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Resumen

El glioblastoma es considerado el tumor primario cerebral mds frecuente y agresivo en adultos,
siendo 15 meses la supervivencia media de los enfermos tras el diagndstico. Esta enfermedad
afecta a toda la poblacién mundial y se encuentra clasificada como Grado IV en la clasificaciéon
de los tumores cerebrales de la Organizacién Mundial de la Salud, siendo este grado el que indica
mayor malignidad. El diagndstico y tratamiento utilizados actualmente para el glioblastoma no
consigue un aumento significativo en la supervivencia de los pacientes, por lo que el desarrollo
de nuevas estrategias terapéuticas para el glioblastoma supone todo un reto para la ciencia. La
complejidad y dificultad de acceso que supone la zona en la que se localiza el tumor hace
necesario el desarrollo de nuevas tecnologias que faciliten el acceso y tratamiento del tumor,

siendo minimamente perjudiciales para el paciente.

La nanotecnologia surge como una nueva oportunidad en el tratamiento de esta enfermedad,
aportando estrategias innovadoras las cuales se presentan como interesantes soluciones a la
problematica actual y que podrian suponer una importante mejoria en la calidad de vida y
supervivencia de los pacientes. La nanomedicina utiliza las nanoparticulas a fin de tratar las
enfermedades a nivel molecular, lo cual es mucho mas especifico y preciso. Son incontables las
investigaciones que se estan desarrollando en este campo, obteniéndose esperanzadores
resultados con el desarrollo de diferentes tipos de nanoparticulas con fines de diagndstico,
tratamiento y teragndsticos. A pesar de ello, en el momento son pocos los farmacos que se
encuentran comercializados, lo que aporta una gran importancia a la investigacion y desarrollo

de nuevas nanomedicinas.
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1. Introduccion
1.1. Glioblastoma
1.1.1. Definicidn de la enfermedad y situacién actual

El glioblastoma es el tumor cerebral primario mas frecuente y agresivo en adultos. Este tumor
va a afectar en la mayoria de los casos al encéfalo, aunque también puede afectar a la médula.
Tiene su origen en el tejido glial o de sostén, por lo que histolégicamente va a diferir en gran

medida del aspecto de otros tumores (Wirsching et al., 2016).

Actualmente, el glioblastoma multiforme es causante del 16% de las neoplasias primarias del
cerebro (Stathis, 2016). Esto se traduce en una tasa ajustada de 3,2 casos por cada 100.000
habitantes, segin un estudio realizado en un grupo de paises de diferentes continentes
(Australia, Inglaterra, Corea, Estados Unidos y Grecia) (Ostrom et al., 2014). El glioblastoma es
considerado una enfermedad rara, la cual, a pesar de las recientes investigaciones y avances,
tiene un tiempo de supervivencia medio de 15 meses desde que se diagnostica (Mair et al.,

2021).
1.1.2. Factores de riesgo

Existen diferentes factores de riesgo asociados al individuo, que hardn que varie la incidencia

del tumor, como pueden ser:

e El sexo, pues el glioblastoma tiene una mayor incidencia en hombres que en mujeres,
con una relacién de 1,6:1. Esta diferencia se cree que puede deberse a la diferencia en
la actividad de las células madre del cancer y la proteina del retinoblastoma (Simiriska
et al., 2021).

e La edad, puesto que el tumor tiende a aparecer en personas de edad mas avanzada,
siendo la media de edad de aparicidon de 64 afios, aunque también puede darse en la
infancia (Mair et al., 2021).

e La etnia, se han detectado mayor nimero de casos en personas caucasicas que en
personas de otras etnias (Siminska et al., 2021).

e El sobrepeso, la existencia de esta patologia en la infancia o adolescencia, puede
aumentar la probabilidad de aparicion del tumor a la edad adulta o anciana (Mair et al.,

2021).



En cuanto a los factores de riesgo ambientales, podemos distinguir dos tipos:

e Factores asociados directamente a la aparicidon del tumor, en los que el Unico caso
descrito ha sido la exposicién a radiaciones ionizantes (Stathis, 2016).

e Factores poco potenciales a la aparicién del tumor, como pueden ser el cloruro de vinilo
(exposicion en la industria quimica), el tabaquismo, el refinado de petrdleo, los
plaguicidas y la fabricaciéon de caucho, ya que los estudios no han sido concluyentes

(Stathis, 2016).
1.1.3. Perspectiva historica

e 1856-1865: Rudolf Ludwing Carl Virchow fue el primero en describir la neuroglia, y
también en definir y clasificar los gliomas en alto y bajo grado. En aquella época los
tumores cerebrales eran considerados como tumores corrientes, ya que las células
gliales no estaban bien definidas, de tal manera que dio las bases para el estudio
patoldgico (Virchow y Frankfurt, 1856).

e 1926: debido a los importantes avances en cuanto a las células gliales, Bailey y Cushing,
colaboran en la publicacion de una clasificacién histogenética de los gliomas. Se
relaciond el prondstico con el diagndstico histopatolégico y se identificé el
espongioblastoma multiforme. Se trataba de un tumor con una célula especifica de
origen, el cual era diferente al resto de los gliomas en cuanto al aspecto histoldgico, y
gue mas tarde pasaria a llamarse glioblastoma multiforme (Bailey y Cushing, 1926; Brem
y Abdullah, 2017).

e 1940: Hans-Joachim Scherer, distinguié entre glioblastoma primario y secundario. Tuvo
en cuenta la manera en que evolucionaban, denomindndolos como tumores
astrociticos, es decir, compuestos por astrocitos, los cuales son células gliales del
sistema nervioso (Scherer, 1940).

e 1979: La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) publicé una clasificacion en la que
incluia al glioblastoma como tumores neuroepiteliales, embrionarios y poco
diferenciados (Zilch, 1979).

e 2007:la OMS dejo de usar el término ‘multiforme’, referido al aspecto heterogéneoy a
la proliferacion de diferentes tipos de células del tumor, pasando a llamarse
glioblastoma. Se definid6 como un tumor en el que las células neoplasicas tenian
caracteristicas astrociticas, unido a proliferacién endotelial y/o necrosis, teniendo un
patron de pseudopalizada, es decir, un falso cerco de células que rodea la necrosis (Louis

et al., 2007).



e 2016: el glioblastoma es clasificado por la OMS teniendo en cuenta su histologia y
pardmetros moleculares por primera vez, siendo un importante cambio en el

diagndstico neuropatoldgico utilizado hasta el momento (Komori, 2017).
1.1.4. Clasificacion del glioblastoma

Fue en la clasificacion de los tumores de la OMS en 1979, cuando se estratificaron los tumores
en diferentes grados, teniendo en cuenta la célula de origen del proceso tumoral y las
caracteristicas morfolégicas. Esta clasificacion también ofrece una aproximacién de la
malignidad del tumor (Zilch, 1979). Los tumores se clasifican en cuatro grados (Louis et al.,

2016):

e Grado I: se trata de tumores con borde circunscrito. Tienen un crecimiento lento y bajo
potencial para convertirse en tumores de mayor malignidad.

e Grado ll: se trata de tumores con el borde difuso. Su crecimiento es lento, pero pueden
evolucionar a tumores de mayor malignidad.

e Grado lll: a este grupo pertenecen tumores infiltrantes, con células que tienen mayor
numero de mitosis y son atipicas o anaplasicas. Las células anapldsicas son aquellas que
presentan escasa diferenciacidn, por lo que pueden extenderse a otros tejidos con
facilidad, produciendo metastasis.

e Grado IV: engloba los tumores mas malignos, que se caracterizan por tener un elevado
crecimiento con alta tasa mitdtica, pudiendo presentar gran angiogénesis y areas de

necrosis

Teniendo en cuenta la clasificacion anterior, el glioblastoma tiene asignado el grado IV, es decir,
el mas alto en la clasificacion de los tumores cerebrales de la OMS. Su situacidon en esta
clasificacién se debe a que sus principales caracteristicas histopatolégicas son la proliferacion

endotelial y la necrosis (Wirsching et al., 2016).

Por otra parte, dentro de los tipos de glioblastomas, podemos dividirlos en primarios y
secundarios, los cuales son diferentes subtipos de la misma enfermedad, ya que van a afectar a

distintos rangos de edad y se desarrollan por diferentes vias genéticas (Ohgaki y Kleihues, 2007).
1.1.5. Bases genéticas

El glioblastoma primario es denominado ‘de novo’ pues se presenta como un tumor completo
que aparece por primera vez en el organismo. En cambio, el glioblastoma secundario proviene

de un astrocitoma difuso que evoluciona a astrocitoma anapldsico, es decir, se desarrolla a partir



de gliomas de menor grado. A pesar de tratarse de la misma enfermedad, ambos tipos de tumor

provienen de distintas mutaciones genéticas (Ohgaki y Kleihues, 2007).

