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INTRODUCCION

Las nanoparticulas de metales nobles y, mds especificamente, las nanoparti-
culas de oro (AuNPs), exhiben unas excelentes propiedades fisicas, quimicas y
biolégicas, que son intrinsecas a su «tamafio nanométrico». Destacan especial-
mente sus peculiares e inesperadas propiedades fototérmicas, por las que al ser
activadas en presencia de luz laser, desprenden calor, actuando como auténticos
«nano-calefactores». Las AuNPs pueden ser producidas con distintos tamafios y
formas y ser facilmente funcionalizadas con un amplio abanico de ligandos (an-
ticuerpos, polimeros, sondas de diagnéstico, farmacos, material genético...). Por
todo ello, las AuNPs despiertan un gran interés en elcampo de la biomedicina.

Las AuNPs presentan un extraordinario potencial como agentes fototerapéu-
ticos en el tratamiento del cancer, asi como para la elaboracion de nanoestructu-
ras utiles para el transporte y la vectorizacion selectiva de farmacos y macromo-
léculas terapéuticas y en terapia génica (vehiculizacién de plasmidos, DNA,
RNA...) (1-3). También destaca la utilidad de las AuNPs en la elaboracion de
«sistemas transportadores inteligentes» que permiten controlar, en el espacio y en
el tiempo, la liberacién del compuesto terapéutico asociado, ya que ésta es des-
encadenada por un estimulo biolégico interno (por ejemplo una variacién en la
concentracién de glutation entre el exterior y el interior de la célula) (4, 5) o por
activacion de un estimulo externo (por ejemplo luz laser) (6, 7).

En los dltimos afios, la comunidad cientifica ha dirigido notables esfuerzos
a la investigacion y aplicacion de las AuNPs en la deteccion precoz, diagnosti-
co y tratamiento del cancer (3, 8-17), tal y como lo demuestra el gran volumen
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de excelentes trabajos de investigacién que estan siendo publicados en este
campo. En este sentido, es preciso subrayar el excepcional interés de la es-
trategia dirigida a disefiar nanoplataformas «duales», en las que se combinan
-gracias a la utilizacién de AuNPs-, los principios de diagndstico y terapia del
cancer.

En este capitulo de revision analizaremos las propiedades mas interesantes
de las AuNPs desde el punto de vista de sus aplicaciones terapéuticas y, segui-
damente, abordaremos los recientes avances recogidos en la bibliografia tanto
en lo que se refiere a su aplicacion en fototerapia térmica y vectorizacion
selectiva del cancer asi como a su utilizacion en la elaboracién de sistemas de
liberacién de farmacos, proteinas terapéuticas y material genético.

UTILIZACION DEL ORO CON FINES TERAPEUTICOS

La utilizacién de oro con fines médicos no es nueva, sino que se remonta
a la antigiiedad, existiendo constatacion de la utilizacién de oro coloidal en Chi-
na en 2500 AC. En el siglo XVI el oro era utilizado para tratar la epilepsia y a
principios del siglo XIX era el farmaco de eleccién para el tratamiento de la si-
filis. El descubrimiento por Robert Koch del efecto bacteriostatico del cianuro
de oro frente al bacilo de la tuberculosis, marca el comienzo su utilizacion en
medicina moderna siendo introducido en la terapia de la tuberculosis en 1920
(1, 18-20). Una de las indicaciones actuales mas importantes del oro es en el
tratamiento de la artritis reumatoide y otras enfermedades reumaéticas, inclu-
yendo psoriasis y lupus eritematoso (2, 21-22). En el tratamiento de la artritis
reumatoide en principio se utilizaron tiolatos (tiomalato, tioglucosa...) de oro
que eran inyectados intramuscularmente en forma de solucién. Pero estos com-
puestos, que experimentaban una ripida distribucién a 6rganos como el rifién,
higado y bazo, no estaban exentos de poder causar desérdenes sanguineos asi
como nefro- y hepatotoxicidad. Por este motivo se introdujo en 1985 una se-
gunda generacion de farmacos de oro conteniendo ligandos fosfina, que eran
mds liofilicos y permanecian mdas tiempo en circulacion, reduciéndose de ma-
nera significativa la nefrotoxicidad (23, 24).

A raiz del descubrimiento de la actividad antitumoral del cisplatino en 1969,
que promovid, la investigacién de otros metales con el mismo fin y fue identi-
ficada la actividad antitumoral del oro (25), especialmente de su complejo con
fosfina (24, 26), el cual presenta, sin embargo, toxicidad cardiovascular que im-
pide de su utilizacién en clinica. Es de destacar el reciente descubrimiento por
Bhattacharya y Mukherjee (1) de las propiedades anti-angiogénicas de las
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AuNPs, lo que abre interesantisimas perspectivas de cara a su utilizacién en te-
rapias del cancer.

En las pasadas décadas también se puso de manifiesto la actividad antimi-
crobiana, antimaldrica y anti-HIV de diversos complejos orgdnicos de oro (2,
22, 27, 28). Otras aplicaciones médicas del oro incluyen su utilizacién en dis-
positivos médicos tales como marcapasos y «stents», asi como implantes de oido
y odontologia (1, 2).

