran

nuimero de mitocondrias (Barenholz, 2012).

A diferencia de la doxorrubicina libre, la formulacién Doxil*, presenta una menor cardiotoxicidad
y ha demostrado tener una mayor eficacia. Estas ventajas que presenta el Doxil” se atribuyen al
direccionamiento pasivo, que se debe a la presencia de fugas en la vasculatura del tumor vy al

efecto EPR. (Malam et al., 2009; Oropesa y Jauregui, 2012).

Para lograr que los liposomas realicen de manera eficaz un direccionamiento pasivo y lleguen a

los tejidos cancerosos, se necesitan algunos requisitos principales:

e Una circulacién plasmatica prolongada con su forma intacta, para ello se desarrollan
liposomas estabilizados estéricamente, formados por fosfolipidos, colesterol vy
polimeros (PEG).

e Liposomas con niveles suficientes de farmaco que le permita llegar a su objetivo de
manera eficaz, y ademas con la carga estabilizada. Este requisito tiene algunos
problemas, ya que los liposomas tienen un tamafio nanométrico y en el caso de la
doxorrubicina, se necesita una dosis muy elevada para lograr la eficacia terapéutica.
Ademads, es complicado lograr una carga pasiva suficiente en la parte acuosa del
liposoma, sobre todo debido a la baja solubilidad de la doxorrubicina. La solucién a esto,
es el uso de gradiente de iones amonio o pH para la carga remota (activa) de bases o
acidos anfipaticos débiles en los liposomas.

e Extravasacion al tejido tumoral, se consigue con el empleo de liposomas con un tamafio
aproximado de < 120 nm, capaz de atravesar la vasculatura del tumor gracias al efecto

EPR.
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e Conseguir llevar el farmaco activo a las células dianas, esto se logra con liposomas
capaces de liberar el fdrmaco basdndose en las propiedades del tejido tumoral, o
también, empleando liposomas sensibles a las fosfolipasas, liposomas termosensibles,

o por internalizacién debido al direccionamiento activo, entre otros.

Como se ha comentado anteriormente en los requisitos, conseguir una carga estable era
necesario para que la formulacién de Doxil® fuera eficaz. Debido al tamafio nanométrico de los
liposomas y a la gran concentracion de farmaco necesaria, fue imposible de lograr mediante

carga pasiva, ya que la baja solubilidad de doxorrubicina lo impedia (Vitas et al., 2017).

En los andlisis realizados sobre la carga, se demostré que la Unica opcidon para que la formulacidn
fuera viable era mediante carga remota (activa). El desarrollo de Myocet® surgié asi, con los
estudios sobre la carga remota de doxorrubicina empleando liposomas mediante gradiente de
pH. Para el desarrollo de Doxil°, donde la doxorrubicina se encuentra en la fase acuosa
intraliposomal en forma de sal, se empled otro tipo de carga remota, basada en el gradiente
transmembranal de sulfato de amonio [(NH4) 250 4] iposoma » [(NH ) 2SO 4] medio, €ste
descubrimiento posibilité el uso clinico de Doxil®. Esta estrategia se basa en la fabricacién de
liposomas con un gradiente de iones transmembrana, que se encuentra de manera elevada en
el interior del liposoma y baja en el exterior, esto va a actuar como una fuerza para impulsar la
carga remota del farmaco anfipatico de base débil. Si se empleara acidos débiles anfipaticos, la
fuerza que lo impulsaria seria un gradiente transmembrana de acetato de calcio. Esto es asi, ya
que dichos iones se intercambian con el fdrmaco anfipatico (si es dcido débil se intercambia con
el ion acetato liposémico, y si se trata de una base débil con el ion amonio liposémico). El
contraidn que se forma (sulfato en el caso de amonio, calcio en el caso de acetato) va a controlar
la agregacion y precipitacion del farmaco que se encuentra en la fase acuosa del liposoma,

controlando asi, la estabilidad, la velocidad de liberacidon y la eficacia de la carga remota.

Esta formulacién ha demostrado la importancia de la quimica-fisica, la biofisica de los lipidos y
el empleo de la nanotecnologia para desarrollar con éxito el empleo de farmacos basados en

liposomas (Vitas et al., 2017; Barenholz, 2012).

En el caso de Doxil’, el formaco que se encuentra circulando por el plasma, se mide
mayoritariamente como farmaco asociado a liposomas, y asi con esta forma llega al tumor. Si
no es capaz de liberar el farmaco de manera correcta, no habra efectividad. Esta formulacion se
puede comparar respecto al tamafio, composicidn y distribucién con el cisplatino Stealh, donde

su diferencia es que estd cargado pasivamente con cisplatino (nombramos esta comparacion
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para que a continuacién podamos explicar los posibles mecanismos que lleva a cabo la

formulacién Doxil®) (Solomon y Gabizon, 2008).