La alteracidn mas frecuente en ambos tipos de tumor es la pérdida de heterocigosidad 10q con
frecuencias similares. Esta mutacién consiste en la pérdida de la copia de un gen en un locus
concreto de un cromosoma, siendo en este caso una deleccién en 10g25-qter, un locus del

cromosoma 10 (Ohgaki y Kleihues, 2007).

Sin embargo, en el glioblastoma primario son comunes la amplificacidn del receptor del factor
de crecimiento epidérmico (EGFR) y las mutaciones en PTEN, un gen supresor de tumores,
mientras que en el secundario es comun la mutacion en el gen TP53, el cual también es supresor

de tumores. (Ohgaki y Kleihues, 2007).

Estas mutaciones son consideradas mutuamente excluyentes, dando lugar a dos vias de
evolucién genéticas diferentes del glioblastoma (Ohgaki y Kleihues, 2013). Esto no impide que
el glioblastoma sea genéticamente heterogéneo, ya que va a implicar la combinacion de

diferentes anomalias genéticas en la gran mayoria de sus casos. (Siminska et al., 2021).

La mutacién en la Isocitrato Deshidrogenasa (IDH), tanto de la IDH1 (citoplasmatica) como de la
IDH2 (mitocondrial), es utilizada como marcador molecular. La funcidon de esta enzima esta
relacionada con el metabolismo celular y la respuesta al estrés oxidativo. Su descubrimiento en
el afio 2008, permitié la diferenciacion y el diagnéstico definitivo entre el glioblastoma primario

y secundario (Ohgaki y Kleihues, 2013).

En funcion de la ausencia o presencia de la mutacion en esta enzima, como se aprecia en la

figura 2, el glioblastoma puede dividirse en 2 subgrupos:

e Glioblastoma IDH-wildtype

El glioblastoma IDH-wildtype va a carecer de la mutacién en IDH, tratdandose de un astrocitoma
difuso. Las alteraciones mas frecuentes en este tipo de tumor son la amplificacion de EGFR, la
pérdida del cromosoma 10 y la ganancia del cromosoma 7, asi como la mutacidon de la
Telomerasa Transcriptasa Inversa (TERT) principalmente. Este tipo de tumor también es

denominado glioblastoma primario (Grado IV) (Mair et al., 2021).
e Glioblastoma IDH-mutant

El glioblastoma IDH-mutant va a tener presente la mutacion en IDH. La codeleccién 1p/19q, que
consiste en una pérdida de completa de los brazos 1p y 19q debido a una previa translocacion

de estos, tal y como puede apreciarse en la figura 1, es fundamental para el diagndstico de este



tumor. La presencia o ausencia de esta anomalia genética es indicativa de un oligodendroglioma

(Grado Il) o de un astrocitoma difuso (Grado Il), respectivamente (Mair et al., 2021).

La presencia de la codeleccién 1p/19qg es mutuamente excluyente con la pérdida del regulador
transcripcional ATRX. En el caso de darse conjuntamente la mutacion IDH y perdida del
regulador transcripcional ATRX o inmunopositividad TP53, estariamos ante un glioblastoma
secundario, que habria evolucionado previamente de gliomas de menor grado, en la mayoria de
los casos. En el caso contrario, de existir la codeleccién 1p/19q, estaremos ante un

oligodendroglioma (Mair et al., 2021).
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Figura 1: Esquema del proceso de codeleccién 1p/19q.

Ademas de esta division, encontramos otro tipo de glioblastoma, para aquellos casos que no se

pueden incluir en ninguna de las anteriores:
e Glioblastoma ‘no especificado’ (NOS, del inglés ‘not otherwise specified’)

El término glioblastoma NOS, se aplica en los casos en los que no se dispone de pruebas
genéticas. Estas no muestran alteraciones genéticas compatibles con los hallazgo histolégicos o
cuando existe incertidumbre sobre las caracteristicas del tumor debido a un muestreo

insuficiente o la presencia de artefactos tisulares (Komori, 2017).

. ‘no especificado’
Célula precursora —-_

Sin mutacién IDH | Mutacién IDH
F Sin codeleccién 1p/19q Codeleccién 1p/19q
Astrocitoma - Oligodendroglioma
(Grado Il)

difuso (Grado Il)
+ Amplificacion EFGR I
«  Pérdidacromosoma 10 s
Eanaln:ii cromosoma? v Astrocitoma
+ Mutacion TERT difuso (Grado Il)
I Oligodendroglioma
(Grado Il )
Astrocitoma

_ anapldsico (Grado Ill)

Figura 2. Clasificacion del glioblastoma en base a sus alteraciones genéticas y a la clasificacién

de los gliomas de 2016 de la OMS.



1.1.5.1. 06-metilguanina-ADN transferasa (MGMT)

Se conoce, ademas de los marcadores genéticos esenciales para el diagndstico, la metilaciéon del
promotor de MGMT. Esta metilacion en el promotor estd presente en la mayoria de los gliomas
IDH-mutant y es utilizada como marcador predictivo de la respuesta a la quimioterapia con

Temozolomida (TMZ) en el glioblastoma. (Mair et al., 2021)
1.1.6. Diagnostico y tratamiento del glioblastoma
1.1.6.1. Diagnéstico

Los métodos de diagndstico por imagen son los que se usan en primer lugar cuando se trata del

glioblastoma (Li et al., 2016; Baetke et al., 2015):

e Resonancia magnética de imagen (RMI).

e Tomografia computarizada (TC).

e Tomografia por emisidn de positrones (PET, del inglés ‘positron emission tomography’).
e Combinaciones PET-RM y PET-TC.

e Ultrasonidos (US).

e Imagen dptica (10).

e Imagen fotoacustica (IFA).

e Tomografia computarizada por emisién de fotdn Unico (SPECT, del inglés ‘single-photon

computed tomography’).

En el caso del glioblastoma se ha demostrado que la infiltracién tumoral microscépica puede
extenderse mas allda de lo que se ve en las técnicas de diagndstico por imagen, siendo una

enfermedad multifocal y distante (Stathis, 2016).

La masa tumoral es identificada mediante las técnicas de diagndstico por imagen y acto seguido
se realiza la reseccidon de ésta. La reseccidn consiste es la extraccion del tejido tumoral, con el
fin de lograr un diagndstico y clasificacion definitivos del tumor, aunque puede estar precedida
de efectos adversos tales como la pérdida de la funcidn neurolégica o edema cerebral (Miiller
Bark et al., 2020). Su realizacion, aunque puede desencadenar efectos adversos, es fundamental
tanto para el diagndstico como para el alivio del efecto masa y otros sintomas asociados a este

(Lukas et al., 2019).

La biopsia liquida es una técnica de diagndstico mas actual, menos invasiva y que permite
obtener una mejor perspectiva del funcionamiento del tumor. Esta técnica consiste en la
extraccioén de fluidos corporales como pueden ser saliva, orina, sangre o liquido cefalorraquideo

(LCR), con el fin de encontrar evidencias de la presencia del tumor (Muller Bark et al., 2020). Los
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principales biomarcadores, tal y como se muestran en la figura 3, que se pueden encontrar en

los fluidos bioldgicos son (Silantyev et al., 2019):

e Células tumorales circulantes (CTCs).
e Vesiculas extracelulares (microvesiculas y exosomas).
e Acidos nucleicos tumorales circulantes.

e Proteinas especificas del tumor.

’ | Células tumorales
g circulantes

4 Proteinas especificas
. ‘ del tumor

Vesiculas
extracelulares

Acidos nucleicos
circulantes

Figura 3. Principales biomarcadores que se pueden encontrar en sangre (Silantyev et al., 2019).

Los analisis moleculares y las pruebas histoquimicas tienen también una gran importancia, pues
ofrecen una idea real de la heterogeneidad del tumor. Estos resultados, los cuales son mas
precisos, no los ofrece la resecciéon del tumor (Miller Bark et al.,, 2020). Siendo de vital
importancia, la determinacién de las mutaciones presentes, para poder identificar y clasificar el
tumor correctamente, lo cual es fundamental en la seleccion de un tratamiento (Kanderi y

Gupta, 2021).