INTERES DE LAS NANOPARTICULAS DE ORO

Las AuNPs presentan, en principio, una baja toxicidad y, como acabamos
de comentar, unas propiedades peculiares e increiblemente interesantes las
cuales pueden ser, modificadas mediante su funcionalizacién con multiples
ligandos, con la finalidad de obtener nanosistemas Optimos para las distintas
aplicaciones terapéuticas.

Biocompatibilidad y baja toxicidad

Es muy importante disponer de informacién fiable acerca del perfil de to-
xicidad in vivo de las AuNPs aisladas y formando parte de nanoconjugados y
otros nano-transportadores, de cara a su posible aplicacién en clinica.

En la seccién anterior acabamos de exponer que el oro coloidal, que pre-
senta una elevada estabilidad quimica, ha sido utilizado histéricamente con fi-
nes médicos. En consecuencia, de entrada cabria esperar que las AuNPs pre-
sentasen una baja toxicidad y elevada biocompatibilidad. Efectivamente, de
acuerdo con Connor y col, los nucleos de oro de las nanoparticulas son inertes
y no-téxicos (29). Sin embargo, en la bibliografia reciente existen discrepancias
acerca de su citotoxicidad, que podrian guardar relacién con los diferentes ta-
mafios y formas de las AuNPs investigadas asi como con los distintos agentes
empleados para su estabilizacién y funcionalizacién, los cuales otorgan a las
AuNPs caracteristicas superficiales distintas.

En un estudio que tuvo por objeto determinar la citotoxicidad e inmunoge-
nicidad de las AuNPs frente a células macrofagicas RAW264.7, se observd que
las AuNPs no son téxicas y no dan lugar a la secrecién de citoquinas proinfla-
matorias TNF-o y IL1-B, siendo, ademads, internalizadas por los cuerpos lisoso-
males dispuestos en forma perinuclear. Estos resultados subrayan las propieda-
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des no citotéxicas y no inmunogénicas de las AuNPs y su biocompatibilidad,
corroborando su excelente potencial en nanoinmunologia, nanobiotecnologia y
nanomedicina (30).

Una investigacion in vivo en la que se evalué la biodistribucién de AuNPs
tras su inyeccion intravenosa (AuNPs con tamafios 2 y 4 nm) y peritoneal (30
nm) a ratones (rastreo a los tiempos 1, 4 y 24 h), revelé que las AuNPs son cap-
tadas en cierta medida por la membranas celulares por endocitosis, no obser-
vandose otros mecanismos no-endociticos. Ademas, independientemente de su
tamafio, las AuNPs son internalizadas principalmente por las células Kupffer en
el higado y, en menor medida, por los macréfagos existentes en otros drganos
como el bazo. Las AuNPs no parecen atravesar la barrera placentaria ni la ba-
rrera que protege el cerebro. Es interesante destacar que no se observa acumu-
laciéon de AulNPs en otros 6rganos analizados como rifién, cerebro, pulmén, ova-
rios, placenta o higado fetal y que las AuNps de menor tamafio (2 nm) parecen
ser eliminadas no sélo por endocitosis macrofigica, sino también por simple fil-
tracion glomerular en orina (31).

Pan y col. determinaron el efecto del tamafio de particula sobre la citoto-
xicidad de las AuNPs en diversas lineas celulares. Para ello, recurrieron a AuNPs
solubles en agua estabilizadas con derivados de trifenilfosfina, con un tamaiio
entre 0.8 y 15 nm. y llevaron a cabo un estudio sistemdtico de citotoxicidad de
estas AuNPs en cuatro lineas celulares representativas de los principales tipos
funcionales (con funcién barrera y fagocitica): fibroblastos de tejido conectivo,
células epiteliales, macréfagos y células melanoma. Estos autores demostraron
que la respuesta y el mecanismo de muerte celular dependen del tamaiio, sien-
do todas las células investigadas mds sensibles a las AuNPs de 1.4 nm, varian-
do los valores de IC,, entre 30 y o 56 uM dependiendo del tipo de célula. En
contraste, las AuNPs de 15 nm de tamafio y de tiomalato de oro resultan no t6-
xicas hasta, respectivamente, concentraciones 60 y 100 veces superiores (32).

Se ha demostrado que las caracteristicas superficiales de las AuNPs influ-
yen en su toxicidad. Las nanoestructuras catiénicas presentan mayor toxicidad
que las anidnicas: las nanoparticulas aniénicas con nicleo de tamafio 2 nm son
practicamente no téxicas mientras que las equivalentes catiénicas son modera-
damente téxicas encontrandose la toxicidad probablemente relacionada con la
lisis celular (mediada inicialmente por una unién electrostatica) dependiente de
la concentracién (33). Se observé que AuNPs (con forma de nanocilindros) que
habian sido estabilizadas con bromuro de hexadecil-trimetilamonio (BHTA)
mostraban una fuerte citotoxicidad, por lo que se procedié a su modificacién
con polietilenglicol (PEG) mediante adicién de PEG-SH a la solucién anterior
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y eliminacién del exceso de BHTA mediante didlisis. Se comprobd que las
AuNPS-PEGiladas muestran una superficie préxima a la neutralidad y una baja
toxicidad in vitro. Ademas, cuando se administran por via intravenosa a rato-
nes, al cabo de 30 minutos, el 54% de las AuNPs-PEGiladas aparece en sangre,
mientras que la mayoria de las AuNPs que habian sido estabilizadas con BHTA
se localizan en el higado (34).