Para comprobar que el farmaco es correctamente liberado, se mide el nivel y la presencia de los
metabolitos que se forman, esto es posible mediante HPLC. Se conoce que la doxorrubicina para
formar metabolitos lo tiene que hacer intracelularmente, por lo que, si se haya metabolitos del
farmaco en los tejidos tumorales, indica que el fdrmaco es absorbido de manera eficaz por las
células cancerigenas. Aunque no se conoce exactamente el mecanismo que utiliza el farmaco,
se pueden predecir dos para aclarar el proceso de internalizacién que emplea, i) la célula capta
a los liposomas con su forma intacta y después se libera el farmaco al interior de la célula, ii) el
farmaco se libera en el liquido intersticial del tumor y a continuacion, es absorbido por las
células. Los nanoliposomas de cisplatino Stealth, no son captados de manera intacta por las
células, por lo que el primer mecanismo descrito podria ser descartado, ya que como dijimos
anteriormente, el cisplatino Stealth y Doxil® tienen muchas similitudes. Asi, la liberacién del
farmaco puede estar relacionado con la existencia de un gradiente de sulfato de amonio, o por
degradacion de los lipidos por la accidon de las fosfolipasas. Aunque esta ultima asercidn es
cuestionable, ya que entre los componentes que forma la membrana del liposoma se encuentra
el colesterol, y este dificulta la actividad de las fosfolipasas, inhibiéndolas. Concluyamos con
esto, que el mecanismo posible que puede seguir la formulacién Doxil* es el segundo que se
nombrd, siendo liberado por el colapso del gradiente de sulfato de amonio. No obstante, el
esclarecimiento de esta cuestién requiere de mas investigaciones al respecto (Solomon y

Gabizon, 2008; Barenholz, 2012).

En los ensayos clinicos de Doxil”, se estudid la farmacocinética plasmatica y la acumulacién de
doxorrubicina. Esta fue administrada por via intravenosa, y se observé de forma muy clara que
los niveles de doxorrubicina en las células tumorales y en los fluidos intersticiales tumorales,
eran mas elevados con la administracion de doxorrubicina liposomal que con la administracion
de doxorrubicina libre. Los niveles de farmaco lograron su punto mas alto entre los tres y siete
dias después de su administracion, esto muestra, que la célula tumoral esta expuesta un mayor
tiempo y con unos niveles de farmaco mas altos con la administracién de Doxil” (Solomon y

Gabizon, 2008).

También, se encontraron otras diferencias, con respecto al volumen de distribucion: 4 litros para
Doxil’ y 254 L para la doxorrubicina libre; asi como también en la tasa de eliminacion: 0,1L/h
para Doxil” y 45L/h para la doxorrubicina libre, siendo la cinética de liberacién de Doxil” mucho

mas lenta. Doxil” presentd una cinética biexponencial en relacién al tiempo de eliminacién
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plasmética, cuyas semividas fueron 2 y 45h para 25 y 50mg /m? de doxorrubicina,
respectivamente. Asi, gran parte de la dosis fue eliminada del plasma en la semivida mas

prolongada (Solomon y Gabizon, 2008; Barenholz, 2012).

Mas recientemente, se ha investigado el efecto de la doxorrubicina liposomal pegilada en un
modelo de tumor de ratén macho, inoculado con células de cancer de colon (C26) y con células
C26 resistentes a la doxorrubicina, las cuales tenian sobreexpresadas las bombas de salida de P-
glucoproteinas. Los resultados que se obtuvieron, verificaron que la doxorrubicina liposomal
pegilada posee efectos antitumorales contra las células C26 no resistentes y contra las células
C26 resistentes a la doxorrubicina, por lo que puede ser una opcidon muy interesante para

emplearse en casos de multirresistencia por la quimioterapia (Malam et al., 2009).

Actualmente Doxil®, se emplea para tratar el cancer de ovario, en monoterapia para tratar el
sarcoma de Kaposi, para el tratamiento del cdncer de mama y junto a bortezomib para tratar el

mieloma multiple (Lollo et al., 2011; Malam et al., 2009).

*OTRAS FORMULACIONES LIPOSOMALES

Myocet’, encapsula a la doxorrubicina al igual que Doxil”, con la diferencia de que es una
formulacion liposomal no pegilada, es decir no presenta un recubrimiento con PEG en su
superficie. Por ello, su eliminacion del plasma es mas rapida que en Doxil’, eliminandose hasta
un 90% en 24 h. La formulacién Myocet®, se emplea para tratar el cdncer de mama metastdsico
y el cancer de ovario (Jerez, 2013; Lollo et al., 2011).

Daunoxome’, se emplea para tratar el Sarcoma de Kaposi, se trata de un sistema
liposomal no pegilado con un tamafo aproximado de 35-60 nm, que encapsula a la
daunorrubicina. Este transportador, consigue una mejoria en los perfiles farmacocinéticos y en
la eficacia, lo que repercute en una mayor esperanza de vida en los pacientes tratados.