En este tipo de pruebas los marcadores genéticos mds frecuentes y representativos que se

buscan son:

e La metilacion del promotor MGMT.
e Lacodeleccion 1p/19q.
e El estado de mutacion IDH1/2.

e Lapérdida de ATRX.

Los métodos moleculares utilizados para el analisis y determinacién de estos biomarcadores
genéticos son fundamentalmente: secuenciacién directa, fusion de alta resolucion (HRM, del
inglés ‘high-resolution melting’), inmunohistoquimica y Reaccidon en Cadena de la Polimerasa
digital en gotas (ddPCR, del inglés ‘droplet digital Polymerase Chain Reaction’). Estos métodos
permiten la diferenciacién de glioblastomas histolégicamente imposibles de distinguir,
determinado la ausencia o presencia de mutaciones genéticas, teniendo un importante valor

experimental, pronostico y terapéutico (Silantyev et al., 2019).
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1.1.6.2. Tratamiento

El tratamiento del glioblastoma estdndar estd centrado en cuatro puntos, que siguen el siguiente

orden: (Mller Bark et al., 2020; Lukas et al., 2019; Stathis, 2016)

1. Maxima reseccion del tumor de manera segura.

2. Quimioterapia con agente alquilante (TMZ).

3. Radioterapia adyuvante a la quimioterapia, en los casos que se requiere.

4. Campos eléctrico alternos localmente o campos de tratamientos de tumores

(TTfields).
Cirugia

Tiene gran importancia que la reseccidn sea realizada correctamente, y se ha demostrado que
una reseccion mayor puede aumentar la tasa de supervivencia. La naturaleza infiltrante del
tumor dard en la mayoria de los casos lugar a recaidas, a pesar de la importante citorreduccion

conseguida en la reseccion.

Se han desarrollado nuevas tecnologias para realizar una méaxima reseccién de la manera mas

segura posible como son: (Lukas et al., 2019)

e Tecnologia de navegacion intraoperatoria.
e Monitorizacidn electrofisiolégica y mapeo funcional del cerebro.

e Marcadores fluorescentes para maximizar la visualizacidn del tumor.
Quimioterapia y radioterapia

Estas dos modalidades de tratamiento se empezaron a combinar a partir de 2005, cuando se
demostré que aumentaba la tasa de supervivencia de los pacientes. La combinacién de
radioterapia con un agente alquilante oral como TMZ aumenta la supervivencia en pacientes
con elevada concentracion de MGMT metilada. Este resultado es debido a que el dafo
producido en el ADN por la radioterapia y la quimioterapia, puede corregirse mas rapidamente

por la MGMT metilada (Stathis, 2016; Stupp et al., 2005).

Ambas son usadas tanto antes como después de la cirugia, ademas de haberse demostrado que

la quimioterapia reduce la necesidad de radioterapia en nifios. (Ozdemir-Kaynak et al., 2018)
TTfields

El nombre comercial Optune® es la denominacidn que se le dio al dispositivo aprobado por la

“Food and Drug Administration’’ (FDA) en 2015. Su funcién es suministrar campos alternos de
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baja intensidad o frecuencia intermedia a las células del tumor, de manera que se produce su
apoptosis. Este tratamiento es combinado con los mencionados anteriormente, aumentando la

supervivencia de los pacientes (Stathis, 2016).
Terapias emergentes

A pesar de los avances en el tratamiento del glioblastoma que se han producido en los ultimos
anos, la supervivencia de los pacientes no ha aumentado. Actualmente las terapias son

disefiadas para ser usadas en combinacién con el tratamiento estandar, con el fin de mejorarlo.

Asi por ejemplo nos encontramos con los anticuerpos monoclonales, como el bevacizumab, la
inmunoterapia innata, regenerando el sistema inmune del paciente y los inhibidores de

pequerias moléculas (Carlsson et al., 2014).
1.2. Nanotecnologia

La nanotecnologia puede definirse como la creacién y el uso de materiales, que oscilan entre 1-
100nm. En algunas aplicaciones, se incluyen particulas de un tamafio de hasta 1.000 nm pues
sus dimensiones son similares a unidades funcionales bioldgicas, como puede apreciarse en la

figura 4 (Meyers et al., 2013).

10'nm t 10nm
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1000nm
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Figura 4. Escala nanométrica en la que se comparan las dimensiones de las nanoparticulas con

algunas unidades bioldgicas (Meyers et al., 2013).

Una de las aplicaciones mas importantes y con un gran potencial dentro de la nanotecnologia es
la nanomedicina. Su principal objetivo es prevenir, diagnosticar y tratar diferentes
enfermedades usando las nanoparticulas (NPs) a nivel molecular, de manera que se desarrollen

nuevos tratamientos y métodos de diagndstico. (Jovéevska y Muyldermans, 2020).
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Esta ciencia ha evolucionado exponencialmente en los ultimos afios, y se tienen grandes

expectativas con respecto a las aplicaciones que se esperan desarrollar (De Jong y Borm, 2008).
1.2.1. Nanoparticulas: definicion y caracteristicas

Las NPs se definen como particulas cuyo tamano oscila entre 1y 100 nm, aunque dependiendo
del fin para el que se utilicen su tamafio podria variar. Su importancia recae principalmente en
su tamafio, ya que se descubrié que puede hacer que varien sus caracteristicas fisicoquimicas.
Estas particulas estan formadas por 3 capas principalmente como se muestra en la figura 5 (ljaz

et al., 2020).

Capas de una nanoparticula

Capa
superficial

Nucleo

Figura 5. Principales capas que componen las estructura de una nanoparticula (ljaz et al., 2020).

Las propiedades fisico-quimicas de las NPs son de gran importancia, pues la variacién vy
combinacion adecuada de estas son la principal causa de su versatilidad. Entre las caracteristicas
de las NPs que causan estas propiedades destacan: tamafo, forma, corona, carga superficial,
hidrofobicidad y unién a ligandos. Todas estas van a hacer que las NPs puedan ser usadas para
diferentes aplicaciones, por ejemplo, en el campo de la medicina, dependiendo de sus
caracteristicas podran ser utilizadas en procesos como biodistribucion, captacion celular,
interacciones NP-célula, transporte de farmacos en el sitio de accion o reacciones inmunitarias

(Sabourian et al., 2020).
1.2.2. Clasificacidn de las nanoparticulas

Las NPs pueden a su vez dividirse en 2 grupos que se subdividiran en otros grupos como se

muestra en la figura 6 (Saquib, 2020).

1.2.2.1. Nanoparticulas organicas
Las NPs orgdnicas se caracterizan por estar compuestas por materiales organicos, no ser téxicas
y biodegradables, por lo que son ideales para la administracion de farmacos. Pueden

encontrarse como nanocapsulas formadas por una esfera hueca, en la cual encapsulan una masa
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solida que contiene la sustancia. También podemos encontrar nanoesferas, las cuales se
componen de una masa sélida en cuya superficie tiene adherida la sustancia. (Singh et al., 2019;

Rao y Geckeler, 2011).

1.2.2.2. Nanoparticulas inorganicas

Las NPs inorganicas son aquellas que poseen un nucleo inorganico que puede estar formado por
atomos de oro, oxidos metdlicos, etc...Presentan propiedades magnéticas y fototérmicas y se
caracterizan por no ser toxicas, biocompatibles, hidrofilicas y mas estables que las organicas (ljaz

et al., 2020).

Dentro del grupo de las NPs metalicas, podemos diferenciar entre las metdlicas y los 6xidos
metdlicos. Los Oxidos metalicos tienen la finalidad de modificar las propiedades de sus
equivalentes metalicos, presentando mayor reactividad y eficiencia (Salavati-Niasari et al.,

2008).