Facilidad de sintesis y multifuncionalidad

Las AuNPs se pueden preparar facilmente, obteniéndose sistemas coloida-
les monodispersos estables con un tamafio entre 1 nm y 150 nm y una distri-
bucién de tamaios bien controlada.

En la bibliografia se recogen distintos tipos de AuNPs, preparadas utilizan-
do diversas técnicas, que se diferencian en el tamafio, la forma y las propieda-
des fisicas. En la Figura 7.1 se representan algunos ejemplos de estas AuNPs y
sus denominaciones: nanoesferas, nanocilindros, nanocubiertas, nanojaulas, na-
noparticulas y «SERS».

Las nanoesferas de oro de 2-100 nm de didmetro pueden ser obtenidas por
reduccion controlada de cloruro de oro usando distintos agentes reductores y
condiciones. Faraday fue el primero en preparar en 1857 oro coloidal por re-
duccién del cloruro de oro con fésforo, atribuyendo el color rojo resultante a la
obtencion de particulas de tamafio muy pequefio. Afios después, Mie corrobor6
que el color del oro coloidal es dependiente del tamafio. Desde entonces y es-
pecialmente durante los dltimos afios, se han dirigido importantes esfuerzos a la
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Figura 7.1. Diversas nanoestructuras conteniendo oro.
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preparacion por reduccién de sales de oro -utilizando generalmente citrato como
agente reductor y en presencia de agentes estabilizantes que previenen la aglo-
meracion-, de AuNPs practicamente monodispersas y de tamafio controlado (35-
39). Se comprob6 que la relacién de citrato/oro y la velocidad de adicion del
agente reductor pueden influir en el tamafio de las AuNPs obtenidas: cuanto mas
rapida es la adicion del agente reductor, mas pequefias y monodispersas son las
AuNPs) (38).

Se ha recurrido a la utilizaciéon de dendrimeros (40-44) y copolimeros blo-
que biocompatibles (45) para obtener AuNPs estéricamente estabilizadas en so-
lucién acuosa y mas biocompatibles, cuyo tamafio y forma se puede controlar
facilmente (en el segundo de los sistemas) por modificacion de pardmetros de
sintesis tales como la composicién del bloque y las concentraciones relativa/ab-
soluta del copolimero bloque y el cloruro de oro.

Para la obtencién de AuNPs con formas distintas a la esférica se han utili-
zado diferentes procedimientos; por ejemplo técnicas de sintesis electroquimica
o deposicion electroquimica de oro en el interior de los poros de plantillas de
policarbonato o alimina, sintesis mediada por semillas o procedimientos de bio-
reduccién, han permitido obtener AuNPs con forma de nanocilindro. Las AuNPs
tipo nanocubierta pueden ser obtenidas por técnicas de recubrimiento de silica
0 beads de polimero con cubiertas de oro de espesor variable (17).

Se discute sobre cual es el tipo de AuNP mds adecuado de cara a su apli-
cacion en terapéutica. Asi, se encontrd que la captacion intracelular de las AuNPs
depende de su forma y tamafio (46-47). Las eficacias de las razones absor-
cién/dispersion y las longitudes de resonancia Optica fueron calculadas para tres
tipos distintos de AuNPs (nanoesferas, nanocubiertas y nanocilindros), encon-
trandose que el estrecho rango de los picos de resonancia de las nanoesferas (~
520-550 nm) podria limitar su aplicaciéon in vivo, al contrario de lo que sucede
con las nanocubiertas y los nanocilindros (15). Por otra parte, las nanocubier-
tas de oro, huecas en su interior, son apropiadas para encapsular enzimas como
peroxidada de rabano, que mantienen la actividad cuando se incorporan al inte-
rior de estas AuNPs pero no cuando se asocia a AuNPs sélidas (48).

Las AuNPs presentan una elevadisima area superficial, por lo que pueden
ser facilmente funcionalizadas y bioconjugadas, modificando sus propiedades
superficiales. Una AuNP de 2 nm de didmetro de nicleo podria, en principio,
ser conjugada a ~ 100 moléculas en los ligandos disponibles (n = ~ 108) (49).
Por ejemplo, recientemente Gibson y col. anclaron ~ 70 moléculas del agente
quimioterapéutico paclitaxel en una AuNP de 2 nm de didmetro (50).
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FiGura 7.2. Nanoparticula de oro multifuncional que incorpora ligandos de vectorizacion,
diagnostico por imagen y entidades terapéuticas entre otros. En el esquema se incluye el
calentamiento de la nanoparticula (efecto hipertémico) desencadenado por una fuente de

radiacién luminosa (ldser). Unicamente son necesarios los componentes seleccionados
para cada aplicacion.

La funcionalizacion de las AuNPs se realiza generalmente mediante enla-
ces «tiol» (51), si bien también muestran afinidad por los grupos amino, fosfi-
to y bisulfito. Numerosas moléculas han sido ligadas a la superficie de las AuNPs
con distintos propdsitos, ampliando su rango de aplicacién. Se pueden utilizar
procedimientos de modificacién post-sintética (52) para funcionalizar la super-
ficie de la particula con porciones biocompatibles tales como oligo(etilenglicol)
(OEQG) y poly(etilenglicol) (PEG) (52-60).