Por Gltimo, el Margibo®, es también un sistema liposomal no pegilado con un tamafio
aproximado de 115 nm, que encapsula a la vincristina. Este nanosistema, logra disminuir la
neurotoxicidad que produce el fdrmaco en el organismo y aumenta su semivida. Se emplea para
el tratamiento del linfoma no- Hodgkin en combinacién con otros farmacos citostaticos (Lollo et

al., 2011; Gomez-Gaete,2014).

4.4.-NANOPARTICULAS INORGANICAS: NANOPARTICULAS DE ORO

La aplicacién de las nanoparticulas de oro (AuNPs) se remontan a la antigliedad. Asi, existen
evidencias de que en el afio 2500 antes de Cristo se empled el oro coloidal en China (Mateo et

al., 2013). En la Edad Media, donde entonces se conocia como oro potable, se empleé como
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sustancia curativa en diversas enfermedades, como en problemas cardiacos, venéreos,

epilepsia, artritis, y para el diagndstico de la sifilis (Bai et al., 2020).

Otra de las pruebas que tenemos para saber que hubo evidencias del uso de las nanoparticulas
hace miles de anos, es la copa de Licurgo, originaria del siglo IV después de Cristo. Esta copa
tiene una caracteristica muy curiosa, el cristal de la copa es de color verde pero cuando se
ilumina por dentro se vuelve de color rojo, es decir, posee propiedades dicroicas. La copa estd
compuesta por trazas de dos tipos de nanoparticulas metalicas: por nanoparticulas de plata
(AgNPs) y de oro, que poseen un tamafio de entre 50 nm y 100 nm. Estas nanoparticulas, son
las responsables de esta caracteristica dptica, las AgNPs le proporcionan el color verde y las
AuNPs el color rojo. Detras de este fendmeno estd la resonancia de plasmén de superficie

localizada (LSPR) (Oliva, 2013).

El oro es un metal noble conocido por su gran resistencia a la oxidacidn y a la corrosion, es el
Unico metal elemental que tiene color y mantiene su brillo de manera excepcional. Su naturaleza
bioinerte, hace que el oro sea un gran aspirante para emplearse en aplicaciones biomédicas,

tanto in vitro como in vivo (Yang et al., 2015).

Con el desarrollo de la nanotecnologia, se han conseguido grandes avances referente a las
AuNPs. Como vimos al principio, existen varios tipos de nanoparticulas inorgdnicas, pero las
AuNPs han demostrado tener mayor aplicabilidad en diferentes tipos de terapias contra el
cancer, entre las que destacamos: la radioterapia (RT), la terapia fototérmica (PTT), la
hipertermia inducida por radiofrecuencia (RFHT), la hipertermia inducida por ultrasonido
(USHT), la terapia fotodinamica (PDT) y la terapia sonodinamica (SDT). En definitiva, estas
nanoestructuras han demostrado ser extraordinarias, capaces de combinar varios tratamientos

para mejorar los resultados en las terapias (Beik et al., 2019).

Al igual que otras nanoestructuras, las AuNPs también son capaces de dirigirse directamente al
tumor, bien sea por direccionamiento pasivo o direccionamiento activo. Dichas nanoparticulas,
se acumulan en el sitio del tumor de manera pasiva debido a las fugas y fenestraciones de los
vasos sanguineos, puediendo permanecer largos periodos de tiempo por el bajo drenaje
linfatico que presenta la zona tumoral. Para evitar la captura de la nanoparticula por el RES y
prolongar su tiempo de circulacién, se utiliza el PEG. Todo ello, consigue que los niveles del
farmaco que llegan al tumor sean de 10 y 100 veces mayor en comparacion con el farmaco libre

(Claire et al., 2010; Jain, 2012).

Por otra parte, una de las ventajas de estas nanoparticulas es la posibilidad de realizar cambios

en su superficie de manera sencilla al ser recubiertas con diferentes ligandos o estabilizadores.
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Asi, las AuNPs son capaces de formar enlaces covalentes con grupos tiol, ademas de enlaces
fuertes con grupos amina. Con esta ventaja, se puede utilizar el direccionamiento activo, para
que se dirija directamente a los tumores, enlazando ligandos especificos (EGFR, la transferrina,
el acido fdlico, anticuerpos) a la superficie de la nanoparticula. Por ejemplo, en un primer paso,
se puede unir en un extremo del PEG un grupo como N-hidroxisuccinimida (NHS) y en el otro
extremo, un grupo como el disulfuro de ortopiridilo (OPSS). EI OPSS se unird a la superficie de la
nanoparticula rompiendo un enlace disulfuro y formado un enlace de tiolato. Después, se puede
afadir un anticuerpo, donde su amina primaria reacciona con el grupo NHS del PEG,

completando asi la bioconjugacion (Claire et al., 2010; Jain, 2012; Ferro-Flores et al., 2010).