Organicas

Lipidicas

Inorganicas

Magnéticas Silice
Poliméricas

by ®
4 8 ¥—<

Nanotubos de carbono

Quantum Dots (QDs)

Metilicas

" -’
wrrrcoOo=——-1>2»UV0Z>»22

Figura 6. Clasificacion de las nanoparticulas (Saquib, 2020).
1.2.3. Sintesis de nanoparticulas

La sintesis de las NPs puede realizarse por dos métodos totalmente opuestos, como se muestra

en lafigura 7, y que a su vez se subdividen en 5 métodos cada uno:

e Sintesis Top-Down o sintesis destructiva, consiste en la reducciéon de materiales de
mayores dimensiones a tamafio nanométrico, siendo transformados a NPs. Los métodos
usados en esta sintesis son: descomposicién térmica, molienda, litografia, ablacién por
laser y pulverizacion (lravani, 2011).

e Sintesis Bottom-Up o sintesis constructiva, consiste en la formacion de las NPs a partir
de otras sustancias mas simples. Los métodos utilizados en esta sintesis son: deposicion

guimica de vapores, proceso sol-gel, hilado, pirolisis y sintesis bioldgica (ljaz et al., 2020)
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Figura 7. Clasificacion de los métodos de sintesis de NPs
1.2.4. Aplicaciones de las nanoparticulas
Actualmente las NPs tienen multiples aplicaciones en diversos campos como son:

e Antimicrobianos: sector textil, desinfeccidn de agua y envasado de alimentos (Hajipour
et al., 2012).
e Microelectrénica e industria aeroespacial (Weiss et al., 2006).
e Industria alimentaria: aumento de la eficacia y seguridad del procesamiento y
transporte de alimentos (Weiss et al., 2006).
e Sensores quimicos y biosensores (Unser et al., 2015).
e Medioambiente: productos sostenibles y benignos para el medio ambiente
remediacidon de materiales contaminados y sensores para etapas ambientales (Tratnyek
y Johnson, 2006).
e Maedicina:
o Suministro éptimo de fdrmacos (Alexis et al., 2008).
o Aplicaciones bioldgicas y de imagen celular (Jain et al., 2006).
o Mejora del contraste de RMI, reparacién de tejidos, inmunoasistencia,
desintoxicacién de fluidos bioldgicos, hipertermia y separacién de células (Laurent et
al., 2010).
o Diagnéstico del cancer (Jain et al., 2007).
o Antineoplasicos (Chen et al., 2005).

o Antimicrobianos: apdsitos para heridas y catéteres (Uygur et al., 2009).

2. Objetivos de la revision

Los objetivos de este Trabajo de Fin de Grado sobre glioblastoma y nanomedicinas para su

diagndstico y tratamiento son:
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e Realizar una revisién bibliografica sobre el glioblastoma multiforme, asi como sus
diferentes tipos y bases genéticas, para poder llegar a una mejor compresioén de los
métodos de diagndstico y tratamiento actuales.

e Realizar una revisidn bibliografica de los diferentes tipos de nanomedicinas y terapias
dirigidas, que se usan en la actualidad para el tratamiento y diagndstico del

glioblastoma, asi como sus avances e impacto en la enfermedad.

3. Metodologia

La metodologia utilizada para realizar esta revisién bibliografica consistié en la busqueda de
articulos experimentales y de revisidn. Las bases de datos y paginas certificadas utilizadas fueron
PubMed, Web Of Science y Google Scholar. Ademas, se realizé la consulta de ciertos libros

obtenidos del catalogo de la biblioteca de la Universidad de Sevilla (Fama).

Las principales palabras claves que se han utilizado para la busqueda de informacién han sido:

A) 46.442 resultados

o ..-.nlllllllllllll ‘III @

1929 2021

‘glioblastoma’, ‘nanomedicine’, ‘cancer’ ‘nanoparticles’, ‘diagnosis’, ‘treatment’.
02

B) 35.253 resultados

2004 2021

Figura 8. Graficos de barras obtenidos en la base de datos PubMed tras la busqueda de las
palabras: A) ‘glioblastoma’, B) ‘nanomedicine’. En las gréficas se indica el nimero de
publicaciones por afio, en las cuales se incluyen las correspondientes palabras, y el nimero total

de resultados para cada término.

Los resultados que se obtuvieron en la bisqueda son totalmente distintos para cada palabra

como se observa en la figura 8.

En el caso del término ‘glioblastoma’, podemos observar que desde 1929 hay publicaciones
sobre este tema, aunque son escasas. Se ve un claro aumento de las publicaciones desde hace
alrededor de 10 afios, por lo que se trata de un tema bastante emergente y en el que estadn

surgiendo muchos avances.
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En contraste al término anterior, se encuentra ‘nanomedicine’, este campo de la nanotecnologia
es un campo muy reciente, por lo que los primeros articulos comenzaron a publicarse en 2004,

siendo desde entonces cuando han crecido exponencialmente las publicaciones.

Cabe destacar que el numero de publicaciones para ‘nanomedicine’ se va acercando al nimero
de publicaciones para ‘glioblastoma’, de ahi la gran cantidad de avances en este campo. Ocurre
de igual manera con el término ‘nanoparticles’, en el cual las primeras publicaciones se
realizaron en 1978 y han ido creciendo rapidamente hasta la actualidad, alcanzando el numero

de 254.558 resultados.

Otros términos como ‘cancer’, ‘diagnosis’ o ‘treatment’, a pesar de ser palabras claves utilizadas
en esta busqueda, no arrojan resultados muy especificos por si solos. La importancia de estos
términos radica en la combinacién con los anteriormente mencionados en el momento de la

busqueda, como se observa en la figura 9.

A) 28.970 resultados

O — -----IIIIIIIIIIII!

1978 2021

B) 458 resultados

__-—--.. E
2021

—O—

2006

Figura 9. Gréficos de barras obtenidos en la base de datos PubMed tras la busqueda de las
palabras: A) ‘glioblastoma treatment’, B) ‘glioblastoma nanomedicine’. En las gréficas se indica
el nimero de publicaciones por afio, en los cuales se incluyen las correspondientes palabras, y

el numero total de resultados para cada busqueda.

Un ejemplo de lo anteriormente enunciado, se puede observar en la figura x, donde al realizar
la busqueda ‘glioblastoma treatment’ se obtienen 28.970 resultados, los cuales son mas

especificos.
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En el caso de la busqueda ‘glioblastoma nanomedicine’ es mucho mas claro que se ha refinado
la busqueda aportando tan solo 458 publicaciones en los Ultimos 15 afios, por lo que se trata de

un tema actual y emergente

Ademas de las gréficas anteriormente mencionadas, para mejorar la busqueda y encontrar los
ultimos avances, centré mi busqueda en los ultimos veinte afios, para evitar resultados

obsoletos.
4. Resultado y discusion
4.1. Nanoparticulas utilizadas en el diagndstico del glioblastoma

El diagndstico del glioblastoma se basa actualmente en las técnicas de imagen, la biopsia del
tejido y la biopsia liquida. Dentro de estas técnicas, la biopsia del tejido implica un

procedimiento muy invasivo, que ademas puede acarrear lesiones para el paciente y tan solo

ofrece una vision estdtica del tumor. Por el contrario, las biopsias liquidas, son menos invasivas

y ofrecen una vision de los cambios dindmicos durante la terapia (Wang y Bettegowda, 2017).

En el caso del glioblastoma, la importancia recae en las técnicas de imagen, debido a la dificultad
para llegar al tumor sin causar dafios para el paciente, puesto que son técnicas no invasivas.
Cada vez son mas las investigaciones que se centran en el desarrollo de NPs como agente de

contraste (AC) con el fin de mejorar las técnicas de imagen y en consecuencia el diagnéstico.
4.1.1. Resonancia magnética de Imagen

La RMI es una técnica de imagen muy potente que se utiliza frecuentemente en la deteccidn
clinica y la observacion del prondstico. Su utilidad se debe a su alta resolucion espacial, su
contraste con los tejidos blandos y que no es una técnica invasiva (Sun et al., 2008). Aunque es
muy eficaz en la deteccion de tejidos blandos, puede dar lugar a una mala representacion de la

imagen, haciendo que sea imposible diferenciar el tejido maligno del sano (Na et al., 2009).

El contraste obtenido en la RMI depende de la concentracién de las moléculas de agua dentro
del tejido, los tiempos de relajacion (T1 y T2) de los protones de agua y la movilidad de las
moléculas de agua; que reflejaran una diferencia de intensidad en |la sefial de los distintos tejidos
(Avasthi et al., 2020). La mayoria de los ACs son complejos idnicos paramagnéticos o particulas
de magnetita superparamagnética. La funcidn de estos elementos es aumentar la intensidad de
las imagenes ponderadas en T1 o por el contrario reducirla en el T2, aunque el primer caso es el
mas utilizado habitualmente en rutina clinica, denominados agentes de contraste positivos (Xiao

et al., 2016).
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Los ACs se usan en RMI para mejorar la sensibilidad del diagndstico, de manera que un 35% de
los diagndsticos por RMI requieren de un AC (Lei et al., 2017). Son muchas las investigaciones
que se han realizado sobre ACs con el fin de mejorar el diagnéstico clinico, basdndose en la

mejora de la calidad y contraste de las imagenes (Cai et al., 2019).
NPs de oxisulfuro de Gadolinio (Gd)

El Gd se ha utilizado ampliamente en la obtencidon de imagenes por RMI, debido a su versatilidad
guimica para formar complejos con diferentes quelatos. Su uso ha sido cada vez mas restringido,
debido a su asociacién con varios tipos de toxicidad. Esta toxicidad tiene como consecuencia la
fibrosis sistémica nefrogénica (Cowper et al., 2000), en pacientes con funcién renal alterada, y
la acumulacidn en el cerebro, en pacientes con funcién renal normal. La base de esta toxicidad
parece recaer en la estabilidad molecular, que variard junto con las propiedades

farmacocinéticas del compuesto las caracteristicas individuales del sujeto (Pasquini et al., 2018).