Ejemplos de estrategias de funcionalizaciéon de las AuNPs de aplicacién en
terapia del cancer son la conjugacién con PEG-tiolado para conseguir una vec-
torizacién pasiva hacia células tumorales (aumenta el tiempo de vida media en
el torrente sanguineo y mejora de la permeabilidad y del efecto de retencién en
el tumor) (16, 34, 61); y la utilizacién de anticuerpos especificos de biomarca-
dores moleculares sobreexpresados en la superficie de células cancerigenas (17,
62) o la utilizacién de péptidos con propiedades de reconocimiento especifico
de componentes intracelulares (63). Estos pueden ser conjugados directamente
a las AuNPs o mediante puentes de PEG tiolado.
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En la Figura 7.2 se representa una AuNP esférica multifuncionalizada con
posibles ligandos: farmacos, anticuerpos de vectorizacion, polimero, sondas de
diagnéstico por imagen, ...

Propiedades fototérmicas

En la escala nanométrica, las propiedades electromagnéticas, opticas y fo-
totérmicas de los metales nobles difieren enormemente de las de sus corres-
pondientes producto a granel. Por ejemplo las nanoparticulas de oro (AuNPs)
presentan una coloracién «rojo vino» mientras que el correspondiente oro a gra-
nel es de color amarillo.

La peculiaridad de las propiedades opticas y fototérmicas de las AuNPs pro-
viene de las oscilaciones resonantes de sus electrones libres en presencia de luz
(«Resonancia localizada de plasmén de superficie»), gracias a la cual las nano-
particulas pueden radiar luz (Mie scattering) o absorber luz que se transforma
rapidamente en calor. En efecto, las AuNps emiten un intenso calor cuando son
estimuladas con la frecuencia correcta de luz laser u otra fuente de calor (mi-
croondas, radiofrecuencia, ultrasonidos...); asi una coleccién de pequefias
AuNPs puede calentar localmente un drea de mil veces su tamafio, actuando
como auténticos «calefactores nanoscdpicos activados por la luz».

El primer proceso encuentra una gran utilidad en el diagndstico por image-
nes (la aplicacién mas desarrollada hasta la fecha para las AuNPs); mientras que
el segundo mecanismo ha abierto grandes expectativas principalmente en el tra-
tamiento fototérmico (hipertérmico) laser selectivo de las células tumorales, pero
también en la liberacion de moléculas activas «a demanda» en lugares especi-
ficos del organismo, en la destruccién de virus y bacterias y en la desnaturali-
zacién de proteinas y acidos nucléicos (3, 64).

Este singular comportamiento fototérmico de las AuNPs se encuentra muy
influenciado por el tamaio, forma y propiedades superficiales de las AuNPs (65,
66), motivo por el cual en los dltimos afios ha habido un resurgimiento de la in-
vestigacion de las rutas de sintesis y funcionalizacion de las AuNPs, al objeto
de obtener nanoparticulas con caracteristicas idéneas para los distintos fines.

APLICACIONES TERAPEUTICAS DE LAS NANOPARTICULAS
DE ORO

En esta seccion revisaremos las aplicaciones mds interesantes y promete-
doras de las AuNPs desde el punto de vista terapéutico y de la liberacion de far-
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Ficura 7.3.  Principales aplicaciones terapéuticas de las nanoparticulas de oro.

maco, las cuales se recogen en el esquema de la Figura 7.3: liberacién de far-
macos y macromoléculas terapéuticas, terapia génica, terapia fototérmica y vec-
torizacién de farmacos en el tratamiento del cancer.

Liberacion de farmacos y macromoléculas terapéuticas

Estudios recientes confirman el gran potencial de las AuNPs en la elabora-
cién de nanotransportadores de farmacos y macromoléculas terapéuticas. Las
AuNPs también son ttiles en la preparacion de «sistemas inteligentes» que li-
beran la molécula terapéutica encapsulada como consecuencia de la activacién
de un estimulo interno (liberacién mediada por un cambio de pH o liberacion
mediada por glutation) o externos (liberacién desencadenada por una fuente de
luz laser).

Un ejemplo de liberacion dependiente del pH es la del 6xido nitrico (regula
multiples procesos celulares incluyendo la angiogénesis, vasodilatacién y res-
puesta inmune) en condiciones acidicas (pH = 3) a partir de sus nanoconjugados
covalentes con AuNPs estabilizadas con poliamina (67, 68). Este mecanismo tie-
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ne aplicacion en la liberacion de farmacos en el interior de los tejidos inflamato-
rios y tumorales (pH ~ 6.8) o vesiculas celulares como endosomas (pH ~ 5.5-6)
y lisosomas (pH 4.5-5.0) que presentan un ambiente ligeramente dcido (69, 70).