Realmente, el enorme interés que ha supuesto el uso de AuNPs en la actualidad se debe a que
estas tienen propiedades Unicas, su sintesis es facil de ejecutar y poseen una gran estabilidad
quimica (Siddique y Chow, 2020). Las propiedades Unicas que caracterizan a estas
nanoestructuras se deben a sus caracteristicas fisicas (resonancia de plasma de superficie
localizada, radioactividad, nimero atdomico alto) y a sus caracteristicas quimicas (capacidad de
unirse a grupos amina vy tiol, actividad y aplicaciones cataliticas y actividad bioldgica). Debido a
estas caracteristicas fisico-quimicas, y a la biocompatibilidad y la baja toxicidad de las AuNPs, se
encuentran multiples aplicaciones en el diagndstico y en el tratamiento del cancer (Bai et al.,

2020; Shelar et al., 2020).

4.4.1. RESONANCIA DE PLASMON DE SUPERFICIE LOCALIZADA (LSPR). Este fendmeno se
produce cuando una fuente de luz incide sobre la AUNP. El término LSPR o resonancia plasmatica
de superficie localizada, es la oscilacién resonante que sufren los electrones libres de las
nanoparticulas en presencia de luz. Eso sucede porque sus electrones forman una "nube"
alrededor de los nucleos atémicos, que es movil, lo que permite que las nanoparticulas de oro
transporten carga. Como puede deducirse de la mecdnica cudntica, estos electrones podrian
actuar como particulas o como ondas con un valor de energia definido y finalmente producir
resonancia. Cuando un metal en su superficie absorbe luz de una longitud de onda resonante,
la nube de electrones vibrara y disipara energia (Figura 4). Esas oscilaciones de la nube de

electrones del metal se llaman "plasmones" (Long y Jing, 2014).

Cuando se produce la LSPR, se generan campos electromagnéticos en la superficie de la
nanoparticula, los cuales pueden emplearse para mejorar las sefiales espectrales de sustancias
cercanas, a esto se le conoce como espectro de mejora de la superficie (SES). En otras palabras,

mejoran las sefiales dpticas (fluorescencia, dispersion de Raman). Las investigaciones de SES
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para el empleo en la oncoterapia, se basan principalmente en la espectroscopia de Raman de

superficie mejorada (SERS) (Bai et al., 2020).
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Figura 4.- Imagen representativa del fendmeno de resonancia de plasmdn de superficie
localizada (LSPR), el cual tiene dos efectos importantes en las nanoparticulas de oro (AuNPs):

mejora del campo electromagnético local y mejora el coeficiente de extincidn (Bai et al., 2020).

El fendmeno LSPR en las nanoparticulas origina dos procesos: i) de dispersion: en el que se
produce la irradiacién de la luz incidente a la misma frecuencia, pero en varias direcciones, esto
ultimo se emplea en el mapeo de imagenes, y ii) de absorcion: la luz se absorbe y provoca la
conversion de fotones en calor, se emplea en PTT. Estas interacciones entre la luz y la materia,
se van a emplear para desarrollar nuevas herramientas aplicables en la biomedicina,
empledndose en el diagndstico y en tratamientos de tumores (Mar et al., 2019; Cruz et al., 2012;
Yang et al., 2015). El LSPR puede variar dependiendo del tamafio, forma, composicién y del

microambiente o entorno en el que se encuentre la nanoparticula.

Para emplear las AuNPs en aplicaciones biomédicas nos interesa conseguir bandas de LSPR en
la regidn de infrarrojo (NIR) entre 650-900 nm, ya que, a estas longitudes de ondas, la luz
incidente que se emplea logra alcanzar a los tejidos blandos. Esto se debe a que la sangre y el
agua tiene una baja absorcidn, ademas de una dispersion baja en los tejidos blandos (Yang et

al., 2015).

En general, en una AuNP la banda de LSPR varia y se desplaza de manera significativa cuando se
altera la constante dieléctrica () del medio en que estd inmerso la nanoparticula. A medida que
esta constante aumenta, la banda de absorcidn del plasmdén de superficie (SPR) se ensancha
desplazandose a mayores longitudes de ondas. Por otra parte, una variacion en el tamafio del
nanosistema de oro supone cambios en la posicion del maximo de la banda SPR. Asi, por
ejemplo, nanoesferas de Au de 5 nm de didmetro reflejan un pico de LSPR de unos 520 nmy

nanoesferas de Au de 70 nm de didmetro, un pico de 530 nm, lo que supone un claro
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desplazamiento hacia el rojo a medida que el didmetro de la nanoparticula aumenta. Seria
imposible ajustar el LSPR al NIR en nanoesferas de Au empleando solo un cambio de tamafio por

debajo de 100 nm (Yang et al., 2015; Bai et al., 2020).