Las NPs de oxisulfuro de Gd surgen desde hace unos afios como una alternativa a los complejos
de Gd para la obtencién de imdgenes multimodales in vivo. En un estudio realizado con NPs de
Gd,0,:Ln** inyectadas via intravenosa en ratas, se evaluo la distribucién, excrecidn y toxicidad.
Este estudio reveld una alta tolerancia a las NPs ademas de una sefial de imagen de larga
duracidn y una lenta eliminacion hepatica y excrecidn urinaria débil. Se demostré que las NPs se
acumulan en érganos ricos en macrofagos y en menor cantidad en otros érganos, aun asi, no se
detectaron cantidades significativas en érganos como el cerebro, siendo bien toleradas en

cantidades de 400mg/kg cuando se administran via intravenosa (Santelli J et al., 2020).
NPs de 6xido de hierro (IONPs, del inglés ‘iron oxide nanoparticles’)

En el campo de las NPs magnéticas, las IONPs han sido las mas investigadas como ACs en la RMI,
esto se debe a su superparamagnetismo que da lugar a una relaxividad muy alta, su
biocompatibilidad y la facilidad para funcionalizar sus superficies con moléculas de diana con la
finalidad de imagen molecular (Xie et al., 2018). La relaxividad (rl1 y r2) se define como la

capacidad del AC para disminuir los tiempos de relajacion (T1y T2) (Bridot et al., 2007).

Estas NPs son usadas como AC y a la vez para la administracion de farmacos ya que se pueden
modificar para transportar agentes anticancerigenos. Estos agentes anticancerigenos se pueden
guiar magnéticamente y retenerse en las areas tumorales aplicando un campo magnético

(Shirvalilou et al., 2018).
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Las IONPs llegan a su localizacidn por via intravenosa y se acumulan en el tumor por el efecto
EPR (‘Enhanced Permeability and Retention’). Esto es debido a que en el tumor hay una alta

vascularizacién, permeabilidad vascular y escaso drenaje linfatico (Avasthi et al., 2020).

Esto fue demostrado en un estudio realizado en ratas tanto in vitro como in vivo a las que se les
administro IONPs demostrando su alta especificidad para la orientacion magnética de las células
del glioma, asi como su alta capacidad para la mejora de las imagenes por RMI (Shirvalilou et al.,

2018).

Por otra parte, ademas de las IONPs no dirigidas, podemos encontrar las IONPs dirigidas, que
son consideradas una estrategia prometedora para aumentar la acumulacién en los tumores.
Las IONPs se acumulan con segmentos dianas como pueden ser anticuerpos de EGFR, debido a

la relacién que guarda su mutacion con las células cancerigenas (Ge et al., 2018).
NPs de 6xido de manganeso (MONSs, del inglés ‘manganese oxide nanoparticles’)

Los ACs de este tipo se pueden dividir en dos categorias como son los complejos de Mn?*y las
MONs. Las MONs han mostrado buenos efectos de contraste ponderados en T1 y una toxicidad
baja, gracias a sus caracteristicas concretas. Estas NPs pueden responder al pH, el H.0; o el
glutatién (GSH), que se trata de microambientes tumorales; mejorando el contraste RMI y por

tanto la hipoxia y el tratamiento terapéutico (Peng et al., 2017).

Las MONs pueden dividirse en cuatro grupos: MnO, Mn304, MnO,y MnOx, las cuales presentan
buena biocompatibilidad, un espin de magnetizacidn alto y una rdpida tasa de intercambio de
protones con el agua. Sus propiedades les han conferido una elevada importancia clinica en la
deteccion y tratamiento del cancer en los Ultimos afios. A pesar de ello, aun estdn en fase inicial
de laboratorio, puesto que su nanotoxicidad alin no esta clara, siendo necesario seguir
estudiando si su estructura cristalina debilita la neurotoxicidad del Mn. Los multiples problemas
(citotoxicidad, neurotoxicidad, fototoxicidad...etc.) que plantean actualmente las MONs podrian
ser resueltos en un futuro, haciéndolas perfectas candidatas para el diagnéstico y tratamiento

del cancer en la clinica (Cai et al., 2019).
4.1.2. Tomografia computarizada de Rayos X

Las imagenes obtenidas a través de rayos X se basan en la atenuacién total de los fotones al
atravesar el cuerpo humano, esta atenuacion es medida por un detector creando una imagen
bidimensional (Loudos et al., 2011). La técnica mas utilizada es la tomografia computarizada

(TC), esto es debido a su naturaleza no invasiva, su alta resolucién y su elevada penetracion en

20



los tejidos. Las imagenes son producidas por el procesamiento de las proyecciones, tomadas

desde diferentes organos, de tejidos y érganos (Hallouard et al., 2010).

Las técnicas de Rayos X, son unas de las mas utilizadas en el diagndstico por imagen debido a su
alta resolucién y bajo coste. Los ACs convencionales usados es esta técnica son pequeiias
moléculas yodadas que pueden ocasionar efectos adversos en dosis elevadas, es por ello que se
estdn desarrollando NPs como ACs en rayos X. Las ventajas que ofrecen las NPs frente a las

pequenias particulas iodadas son: (Cho et al., 2010)

e Mejora de la especificidad por adicidn a su superficie de motivos de orientacidn.

e Aumento de la vida media de circulacién por la adicién de recubrimientos adecuados
(polimeros o silice).

e Mejora de la funcionalidad por adicién de otros componentes (marcadores

fluorescentes o agentes terapéuticos).

Las NPs que se estan desarrollando estan basadas en compuesto de elevado nimero atdémico
como pueden ser oro, bismuto, tantalo o iterbio, ademas de la combinacidn de dos o mas de
ellos. Los resultados del uso de estos compuestos con respecto a las moléculas yodadas han
demostrado mejores propiedades de imagen, mayor tiempo de circulacién en sangre y menor

toxicidad (De La Vega y Hafeli, 2015).
4.1.3. Tomografia de emision de positrones y tomografia de emision de fotén unico

Las técnicas de imagen que usan tecnologia de medicina nuclear potente son la PET y la SPECT,
ambas ofrecen funciones similares. La PET es ampliamente utilizada puesto que tiene alta
sensibilidad, gran penetracidn en los tejidos y permite el analisis de imagenes cuantitativas en
tiempo real. Ademas, la PET puede proporcionar informacidn bioldgica a nivel molecular basada
en el seguimiento de los nucleidos, al igual que la SPECT que puede detectar funciones
bioquimicas anormales previas a los cambios anatdmicos. Los Unicos e importantes

inconvenientes que presentan son la exposicién radiactiva y su elevado coste (Han et al., 2019).

Estas técnicas de imagen utilizan radiofarmacos o trazadores radioactivos con el fin de identificar
y tratar de manera no invasiva enfermedades como el cancer, entre otras. Los trazadores
radiactivos deben ser andlogos radiactivos de biomoléculas que tengan un papel importante en

el metabolismo u otra especificidad concreta para el tumor (Gotthardt et al., 2013)

Los trazadores utilizados para las NPs deben ser nucleidos con una semivida larga en
comparacion a los que no se usan con NPs, debido a la preparacién y la captacién celular, como

pueden ser: (Han et al., 2019)
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e Cobre-64: semivida de 12,7 horas (PET).
e Indio-111: semivida de 2,8 dias (PET).
e Yodo-124:semivida de 4,2 dias (PET).

e Tecnecio-99m: semivida de 6 horas (SPECT).