La liberacion mediada por glutation de farmacos unidos a AuNPs median-
te enlaces bisulfito, representa una estrategia alternativa de activacion intrace-
lular selectiva de pro-medicamentos. El glutation, principal componente «tiol»
de la célula, es un tripéptido constituido por los aminoacidos glicina, cisteina y
acido glutdmico que actia como antioxidante intracelular (el grupo tiol de la
cisteina actia como reductor). Este mecanismo de liberaciéon guarda relacidn
con la dramdtica diferencia existente entre la concentracion intracelular de glu-
tation (1-10 mM) y la concentracion extracelular de «tioles» (concentraciéon de
glutation y cisteina en plasma: 2 uM y 8 UM, respectivamente) (71-74).

Este mecanismo de liberacién ha sido puesto de manifiesto para el Bodipy
(colorante modelo de farmaco hidrofébico) y la enzima beta-galactosidasa. El
Bodipy se encuentra unido a AuNPs (tamafo de nticleo: 2 nm) funcionalizadas
con ligandos catiénicos de tetra(etilenglicol) y fluorogénicos para facilitar la pe-
netracién a través de la membrana celular. Experimentos en cultivos celulares
muestran una rdpida captacion celular de los nanoconjugados y una eficaz libe-
racion intracelular de la carga, mediada por un proceso de intercambio de glu-
tatién en la superficie de la particula. Este mecanismo queda demostrado por el
aumento experimentado por la liberacion del colorante cuando se afiade gluta-
tién desde el exterior a las células (5). La union electrostatica de B-galactosi-
dasa a AuNPs cationicas funcionalizadas con trimetil-amonio, da lugar a una
completa inhibicién del enzima, que puede ser revertida en presencia de las con-
centraciones intracelulares de glutation que da lugar a la liberacion de la B-ga-
lactosidasa. El grado de restauracion de la actividad enzimadtica depende de la
longitud de cadena de la monocapa de las AuNPs y de la concentracién de glu-
tatién (75). Una limitacion de estos sistemas con liberacién mediada por el glu-
tatién es la posibilidad de que se pueda producir un intercambio tiol-bisulfito
con las cisteinas de superficie de las proteinas existentes en el torrente sangui-
neo, lo que podria dar lugar a la formacién de conjugados proteina-transporta-
dor con biodisponibilidad y perfil farmacocinético no esperados.

Las AuNPs también estan siendo investigadas para controlar la liberacion
de macromoléculas terapéuticas (péptidos, proteinas...), como lo demuestran in-
teresantes trabajos publicados recientemente. Destaca el sistema desarrollado por
Bhumkar y col. para el transporte transmucosal de insulina, consistente en
AuNPs funcionalizadas y estabilizadas con una cubierta del polimero catiénico
quitosano (Figura 7.4). Las AuNPs recubiertas de quitosano y con la insulina
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FiGura 7.4. Diagrama esquemdtico que muestra el recubrimiento de una nanoparticula de oro
con el polimero quitosano y la asociacion posterior de insulina.

adsorbida en su superficie, cuando son administradas por via oral y nasal, dan
lugar a un efecto hipoglucémico comparable al de la insulina inyectada subcu-
tdneamente y significativamente superior al correspondiente a las soluciones de
insulina o de quitosano-insulina administradas por las mismas vias. El descen-
so maximo de glucosa tras la administracion de los nanostransportadores meta-
licos (60-70%) se alcanza al cabo de 2 h y 3 h, para las vias oral y nasal, res-
pectivamente (76, 77).

El efecto fototérmico de las AuNPs presenta una atractiva oportunidad en el
tratamiento fototerapéutico del cancer, que abordaremos posteriormente, asi como
en el desarrollo de vehiculos de liberacion sensibles a estimulos luminosos ex-
ternos, interesantes para farmacos que se emplean en el tratamiento de procesos
patolégicos que requieran una liberacién del firmaco en respuesta a requeri-
mientos metabodlicos. Este es el caso de la insulina y ciertos enzimas, para los
que niveles constantes de farmaco podrian provocar efectos adversos. Siguiendo
este principio, se han disefiado sistemas microparticulares de liberacién conte-
niendo dextranos marcados con fluoresceina, que incorporan AuNPs en la cu-
bierta. La liberacion del FITC-dextrano (Figura 7.5) se produce como respuesta
a la exposicion del sistema a radiacion ldser que ocasiona el calentamiento de la
AuNPs y la ruptura de la cubierta, con la consiguiente salida del farmaco (78).

Un concepto similar se aplicé a la preparacién de un hidrogel termo-sensi-
ble que incorpora embebidas AuNPs de oro-silica; de forma que al ser externa-
mente activado por luz laser, la irradiacion es absorbida por las AuNPs y con-
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FiGura 7. 5. Liberacion fototérmica de FITC-dextrano a partir de una microcdapsula
conteniendo AuNPs en su cubierta, por irradiacién de luz: (a) Microcdapsula conteniendo
FITC-dextrano en el interior y AuNPs en la cubierta; (b) Estimulacion fototérmica de la
microcdpsula y ruptura de la cubierta; (c) Liberacion de la macromolécula terapéutica.

vertida en calor, que conduce al hinchamiento y colapsamiento del gel, facili-
tando la liberaciéon del farmaco (79). Ejemplos de macromoléculas activas in-
corporadas a este sistema son insulina y lisozima, que son liberadas a una ve-
locidad dependiente de su peso molecular (80).