Por otra parte, la agregacion de nanoparticulas implica interacciones entre los campos eléctricos
de cada una de ellas, de manera que este fendmeno afecta también a la posicion del LSPR. Por
ejemplo, una disolucidn de AuNPs se tornara roja, cuando la distancia entre las particulas es
mayor que su didmetro medio, mientras que la misma suspension aparecera de color azul
cuando la distancia entre las particulas sea menor que su didmetro medio. Dicho de otra
manera, cuando las nanoparticulas se agregan, el LSPR se desplaza a longitudes de onda mas
largas, a esto se le conoce como “desplazamiento hacia el rojo”, mientras que cuando se
encuentran adecuadamente dispersadas en el disolvente empleado, se desplaza a longitudes de
ondas mas cortas, se denomina, “desplazamiento hacia el azul”. En ambos casos, el sistema
experimenta un cambio de color. Dicha caracteristica se emplea frecuentemente para la

deteccion colorimétrica de diferentes analitos, como son el ADN o proteinas (Yang et al., 2015).

Para ajustar la banda de LSPR al NIR, debemos tener en cuenta otros parametros como la forma
del nanosistema. En este sentido, son mas eficientes las nanoestructuras con formas no
esféricas, demostrando que estas pueden ser mas ajustables al NIR, sin tener que aumentar su
tamafio de manera excesiva, como en el caso de las nanoparticulas esféricas. Entre las diversas
formas existentes de AuNPs, los nanorods (AuNR) son los que mas se han estudiado (Yang et al.,

2015).

Los AuNR se caracterizan por su forma de barra. Su resonancia se asocia con longitudes de ondas
NIR debido a su relacién: largo-ancho. Esto va a generar que presente dos tipos de resonancia,
una longitudinal y otra transversal (Jauffred et al., 2019). Estas resonancias son independientes
entre si. Suponiendo que todas las particulas estan en la misma direccidn, se puede medir cada
una de las resonancias, empleando una luz polarizada dirigida de forma paralela y otra de forma
perpendicular al eje de la barra (09). Incidiendo el haz de luz de forma paralela al eje de la barra
(09) se excitara el plasmdn de superficie longitudinal, que es el que se desplaza a la regién NIR.
Por otro lado, si se incide la luz de forma perpendicular al eje (902), se obtiene el plasmdn de
superficie transversal, que presenta similitud con el de las nanoesferas (Figura 5) (Pérez-Juste et
al., 2005). En definitiva, este comportamiento de la resonancia de los AuNR se debe a la relacion
del largo y ancho, es decir del aspect-ratio (AR). Debido a su capacidad de absorcion
extraordinariamente alta, los AuNR se emplean en aplicaciones biomédicas como agentes

fototérmicos (Jauffred et al., 2019).
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Ademas, especificamente, las bandas de LSRP de las AuNPs pueden ser ajustadas a la region NIR
para poder ser utiles en las aplicaciones biomédicas, teniendo en cuenta y modificando con

precisidn, su tamanfo, estructura, y sus propiedades superficiales (Yang et al., 2015).
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Figura 5.- A) Imagen de nanorods (AuNR) por microscopio electrénico de transmisién (TEM)
(72 x 16 nm). B) Plasmén de superficie longitudinal dependiendo del aspecto ratio. C) Imagen

TEM de AuNR (25 x 5,5 nm) (Ali et al., 2019).

4.3.2.-ESPECTROSCOPIA DE RAMAN DE SUPERFICIE MEJORADA (SERS). Cuando una luz
monocromatica incide en la superficie de una particula, las moléculas que se encuentran en ella
vibran al recibir esta luz incidente, y generan la dispersion de esta luz en diferentes frecuencias.
La dispersidn de Raman se define como la diferencia de energia entre el fotdn disperso y el fotdn
incidente. La espectroscopia de Raman, es una técnica foténica que es capaz de suministrar en
muy poco tiempo, datos quimicos y estructurales de muestras y compuestos. Esta técnica posee
algunas limitaciones. Asi, cuando la concentracidn del analito es muy baja, la sefial de Raman es
demasiado débil, y no es capaz de detectarlo, demostrando asi una baja eficiencia en este tipo
de muestras. Otra de las limitaciones, es la existencia de fluorescencia en la muestra, la cual no
permite un analisis claro de las sefiales Raman. Estas limitaciones se solucionaron con el hallazgo
de SERS. Esta ultima técnica, tiene la capacidad de que la sefial de Raman mejora y disminuye la
interferencia de la fluorescencia. Con ella, la sefial de Raman se aumenta en varios ordenes de
magnitud (de 10° a 10%°), por lo que es muy util en diversas aplicaciones como: la deteccién y
obtencidn de imagenes de tumores o la distincidon entre células tumorales y las normales

(Valera-fonseca et al., 2019; Beik, 2019; Rivera y Guzman, 2015).