Las NPs utilizadas para la obtencién de imagenes por PET o SPECT, tienen una estructura similar

a otras NPs utilizadas para la obtencién de imagenes médicas (Veres et al., 2014).
4.2. Nanoparticulas utilizadas en el tratamiento del glioblastoma
4.2.1. Problemas del tratamiento actual del glioblastoma

El tratamiento utilizado actualmente para el glioblastoma, presentas ciertas limitaciones:

(Verma et al., 2014)

e Administracion de farmacos a través de la barrera hematoencefalica.
e Restriccion del daiio en los tejidos cerebrales sanos.

e Resistencia al tratamiento.
4.2.2. Terapia de hipertermia magnética

La generacién de calor en el lugar del tumor se denomina hipertermia y ha surgido como un
nuevo tipo de tratamiento de diferentes tipos de cdnceres. La aplicacidn de calor en el lugar del
tumor va a provocar la apoptosis de las células cancerigenas por cambios en la fisiologia. Este
mecanismo se produce al aplicar temperaturas que oscilan entre 41-462C, lo cual causa un estrés
térmico intracelular, que desencadena la activacion de mecanismos de degradacion intra y
extracelulares, produciendo la muerte por apoptosis. Estos mecanismos consisten en: mal
plegamiento y agregacion de proteinas, alteracion de la transduccion de las sefiales, induccion
de apoptosis, cambios de pH y reduccion de la oxigenacién y perfusién del tumor (Hildebrandt

et al., 2002).

Este tratamiento se realizaba tradicionalmente mediante las técnicas de ultrasonidos,
microondas, irradiacién infrarroja y tubos con agua caliente. Todas estas técnicas presentaban
limitaciones: escasa penetracién del calor en el tumor, calentamiento excesivo del tejido sano,

infradosificacion de la zona objetivo y disipacién del calor por la sangre (Jordan, 2006).

La superacion de estas limitaciones llegd con el desarrollo de la terapia de hipertermia
magnética (MHT, del inglés ‘magnetic hyperthermia’). Su funcionamiento esta basado en la
generacion de calor por las NPs magnéticas (MNPs, del inglés ‘magnetic nanoparticles’) tras ser

expuestas a campos magnéticos alternos, de manera que la temperatura en la zona donde se
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encuentran las NPs rodeando al tumor aumenta y se produce la ablaciéon de las células
tumorales. Este método presenta multiples ventajas: administracién por multiples vias,
atraviesa la BHE, inmunidad antitumoral y calentamiento intracelular estimulado externamente

(Ito et al., 2005).

Nanoparticulas magnéticas (MNPs, del inglés ‘magnetic nanoparticles’)

Las MNPs mas estudiadas estan basadas en los 6xidos de hierro debido a su biocompatibilidad,
estas incluyen: magnetita (FesO4), hematita (a-Fe;03) y maghemita (y-Fe,Os y B- Fe,0s). Se
consideran de eleccién las NPs de oxido de hierro superparamagnético (SPIONs, del inglés
‘superparamagnetic iron oxide nanoparticles’) debido a su alto paramagnetismo, la
coercitividad, la susceptibilidad magnética y la baja temperatura de Curie. La importancia recae

principalmente sobre dos propiedades (Petri-Fink y Hofmann, 2007):

e Coercitividad: mide la resistencia del material ferromagnético a desmagnetizarse.
e Temperatura de Curie: es la temperatura en la que el magnetismo permanente del

material cambia a magnetismo inducido.

El conocimiento de estas propiedades permite evitar el sobrecalentamiento del tejido tumoral

al aplicar el campo magnético y por tanto limitar los efectos secundarios en el tejido sano.

La MHT ha demostrado tener potencial para el tratamiento del glioblastoma, especialmente los
SPIONs pues muestran una distribucion intratumoral uniforme y un calentamiento controlado
del glioblastoma sin graves efectos secundarios. Las propiedades fisicas y quimicas de estas

MNPs deben ser optimizadas para el uso en MHT (Petri-Fink y Hofmann, 2007).
Nanorods de oro (GNRs, del inglés ‘gold nanorods’)

Los GNRs presentan propiedades dpticas que van a depender del tamafio y la relacién de
aspecto, aunque su importancia recae en la resonancia plasménica superficial. Esta propiedad
resulta de la interaccion entre los electrones de la banda de conduccién del atomo de oro con
los componentes del campo eléctrico de radiacion electromagnética incidente. El resultado
consiste en la emisidon de calor por los GNRs al ser irradiados con un laser de infrarrojos, lo cual
ha sido utilizado en mdltiples estudios como terapia fotodindmica en el tratamiento del

glioblastoma (Young et al., 2012).
Nanotubos de carbono (CNT, del inglés ‘carbon nanotube’)

Los CNTs se sintetizan a partir de nanotubos de carbono de pared simple y los nanotubos de

pared simple, de manera que los primeros consisten en un Unico tubo de grafeno y los segundos
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en varios tubos de grafeno concéntricos. Ambos tipos tienen propiedades fisicas y quimicas, que
hacen que generen calor con la radiacidn de infrarrojos siendo aplicados en la terapia del
glioblastoma. Ademas, los CNTs se pueden combinar con gran cantidad de moléculas debido a

la posibilidad de disefiar su superficie (lijima, 1991).
4.2.3. Nanoparticulas utilizadas en la liberacidon controlada de farmacos

La liberacién controlada de fdrmacos estd basada en NPs sensibles a estimulos, con el fin de que
liberen su carga terapéutica al entrar en contacto con estimulos celulares o extracelulares, los
cuales son activados por medios quimicos, bioquimicos o fisicos. El desencadenamiento de la
liberacidn puede dar lugar a cambios en el nanotransportador que desencadenan en la

liberacién de la carga terapéutica en el entorno bioldgico (Nazila et al., 2016).

En cuanto a la liberacién del farmaco puede darse de dos modos dependiendo del tipo de NP:

(Nazila et al., 2016)

e Farmaco atrapado en NPs poliméricas: liberacion mediada por cambios estructurales
como la degradacidn del polimero, el desprendimiento de las capas superficiales y el
cambio de carga.

e Farmaco conjugado covalentemente con el polimero de la NP: liberacién mediada por

rotura de enlaces.

Estos mecanismos basados en la liberacién clasica de farmacos a partir de NPs poliméricas, la
manipulacidn adicional del lugar y la velocidad de liberaciéon en funcidon de la composicién,
ofrecen nuevas opciones en la liberacién controlada de fdrmacos. Ofrecen ventajas como son la
minimizacion de la toxicidad sistémica y de las interacciones desfavorables entre el fdrmaco y el

plasma, tratando y dosificando la enfermedad de manera mas eficiente (Nazila et al., 2016).

En cuanto a los estimulos que desencadenan la liberacion podemos dividirlos en estimulos

exogenos y estimulos endégenos (Nazila et al., 2016).
4.2.3.1. Estimulos exdgenos

Los estimulos exdégenos se definen como aquellos resultantes de la estimulacion externa al

cuerpo como pueden ser: induccién de calor, luz, electricidad y ultrasonido (Nazila et al., 2016).
Liberacion de farmacos que responden a la temperatura

El objetivo de las NPs compuestas por polimeros sensibles a cambios de temperatura, consiste
en la liberacion del agente terapéutico durante un estrecho intervalo de temperatura inducido

por la administracion de un estimulo hipertérmico. Esto se consigue debido a que estos
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polimeros pueden cambiar sus propiedades fisicas y quimicas en respuesta al calor (Hurwitz y

Stauffer, 2014).

Las variaciones de temperatura pueden ser intrinsecas, debido a la temperatura anormal del
tumor, o ser inducidas artificialmente en lugares especificos aplicando calor desde una fuente
externa. Ambas opciones ofrecen estimulos atractivos para la administracién de

guimioterapicos (Hurwitz y Stauffer, 2014).

Los polimeros utilizados son aquellos que experimentan cambios conformaciones como
respuesta a la variacion de temperatura, estos cambios de conformacién consisten en un cambio

de volumen debido a un cambio en los estados de hidratacién (Roy et al., 2013).

La temperatura critica inferior de solucion (LCST, del inglés ‘lower critical solution temperature’),
es aquella por encima de la cual el polimero es hidrofébico y, por debajo de la cual, es hidrofilico.
Esto se traduce en que por encima de la LCST el polimero se deshidrata en una conformacion de
cadena colapsada (insoluble) y por debajo se hidrata en una conformacion de cadena extendida
(soluble). Esto permite la liberacién del farmaco de manera espacio-temporal como respuesta

al cambio de temperatura (Roy et al., 2013).