Terapia génica

La terapia génica representa una novedosa estrategia para el tratamiento
de diversas enfermedades genéticas o adquiridas, resultando particularmente
prometedora en el tratamiento de ciertos canceres (81). El éxito de esta mo-
dalidad terapéutica depende de la identificacion de un vehiculo adecuado para
transportar el material genético (DNA plasmidico, RNA de interferencia, oli-
gonucleétidos antisentido...). Para ello, un nano-transportador ideal ha de
proporcionar al dcido nucleico una proteccién eficaz frente a la degradacién
por las nucleasas, favorecer su internalizacion al interior de las células y per-
mitir una liberacidon en forma funcional en el nicleo de las mismas (82). En
sus inicios, se recurria a la utilizacion de vehiculos de tipo virico, los cuales
resultaban muy eficaces aunque, sin embargo presentaban importantes in-
convenientes relacionados con su citotoxicidad e inmunogenicidad (83) que
dificultaban su posible utilizacién en clinica. Estas limitaciones fueron sub-
sanadas con la introduccién de los sistemas de liberacién sintéticos no vira-
les, generalmente catiénicos, tipo liposomas, dendrimeros, lipoplexes y poly-
plexes que presentan, por el contrario, una eficacia menor debido a la barreras
a que se enfrentan entre el lugar de administracién y su localizacién en el
nucleo de la célula (84).
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Las AuNPs, que pueden presentar una elevada relacion carga/portador,
constituyen una interesante apuesta en terapia génica. Estudios recientes de-
muestran que las AuNPs mejoran la estabilidad del DNA frente a la degrada-
cion enzimatica, quimica y fisica; reducen su toxicidad y aumentan la efica-
cia de transfeccion intracelular (6, 7). Ademads, es posible ajustar la carga y la
hidrofobicidad de las AuNPs al objeto de maximizar la eficacia de transfec-
cion y minimizar la toxicidad, retos prioritarios en el desarrollo de sistemas
de liberacién génica. En este sentido, se sabe que la hidrofobicidad de las na-
noparticulas mejora la eficacia de captacién celular y/o subsiguiente libera-
cion del DNA, y que las nanoparticulas anfifilicas constituyen vectores de
transfeccion mas eficaces.

Se pueden obtener dos tipos de nanoconjugados entre el material genético
y las AuNPs, dependiendo de se trate de una unién de tipo no covalente o co-
valente.

AuNPs funcionalizadas con grupos de amonio cuaternario fueron asociadas
a DNA plasmidico mediante interacciones de tipo electrostdtico. Los resultados
demostraron que el nanoconjugado DNA-AuNP resultantes es capaz de prote-
ger al DNA de la digestién enzimdtica y facilitar su liberacién, constituyendo
un eficaz sistema de liberacién génica (6, 85, 86).

Las AuNPS fueron funcionalizadas por Klibanov y col. con polietilenimina
ramificada (PEI, 2 KDa), polication ampliamente utilizado en terapia génica, a
fin de proporcionar vectores hibridos de transfeccion AuNP-polimero. Compro-
baron que la eficacia de transfeccién celular, en células renales Cos-7, varia con
la raz6n molar PEl:oro, siendo los conjugados doce veces mas potentes que el
propio polimero; es decir que las AuNPS potencian la capacidad de transfeccién
de la PEL Al igual que en los estudios anteriores, estos autores observaron que
al aumentar la hidrofobicidad del sistema nanotransportador, aumenta la inter-
nalizacién celular y, como consecuencia, la eficacia de transfeccion (87).

Wong y col.diseiaron un interesante sistema de de liberaciéon de DNA me-
diante anclaje de B-cyclodextrina (CD) en la periferia de las AuNPs modifica-
das con oligo(etileno diamina) (OEA) y demostraron la capacidad de los nano-
conjugados OEA-CD de liberar DNA plasmidico en células de cancer de mama
(MCEF-7) (88).

Rotello y col. pusieron de manifiesto el interés de la utilizacién de nanopar-
ticulas fotolabiles que liberan el DNA asociado a la superficie de las mismas me-
diante un mecanismo fotoquimico. La superficie de estas particulas, que presen-
tan un enlace o-nitrobencil éster fotoprocesable y una sal de amonio cuaternario
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como grupo final, cambia de catiénica a anidnica baja irradiaciéon UV proxi-
ma, que rompe el puente nitrobenzoilo del complejo nanoparticula-DNA, cre-
ando un grupo anidnico carboxilato y liberando el DNA, cuya transcripcion es
restablecida. En cultivos celulares, los complejos nanoparticula-DNA son efi-
cazmente captados por las células, produciéndose la liberacion del DNA-FITC
en el interior de las mismas, que se localiza principalmente en el nucleo de la
célula (7).

Los 4cido nucleicos pueden ser ficilmente modificados con tioles (—SH)
para ser injertados en las nanoparticulas mediante uniones de tipo covalente,
dando lugar a nanoconjugados covalentes.

Nagasaki y col. prepararon conjugados siRNA tiolado-AuNPs que recu-
brieron con copolimero bloque de poli(etilenglicol) y metacrilato de poli(2-(N,N-
dimetil amino) etilo para mejorar su internalizacion celular. Estos sistemas en-
cuentran utilidad en silenciamiento génico (60).