Las sefiales SERS, superan de manera significativa la capacidad de deteccién de imagen de
tecnologias como, la resonancia magnética, tomografia por emisidn de positrones y tomografia
computarizada por rayos X (Lane et al., 2015). A continuacién, se muestra un ejemplo de

deteccion basado en SERS (Figura 6).
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Figura 6.- Representa el empleo de SERS para diferenciar a células sanas (Ay C) de células

tumorales (B y D) (Yang et al., 2015).

En este ejemplo, se emplean AuNR modificadas con anti-EGFR. Este ligando va a tener fuerte
afinidad por los receptores que se encuentran sobreexpresados en las células tumorales. Esta
técnica se emplea para identificar y diferenciar a células tumorales y células sanas. En la imagen
Ay B se muestran espectros Raman de células normales y células cancerigenas. Las imagenes de
campo oscuro, muestran AuNR marcadas con anti-EGFR; en C, se visualizan células normales, y
en D, células cancerigenas. Las sefiales de SERS son mas nitidas y fuertes en D, debido a la unién

de las AuNR con los receptores de la célula tumoral (Yang et al., 2015).
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Figura 7.-B) Nanoparticulas de oro dirigidas con EGF en muestra de sangre de paciente con
cancer (rojas), nanoparticulas no dirigidas (azul) y grupo control empleando nanoparticulas
dirigidas en paciente sano (negro). C) CTC tenidas con hematoxilina, la linea roja representa un
espectro SERS de una célula cancerigena, y la linea negra, representa a un glébulo blanco (Lane
et al., 2015).

Por otro lado, la metastasis tumoral es la causa que provoca mds muertes en los pacientes con
cancer. Se produce cuando el tumor se disemina e invade a otros tejidos del organismo. Esta
invasidon ocurre normalmente a través de los vasos sanguineos, por lo que la deteccién de células

tumorales circulantes (CTC), se podria emplear para diagnosticar la capacidad de invasién del
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cancer o para observar la respuesta al tratamiento. Esas células son muy dificiles de detectar ya
que existe un bajo nimero con respecto a los demas componentes sanguineos. Las CTC se
detectan en la clinica actual con el empleo de la plataforma CellSearch, aprobada por la FDA, la
cual, consiste en el empleo de particulas magnéticas marcadas con anticuerpos que se dirigen a
los receptores EpCAM presentes en las CTC, y no a las células sanas. Este método es alin muy
mejorable, ya que su empleo puede dar lugar a grandes tasas de falsos positivos. Esto se debe a
la necesidad de enriquecer la muestra de sangre, ademds de realizar un etiquetado de
inmunofluorescencia después de extraerlas con el empleo de un campo magnético (Lane et al.,

2015).

Existe un método que podria evitar las limitaciones de la plataforma CellSearch, y es el empleo
de nanoetiquetas SERS. Posee la capacidad de detectar alrededor de 50 CTC por mililitro,
consiguiendo una confianza alrededor del 99,7%. En esta investigacién, se tomaron muestras
procedentes de pacientes con cancer de cabeza y cuello, ademds de un grupo control con
pacientes sanos (Figura 7). En este método, el Unico pretratamiento que se realizé fue un
proceso de centrifugacion en gradiente, para eliminar los glébulos rojos. Este ensayo de
etiquetas SERS, ha demostrado la capacidad de detectar 1 célula tumoral en 10 millones de
células sanas, lo que le confiere una gran sensibilidad. Por tanto, esta técnica tiene un gran
potencial para superar al método actual de la plataforma CellSearch, en la deteccién de CTC.

(Lane et al., 2015).

4.3.3.- EFECTO FOTOTERMICO. Como se menciond anteriormente, gracias al fenémeno LSPR, la
luz absorbida por las nanoparticulas metadlicas puede transformarse en calor, a esto se le
denomina, “efecto fototérmico”. Este efecto tiene aplicacidn en diferentes areas de la medicina,
como: la liberacion de farmacos antineoplasicos encapsulados en AuNPs, el empleo de calor
directamente sobre las células cancerigenas a través de las AuNPs, o para detectar tumores por

imagen fototérmica (Aizpirarte, 2016).

*TERAPIA FOTOTERMICA. El proceso de hipertermia, consiste basicamente, en aumentar la
temperatura en una zona del cuerpo que presente células tumorales. El objetivo de esta técnica
es conseguir aplicar en la masa tumoral, una temperatura estabilzada que se encuentre entre
41-42°C (Hernando, 2014). Este aumento de temperatura, que es mayor a la fisiolégica, va a
producir cambios en las células, generando un mal plegamiento de las proteinas vy
aglomeraciones, interferencias en las sefiales de transduccién, y una baja oxigenacién del tumor,

provocando que la célula aplique el proceso de apoptosis.