El rango de temperatura en el que el nanotransportador debe liberar su carga debe oscilar entre
37-429C, este intervalo de respuesta puede cambiarse ajustando el equilibrio entre las partes
hidrofdbicas e hidrofilicas del polimero. La finalidad de este rango de temperaturas es disminuir
los efectos téxicos que podrian provocarse por la desnaturalizacion de las proteinas (Mura et

al., 2013).
Liberacion de farmacos que responde a la luz

Los nanotransportadores que sufren cambios fisicos o quimicos por la irradiacion de luz a una
longitud de onda especifica, permiten disefiar tratamientos que ofrecen un control espacio-
temporal de la liberacion de cargas Utiles terapéuticas. Estos cambios pueden ser reversibles o
irreversibles e implican formacién o ruptura de enlaces, interconversion de isdmeros,
conmutacion de carga electroestatica y reorganizacién de reacciones quimicas (Tong et al.,

2012).

Los nanotransportadores se activan y se desintegran liberando la carga en respuesta a la luz,
esto ha despertado un gran interés en la aplicacion en diversos campos biomédicos. La luz
requerida debe ser benigna para los tejidos sanos, tener minima absorcidn e interaccién con los
componentes bioldgicos y ofrecer una penetracién sustancial, es por ello que los rayos gamma

o los rayos X, a pesar de tener alta energia, dafan los tejidos sanos y no pueden ser utilizados
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con este fin. La solucién se encuentra en pasar al extremo de menos energia del espectro
electromagnético, siendo los siguientes la radiacidon UV e IR cercano, pudiéndose incorporar al

polimero grupos funcionales que respondes a estas radicaciones (Tong et al., 2012).

e Liberacion controlada con luz ultravioleta: un ejemplo de este tipo es segliin muestra
un estudio un copolimero de bloques dendriticos lineales anfifilicos (LDBC, del inglés
‘linear dendritic block copolymer’) con unidades de azobenceno en la periferia de un
dendrén basado en el acido 2,2-di (hidroximetil) propidnico (bis-MPA). Se formaron NPs
estables en agua que encapsulaban cargas utiles hidrofilicas e hidrofébicas, de manera
que se liberaban por el estimulo de la luz UV (Blasco et al., 2013). Las aplicaciones
médicas de los nanotransportadores que responden a UV se ven limitadas por la alta
energia de esta radiacidn que es perjudicial para los tejidos humanos, ademas de tener
una insuficiente penetracién (Nazila et al., 2016).

e Liberacion controlada con luz de infrarrojo cercano (NIR, del inglés ‘Near-infrared’):
este tipo de radiacion frente a la UV ofrece la ventaja de ser benigna y penetrar mas
profundamente en los tejidos (Nazila et al., 2016). En un estudio se informé del uso de
un proceso de absorcion de 2 fotones para fabricar micelas poliméricas cargadas de
Doxorrubicina (DOX) derivadas de dextrano injertado con DNQ (Dex-DNQ) que
respondian al NIR. Se mejord el suministro intracelular de DOX y la viabilidad de las

células cancerosas se inhibid significativamente (Liu et al., 2012).
Liberacion de farmacos que responden a ultrasonidos

Los ultrasonidos (US) son ampliamente utilizados para obtener imagenes en medicina y se
definen como ondas de presién de alta frecuencia producidas por oscilaciones mecdanicas en
respuesta a una corriente alterna aplicada a través de un material piezoeléctrico. Los USs
penetran en el tejido de forma no invasiva y se pueden enfocar con alta intensidad en un solo
punto, en concreto un haz de US focalizado de alta intensidad (HIFU, del inglés ‘high-intensity
focused ultrasound’, frecuencia 0,8-3,5 MHz), puede dirigirse a los tumores, penetrando de

manera inofensiva en la piel y tejidos (Kennedy, 2005).

La rigueza en los conocimientos sobre la interaccidén de los USs con los sistemas bioldgicos, el
desarrollo de equipos de produccién, su naturaleza benigna y la capacidad de focalizacién, los
hacen muy interesantes para el control espacio-temporal de la liberacién de cargas utiles por

nanotransportadores (Kennedy, 2005).

Se han investigado micelas derivadas de Pluronic P105, NanoDeliv (micelas P105 estabilizadas

por reticulacién) y copolimeros del PEG-poliéster, con el fin de crear nanotransportadores
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sensibles a US. Las investigaciones relacionadas con el mecanismo de liberacidn desvelaron que
la mayoria de las micelas estudiadas responden a los USs y liberan su carga por difusién sin

degradacion de los componentes del polimero (Husseini y Pitt, 2009).

Otras investigaciones se centraron en la liberacion desencadenada por determinado tiempo e
intensidad de HIFU del colorante hidrofébico Rojo de Nilo encapsulado en NPs de copolimero
PLA-b-PEG degradables y biocompatibles. El tratamiento con HIFU provocod la degradacién del
polimero desencadenando una liberacidn irreversible del farmaco, de manera que se concluyé
que el PLA-b-PEG, se puede utilizar para el desarrollo de NPs poliméricas que responden a US

(Zhang et al., 2009).

Estas investigaciones entre otras han sentado las bases para la investigacidn de los USs como un
estimulo prometedor en la liberacién controlada espacio-temporal de agentes terapéuticos a

partir de NPs biodegradables y biocompatibles (Nazila et al., 2016).

Ademas de los estimulos exdgenos, los nanotransportadores también pueden disefiarse para
liberar agentes terapéuticos en respuesta a diversos estimulos enddégenos (pH, agentes
reductores, especies reactivas de oxigeno y enzimas). Los estimulos enddgenos son de especial
interés, ya que son especificos de los cambios microambientales y patoldgicos relacionados con

la enfermedad (Nazila et al., 2016).
4.2.3.2. Estimulos endégenos

Los estimulos enddgenos se definen como aquellos resultantes de patologias quimicas
biolégicas inherentes a la enfermedad como pueden ser: el pH, las especies reactivas de oxigeno
(ROS, del inglés ‘reactive oxygen species’) o los niveles elevados de enzimas entre otros. Estos
estimulos son de especial interés, pues son especifico de los cambios microambientales y

patoldgicos de la enfermedad (Nazila et al., 2016).
Liberacion de farmacos que responden a reacciones redox

El estimulo utilizado para la liberacién de farmacos consiste en el gradiente entre las
concentraciones intra y extracelulares de agentes reductores. El gradiente de concentracién del
tripéptido glutation (y- glutamil-cisteinil-glicina, GSH), el cual es un agente reductor comun, se
encuentra aumentado 4 veces en las células tumorales, con respecto a las células sanas. Este
potencial reductor intracelular elevado, es un excelente estimulo endégeno para la liberacion

controlada de farmacos (Saito et al., 2003).
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En un estudio se sintetizaron conjugados de acido hialurdénico y acido desoxicélico, con el fin de
la liberacién de Paclitaxel, demostrandose que las micelas creadas a partir de este conjugado se
desensamblaban en presencia de 20 mM de glutatién. Los estudios de toxicidad in vitro e in vivo
confirmaron su eficacia terapéutica diferencial y mejorada, demostrandose que la liberacién de
Paclitaxel es dptima a esta concentracidon de GSH, la cual es similar al entorno celular de las

células tumorales (Li et al., 2012).
Liberacion de farmacos que responden a la oxidacion

Las ROS consisten en metabolitos parcialmente reducidos del oxigeno y en ellas se incluyen: el
anion superdxido (0y’), el radical hidroxilo (-OH), el perdxido de hidrégeno (H,0,), el peroxinitrilo
(ONOOQ) y el 4cido hipocloroso (HOCI). Los niveles normales de ROS deben mantenerse estables
para una correcta homeostasis, ya que los niveles elevados de ROS pueden ser indicativos de
condiciones patolégicas. El interés en la investigacion de ROS recae en la creacién de NPs con
polimeros funcionales que liberen el farmaco en presencia de niveles elevados de ROS (Nazila

et al., 2016).

Podemos encontrar dos situaciones que llevan al desarme, y por tanto liberacién del farmaco,

de las micelas fabricadas con polimeros que responde a ROS: (Nazila et al., 2016)

e Oxidacion de grupos funcionales, como sulfuros o seleniuros aumentando su
solubilidad.
e Degradacion fisica si contienen funciones oxidables como tiocetales, esteres bordnicos

o (oligo)prolinas.