La PEGilacion de las AuNPs transportadoras de DNA, mejora su estabili-
dad y prolonga su vida media en plasma. Ademads, la excitacién (longitud de
onda: 400 nm) de las DNA-AuNPs puede originar la desorpcion del DNA de la
superficie por rotura de los enlaces oro-sulfuro (89). La estabilidad de los bio-
conjugados de AuNPs en medios de elevada fuerza iénica, mejora al aumentar
la fraccién molar y cadena de PEG y disminuir el didmetro de particula. Las
AUNPs modificadas con cadenas de PEG de PM 5000 son internalizadas tan
eficazmente como los conjugados con cadenas de PM 900. Basdndonos en este
hallazgo, las AuNPs funcionalizadas con cadenas de PEG de al menos PM 5000
(para evitar la captacion por el SRE), que presentan una vida media de circula-
cién de unas pocas horas, podrian resultar las mds eficaces para su utilizacién
en, por ejemplo, la terapia del cancer (90).

Habitualmente, para la elaboraciéon de vehiculos de DNA, que han de ser
internalizados por la células, se recurre a la utilizaciéon de materiales polica-
tiénicos. Sin embargo, la demostracion en 2006 de la internalizacién celular
de nanoparticulas modificadas con oligonucleétidos (DNA-NPs) que exhiben
una superficie muy negativa (91) supone un «giro drastico en el plantea-
miento». En efecto, estas nanoparticulas negativas son estables frente a la de-
gradacion enzimadtica y eficazmente captadas por las células por un proceso
de endocitosis que es iniciado por la adsorcion de numerosas proteinas séri-
cas en la superficie de las particulas, como lo demuestra el hecho de que el
DNA antisentido asociado a la nanoparticulas es capaz de controlar la ex-
presion proteica (92).
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Terapia del cancer

Los tratamientos de quimioterapia tradicionales empleados en la terapia del
cancer presentan importantes limitaciones relativas a la reducida especificidad
de los agentes quimioterapéuticos por las células tumorales, la corta vida media
de los farmacos debido al rapido aclaramiento in vivo y la resistencia a muchos
farmacos ejercida por las células tumorales. En consecuencia, es objetivo prio-
ritario la identificacion un sistema nanotransportador que permita orientar se-
lectivamente (»vectorizar») y, en principio, liberar de manera eficaz la dosis ade-
cuada del farmaco citotdxico en el tumor o células cancerigenas. Esto permitira
mejorar la eficacia y reducir la dosis de farmaco administrado asi como los efec-
tos secundarios consecuencia de una distribucion aleatoria del farmaco en el or-
ganismo.

La vectorizacidon pasiva consiste en la localizacién del vehiculo o vector
conteniendo el farmaco en el lecho capilar del tejido tumoral debido a un fend-
meno de extravasacion a través de los poros de los vasos sanguineos. Los na-
nosistemas de 5-10 nm facilitan los efectos de permeacion y retencion y la PE-
Gilacién de las AuNPs (mediante conjugacién por PEG-tiolado) permite
prolongar el tiempo de permanencia de las nanoparticulas en plasma y, en defi-
nitiva, mejorar su vectorizacion pasiva (16, 34, 61).

La vectorizacion activa conlleva el direccionamiento del farmaco a las cé-
lulas especificas diana, de manera que se modifica la distribucién normal del
mismo en el organismo, lo que hasta hace poco se consideraba impensable. Este
tipo de vehiculizacién puede conseguirse conjugando al firmaco o nanotrans-
portador una molécula (anticuerpo especifico, lectina, proteina, hormona, ligan-
do de bajo PM) capaz de reconocer especificamente y unirse a su diana tera-
péutica. Ambos tipos de mecanismos, vectorizacion pasiva y activa, se combinan
en un nanostransportador ideal (93-95).

El desarrollo de un nanosistema terapéutico basado en AuNPs, que pueda
ser dirigido al lugar adecuado y activado desde el exterior por una fuente lumi-
nosa apropiada (rayos laser), ofrece incuestionables ventajas en el tratamiento
del cancer por dos posibles mecanismos: (a) efecto hipertérmico localizado de
las AuNPs y; (b) liberacién de un posible fairmaco antitumoral asociado a las
AuNPs, como consecuencia de la incidencia de luz laser. Las AuNPs pueden ser
funcionalizadas, como acabamos de comentar, con anticuerpos (biomarcadores
moleculares especificos sobreexpresados en la superficie de las células canceri-
genas) que se unan especificamente a las células tumorales. La irradiacién ex-
terna de las células tumorales selectivamente marcadas con las AuNPs con un
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laser de frecuencia adecuada al maximo de absorcion de las AuNPs (10-50 nm)
resulta en un calentamiento selectivo (40-80 °C) que da lugar a un dafio celular
irreversible y a la desorganizacién de los componentes tisulares, a unas poten-
cias laser muy inferiores a las requeridas para destruir las células sanas (fotote-
rapia o tratamiento de hipertermia del cancer) (10-12, 14, 16, 17, 96, 97).