33



Gracias al desarrollo de la nanotecnologia, surge la terapia fototérmica (PTT), la cual se
diferencia de la hipertermia convencional, en que emplea AuNPs que generan calor
especificamente en la zona tumoral (Aizpirarte, 2016). Los AuNR son las nanoparticulas que
tienen una mayor eficiencia fototérmica, pero, existen otros tipos de estructuras no esféricas
qgue también son capaces de absorber la luz NIR, como las nanoestrellas, nanocapas y hanocajas,
por lo que son unos candidatos ideales para aplicarlos en la PTT (Liu et al., 2020; Ali et al., 2019).
La energia dptica que se produce por los electroles oscilantes en el fendmeno LSPR, se convierte
en calor,y se transfieren por la red de particulas, aumentando la temperatura en el medio en el
gue se localizan las AuNPs. Esta propiedad termofisica ademds de la capacidad de conseguir un
direccionamiento activo hacia el tumor, hace que la PTT sea muy poco invasiva y altamente

precisa (Beik et al., 2019).

Actualmente existen ensayos clinicos referentes a este tipo de terapia, se trata de nanocapas de
silice-oro (AuNS) envueltas por PEG, su tamafio es de 150 nm, el nucleo es de silice (120 nm) y
estd envuelta por una capa de oro (15 nm). Esta terapia se denomina AurolLase®, y ha sido
desarollada por Nanospectra Biosciences, Inc (Leung et al., 2013). Los ensayos clinicos de
Aurolase® se basan en transferir por via intravenosa las AuNS, las cuales viajan a través de la
circulacion sanguinea hasta llegar a la zona tumoral por el EPR. Estas nanoestructuras, se han
disefiado para absorber en la region NIR, por lo que, con el empleo de un laser, se irradian a las
AuNS, haciendo que el tumor sufra un calentamiento fototérmico. Esto ultimo induce la muerte
celular sin dafiar a los tejidos sanos. Dependiendo de la cantidad de AuNS que tenga el tumor
en ese momento, la energia producida por el laser, dard lugar a una hipertermia leve, pero si la
cantidad es muy alta, estas nanoparticulas tienen la capacidad de producir suficiente energia
fototérmica para producir la muerte celular, llegando a producir necrosis (Rastinehad et al.,
2019). La administracion intravenosa expone al organismo a la toxicidad asociada a las
nanoparticulas. Los érganos dianas que tienden a acumular estas AuNS son principalmente, el
bazo, el higado y el rifidn, ademas del corazén y los pulmones (Rastinehad et al., 2019; Gad et
al., 2012).

El uso clinico en cancer de prdstata, solamente requiere una infusién, y después de 12 a
24 horas, que es cuando la mayor parte de las nanoparticulas se focalizan en la zona tumoral, se
aplica la fuente de energia laser (Gad et al., 2012). La ablacidn selectiva proporcionada por las
nanoparticulas, va a proteger al tejido sano, ya que las nanoparticulas solo se van a encontrar
en el lugar del tumor, minimizando asi los efectos secundarios que se producen en el cancer de
prostata, debido a otros tipos de terapia, estos son, la aparicidn de fistula uretral, incontinencia

urinaria, disfuncion eréctil o lesiones rectales (Rastinehad et al., 2019).
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La seguridad preclinica de estas nanoparticulas, se establecieron en estudios in vivo e in
vitro en animales de manera aguda (28 dias) y crénica (10 meses). La evaluacion en las AuNS no
demostré indicios de toxicidad, ni falta de tolerancia, ademas no produjeron efectos
inmunolégicos. Todo ello demostré la seguridad de estas formulaciones en la terapia
fototérmica asociada al cancer de prdstata, que es un tipo de cdncer muy frecuente en los
hombres (Leung et al., 2013). De los 16 pacientes estudiados, 15 completaron el protocolo de
tratamiento, y se sometieron a resonancia magnética multiparamétrica de alta resolucién
(mpMRI), con biopsia dirigida a los 3 y 12 meses después del tratamiento. Segun los resultados
obtenidos, el 75% (12/16) fueron exitosos a los 3 meses, y el 87,5% (14/16) a los 12 meses
(Rastinehad et al., 2019).

*TRANSPORTE DE FARMACOS. La administracién de farmacos quimioterapéuticos con el
empleo de AuNP, puede abordar los problemas y disminuir los riesgos asociados a la

guimioterapia convencional (Beik et al., 2019).

Entre otros, destacan los sistemas poliméricos capaces de experimentar cambios en su
estructura como consecuencia de un aumento en la temperatura por encima de un valor critico.
Estos sistemas poliméricos ensamblados en la superficie de nanoparticulas de oro pueden ser
de interés para transportar farmacos. De esta forma, la aperturay cierre de sus poros, permitiria

liberar el farmaco de forma controlada (Claire et al., 2010).