En una reciente investigacion se demostrd de un poli(B-éster) lineal basado en PEG con una
columna vertebral formada por segmentos alternado de PEG hidrofilico y B-éster hidrofébico
mediante la polimerizacidn de tioleno. Este polimero en suspensién acuosa en forma colapsada
se solubilizaba cuando se trataba con H,0, como agente oxidante, de manera que las micelas
fabricadas con el polimero mostraban una liberacién acelerada de la carga en presencia de ROS
(Xiao et al., 2015). En otro estudio se sintetizd otro polimero llamado poli (1,4-fenilenacetona
dimetileno tioketal) (PPADT), con enlace tiocetales sensibles a ROS para la entrega de ARNsi en

el tejido enfermo (Wilson et al., 2010).
Liberacion de farmacos que responden al pH

Existen variaciones de pH en situaciones patoldgicas, como es el caso de los tejidos tumorales
en los que el entorno se vuelve mas acido (pH 6,2-6,9) de lo habitual. Estas variaciones de pH

han sido estudiadas con el fin de sintetizar nanotransportadores que liberen su carga como
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respuesta a un pH acido en un ambiente tumoral. Otro enfoque ha sido estudiar el pH de los
compartimentos intracelulares como es el caso de los endosomas o lisosomas (pH 4,0-6,0)

(Nazila et al., 2016).

En este caso los nanotransportadores van a ser sintetizados a partir de polimeros que cambian
de estado hidrofilico (hinchado) a hidrofébico (colapsado) y viceversa como resultado de la
protonacién y desprotonacion de los grupos funcionales labiles, en respuesta al pH ambiental.
Cuando el polimero pasa de hidrofébico a hidrofilico se solubiliza y se produce el desensamblaje

de la estructura micelar en un entorno acuoso, liberandose la carga util (Nazila et al., 2016).

Las amidas son especialmente interesantes en este campo, demostrandose que los polimeros
con amidas B-carboxilicas encapsulan cargas catidnicas y las liberan en un entorno tumoral
extracelular acido o intracelularmente en endosomas y lisosomas. Ademas de este grupo
funcional, se ha informado de otros grupos funcionales como los enlaces acetal, ortoéster,

hidrazona, oxima y los ésteres del acido bordnico, que son sensibles a acido (Deng et al., 2014).

Ademas de la amida B-carboxilica, se ha informado de una amplia variedad de polimeros con
otros grupos funcionales que pueden ser eliminados por el 4cido. Los enlaces acetal, ortoéster,
hidrazona y oxima, asi como los ésteres del 4cido bordnico, son las funcionalidades sensibles a

los dcidos mas comuUnmente exploradas (Deng et al., 2014).

El gradiente de pH entre el entorno tumoral y el endosomal fue utilizado para un estudio en el
que se uso el grupo imidazol como grupo ionizable en el entorno tumoral. Se sintetizaron
nanogranadas magnéticas sensibles a pH (PMNs, del inglés ‘pH-responsive magnetic
nanogrenades’), consiguiéndose una activacion del pH en dos etapas: inicialmente en el tumor,

mejorando la captacién celular, y acto seguido en el endosoma o lisosoma (Ling et al., 2014)
4.2.4. Terapia basada en la generacion de ROS por nanoparticulas

Las ROS son subproductos del metabolismo oxidativo natural, las cuales presentan un papel
importante en la supervivencia, muerte y diferenciacién celular, ademas de la sefalizacion

celular y la produccion de factores relacionados con la inflamacion (Mueller et al., 2005).

Al generarse ROS a partir de NPs se va a iniciar una secuencia de acontecimientos patoldgicos
(inflamacion, fibrosis, genotoxicidad y carcinogénesis), que dependeran del tamanio, la carga, el

area superficial y la estructura quimica de la NPs (Shvedova et al., 2012).

El mecanismo por el que van a generarse ROS variara entre las diferentes NPs, aunque la mayoria

de las NPs metadlicas producen una toxicidad facilitada por ROS mediante reacciones de tipo
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Fenton. En esta reaccidn se forman radicales hidroxilos, siendo el hierro libre (Fe?*) un factor

critico en la toxicidad generada por ROS (Huang et al., 2010).

El estrés oxidativo se asocia al crecimiento anormal de las células tumorales, debido a un
desequilibrio redox o una alteracién en la captacion de ROS. El estrés oxidativo adicional
producido por las NPs lleva a la muerte celular debida a la toxicidad por exceso de ROS, en esto

recae la importancia de las ROS en la terapia del cancer (Pelicano et al., 2004).

Existen farmacos anticancerosos como B-lapachona (B-lap), el cual suprime el crecimiento de las
células tumorales al aumentar la generacidon de ROS. En un reciente estudio se demostro el
efecto anticanceroso sinérgico que se producia al utilizar SPIONs previamente a f-lap,
aumentando en 10 veces la produccién de ROS y por tanto el indice terapéutico. Este efecto fue
debido a la reaccidn de Fenton que potencid la liberacidn de iones Fe que interactuaron con el

H,0, producido por B-lap (Huang et al., 2013).
4.3. Nanoparticulas terandsticas

La terandstica implica el uso de un Unico agente con el fin de diagnosticar y tratar una
enfermedad. Este concepto ha sido estudiado en el campo de las NPs para el tratamiento del

glioblastoma surgiendo diferentes aplicaciones:

e Nanogusanos de 6xido de hierro recubiertos con dos péptidos quiméricos ramificados,
siendo una rama el elemento de localizacién vascular especifico del tumor y la otra el
péptido proapoptdtico de aminodcidos que sirve como farmaco. Este ultimo es un
péptido antibacteriano sintético que altera las membranas mitocondriales de las células
eucariotas produciendo su apoptosis. Este sistema se ensayd en un modelo de
glioblastoma murino, lograndose una especificidad tumoral y por tanto una reduccidn
de la toxicidad. Ademas, debido a la presencia de éxido de hierro puede usarse también
con fines diagnésticos en la MRI (Samec et al., 2020).

e Nanoestrellas de oro (AUNSs) han ganado mucha importancia como transductores del
NIR debido a su alta absorbancia y excelente eficiencia de conversiéon fototérmica,
siendo excelentes agentes fototérmicos. Se desarrollé un nanocompuesto de sondas
AuNS con nanoestrellas de oro fluorescentes encendidas para asi obtener imagenes de
la caspasa-3. Se evalud la citotoxicidad y fototoxicidad de las sondas utilizando células
de glioblastoma U87MG, de manera que se obtuvo un efecto de foto degradacion que

dependia de la concentracién (Samec et al., 2020).
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4.4. Nanoparticulas actualmente aprobadas en el tratamiento del glioblastoma

En los ultimos afios han sido aceptadas por la FDA ciertas presentaciones de agentes

terapéuticos que contienen NPs para el tratamiento del glioblastoma como queda recogido en

la tabla 1.
Nombre comercial Descripcion Ao de
aceptacion
Opaxio® Paclitaxel unido covalentemente a NPs sélidas de 2012
poliglutamato
NanoTherm® NPs de éxido de hierro superparamagnético de 15 nm 2013

recubiertas de aminosilano

Tabla 1. Farmacos basados en NPs aprobados por la FDA en la actualidad (Weissig et al., 2014).
5. Conclusiones

El glioblastoma es una enfermedad que, no afecta a una gran cantidad de la poblacién pero,
tiene una tasa de supervivencia muy reducida. Es por ello por lo que viene, siendo necesario el
desarrollo de nuevos tratamientos que no solo mejoren los tratamientos estandares actuales,

sino que supongan individualmente la cura o un aumento de la supervivencia de los pacientes.

La nanotecnologia supone una gran versatilidad a la hora de buscar un nuevo tratamiento para
el glioblastoma, ya que permite la obtencidn de agentes terapéuticos como las NPs, las cuales
variando sus materiales y propiedades pueden ser utilizadas con fines de diagndstico,

tratamiento o incluso ambas.

El diagndstico del glioblastoma puede suponer una gran diferencia en el transcurso y
tratamiento de la enfermedad, por lo que la alternativa a la reseccion o la biopsia liquida como,
son las técnicas de imagen permiten un diagnostico mas preciso y precoz de la enfermedad.
Dichas técnicas de imagen son poco invasivas y en combinacién con NPs como agentes de

contraste pueden aportar grandes ventajas en el diagndstico.

Las limitaciones que supone el actual tratamiento del glioblastoma, hacen que las NPs se
presenten como soluciones a estas limitaciones, pudiéndose obtener tratamientos que se
adaptan a las complicadas condiciones que supone el glioblastoma. La nanomedicina, de esta
manera, se ha abierto paso cada vez mas en el tratamiento de esta enfermedad teniendo
multiples agentes terapéuticos que consiguen disminuir el tumor siendo minimamente invasivos

para el paciente, aunque aun es necesaria la realizacién de muchos mas estudios, que en un
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futuro llevaran a un aumento de la supervivencia de los paciente o incluso la cura de la

enfermedad.
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