El polimero, por debajo de la temperatura de transicién, se encuentra en un estado hidrofilico y
en forma extendida, que bloquea la salida del farmaco. Cuando esta temperatura se aumenta
por encima del estado de transicién, las cadenas del polimero colapsan y se vuelven hidréfobas,
abriendo los poros y permitiendo el paso del fdrmaco al medio. El cambio conformacional que
sufren las cadenas del polimero es inducido a través del efecto fototérmico de la radiacién laser
(Claire et al., 2010). Dicho polimero se disefia para que la temperatura de transicién se
encuentre por encima de la fisioldgica (372C) y por debajo de la temperatura de hipertermia
(429C). En este sentido, se ha realizado un experimento in vitro para mostrar la capacidad de
liberacion. Para ello, se emplearon nanocajas de oro encapsulando a doxorrubicina, en células
de cancer de mama. Los resultados obtenidos para el grupo control no mostraron muerte
celular, un grupo de nanocajas de Au sin doxorrubicina mostraron un minimo de muerte celular,
y nanocajas de Au con doxorrubicina originaron un 40% de muerte celular; en este experimento

se mantuvo la irradiacion laser durante 2 y 5 minutos (Claire et al., 2010).

Por otro lado, es importante destacar cémo la capacidad de transportar farmacos

quimioterapéuticos de manera especifica a través de AuNPs, puede ser util para abordar el
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problema de la MDR, inhibiendo a las proteinas que bombean a estos fdrmacos fuera de la
célula, en concreto la P-gp. Ademas, se ha demostrado como el empleo de la hipertermia inhibe
a diferentes vias que provocaban dafio al ADN inducida por los agentes quimioterapéuticos, lo
que da como resultado una menor citotoxicidad y disminucion de los efectos adversos

relacionados (Beik et al., 2019).

*DIAGNOSTICO DEL CANCER POR IMAGEN FOTOTERMICA. Por un lado, el aumento de la
temperatura en pocos grados celsius en las AuNPs, dirigidas especificamente al tumor, permite
distinguir a células sanas de las células cancerigenas (Figura 8) (Aizpirarte, 2016). Por otra parte,
gracias a numerosas investigaciones, se han desarrollado nanoparticulas que mejoran la
dispersion o absorcién en la NIR. En particular, las AuNR, debido a su alta biocompatibilidad, sus
propiedades dpticas y su facil fabricacion, se han empleado como agentes de contrastes de
imagen. Esta técnica utiliza las propiedades de absorcidn en vez de sus propiedades de
dispersion, ya que asi, se logra un mayor contraste entre las células cancerigenas con el tejido
sano. Todo ello es posible, con el uso de un laser y de una camara térmica, la cual, evade la sefial

de fondo causada por la dispersion de luz de los tejidos (Jakobsohn et al., 2012).

Phantom with GNR Laser spot position

Phantom
without GNR

Figura 8.- Representacién de una imagen térmica de una muestra que contiene a nanorods. A)
Imagen antes de la irradiacion con laser. B y C) Imagen después de 10 segundos y 5 minutos

con el empleo del laser (Jakobsohn et al., 2012).
5. CONCLUSIONES

Las nanoparticulas suponen un gran avance en la terapia del cancer por sus diversas ventajas,
como son su tamano nanomeétrico, y la capacidad de modificar su forma y superficie. Estas

caracteristicas hacen que se consiga una mayor selectividad hacia las células tumorales.

Dentro de las nanoparticulas organicas, los liposomas han demostrado ser una de las
nanoparticulas mas exitosas, por su gran biocompatibilidad y similitud con las células del
organismo. De hecho, actualmente existen diversas formulaciones aprobadas que se emplean

para tratar a diversos tipos de cancer.
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En cambio, en relacién con las nanoparticulas inorgdnicas destacan claramente las
nanoparticulas de oro. No obstante, a pesar de que se estan estudiando en profundidad en
diversas aplicaciones referentes al cancer, estas alin no han sido aprobadas para su uso médico.
El fenédmeno de resonancia de plasmdn superficial estd implicado en sus diversas aplicaciones
médicas relacionadas con la cura y diagndstico del cancer, entre otras: la capacidad de aplicarse
como agentes de imagen, como agentes para transportar fadrmacos antineopldsicos, y como

agentes fototérmicos.

En concreto, y en relacién con la terapia fototérmica se estan llevando a cabo actualmente
numerosos ensayos clinicos que estdn teniendo mucho éxito, demostrando ser una terapia muy
eficaz y poco invasiva para nuestro organismo. Por todo ello, las nanoparticulas de oro brindan

un futuro muy prometedor y alentador en el tratamiento y diagndstico del cancer.
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