La gran mayoria de los estudios de vectorizacion activa con AuNPs y, mas
especificamente, de hipertermia dirigida, se basan en la utilizacién de EGFR (re-
ceptores del factor humano de crecimiento epidérmico) o HER2 (receptores de
herceptina), obviamente debido a la facilidad de disponer de anticuerpos mo-
noclonales (aprobados por la FDA para la terapia del cancer) que reconocen es-
tas dos proteinas Asi se comprobd que la utilizaciéon de AuNPs (didmetro del
nicleo: 30 nm) estabilizadas con citrato y recubiertas con anti-EGFR (receptor
del factor de crecimiento epidérmico) a fin de dirigirlas de manera especifica a
las células tumorales HSC3 (células de carcinoma humano oral escamoso) mul-
tiplicaba por 20 la eficacia de la terapia fototérmica. La irradiacion laser de las
células tumorales marcadas con conjugados (nanocilindros) AuNPs-anti-EGFR
daba lugar a una destruccién selectiva de las células cancerigenas (17).

AuNPs (nanocilindros) fueron funcionalizadas covalentemente con hercep-
tina (trastuzumab; anticuerpo monoclonal que permite el reconocimiento mole-
cular de cdncer de mama que sobre-expresa antigenos muy especificos asocia-
dos al tumor) y PEG (protege a las nanoparticulas frente al SER). La estabilidad
y funcionalidad de las particulas (Her-PEG-AuNPs) fabricadas, fue demostrada
in vitro en presencia de sangre e in vivo en un modelo de cancer de mama des-
arrollado en ratén desnudo, comprobdndose que las Her-PEG-AuNPs se acu-
mulan in vivo en el tumor (62).

Se han propuesto AuNPs-PEGiladas para transportar TNF-ou (factor de ne-
crosis tumoral) (8, 93, 98), proteina que tiene una doble funcién (ligando de
vectorizacién y accién antitumoral) y se emplea en el tratamiento de los tumo-
res carcinoma de colon. La aplicacién clinica de esta citoquina, con una exce-
lente eficacia anticancerigena, se encuentra limitada por la elevada toxicidad sis-
témica. La adsorcién de TNF-q, a la superficie de AuNPs-PEGiladas permite
maximizar su eficacia antitumoral y minimizar su toxicidad sistémica. Paciotti
y col. comprobaron que cuando las TNF-AuNPs-PEGiladas son inyectadas in-
travenosamente a ratones, se acumulan fundamentalmente en las células de car-
cinoma de colon (MC-38) en detrimento del higado y bazo (pobre acumulacién
en el SRE) u otros 6rganos sanos. La combinacién de los principios de hiper-
termia local y liberacion de fairmaco en un mismo sistema se traduce en un au-
mento de la eficacia terapéutica con respecto a cada uno de los tratamientos por
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separado: se retrasa significativamente el crecimiento tumoral, se reduce la per-
fusion sanguinea del tumor y disminuye la supervivencia de las células tumo-
rales. Como consecuencia de estos interesantisimos resultados, en la actualidad
se esté llevando a cabo un estudio clinico en fase I de este conjugado (CYT-
6091) con la finalidad de evaluar su perfil de toxicidad, farmacocinética y efi-
cacia clinica (2). Por otra parte, se comprob6 que se produce una mejora adi-
cional de la terapia tumoral cuando el farmaco anticancerigeno paclitaxel sec
incorpora a las TNF-AuNPs-PEGiladas (9).

El anclaje del ligando Galactosa-PEG-tiol en las AuNPs (obtencion de Gal-
PEG-AuNPs) facilita la vectorizacién activa a los hepatocitos hepaticos, parti-
cularmente cuando se utilizan particulas de 50 nm (99).

El 4cido fdlico y el metotrexato son dos moléculas especificamente reco-
nocidas por los receptores de folato que se encuentran sobreexpresados en las
superficies de muchas células tumorales, presentando ademads el metotrexato, ac-
tividad antitumoral. Se han preparado conjugados de AuNPs con estos com-
puestos con fines de vectorizacién: Andres y col. conjugan acido félico a AuNPs
(10 nm) mediante un espaciador PEG y demuestran la captacion selectiva e in-
ternalizacion de las nanoparticulas de dcido félico-AuNPs por células KB re-
ceptor de folato-positivas, mientras que la captacion por las células WI que no
sobre-expresan el receptor de folato, es escasa (100). Chen y col. investigan in
vitro e in vivo la actividad citotdxica/antitumoral de conjugados de metotrexa-
to-AuNPs, comprobando que la administracién del conjugado suprime el creci-
miento tumoral en un modelo de carcinoma pulmonar de Lewis en ratén, mien-
tras que una dosis similar de metotrexato no presenta actividad (101).

En ocasiones no es suficiente con que el nanotransportador se una a la su-
perficie de la célula diana, sino que ha de ser capaz de atravesar la membrana
e internalizarse en la misma (hipertermia y/o liberacién intracelular del farma-
co vectorizado) e incluso, en algunos casos (terapia génica) localizarse en el nu-
cleo. Con este fin se han ensayados diversas estrategias dirigidas a optimizar el
tamafio y las propiedades superficiales de los nanotransportadores. Chithrani y
col. constatan que AuNPs de oro esféricas de 50 nm de didmetro, son interna-
lizadas por las células de mamiferos a una velocidad mds rdpida y elevada que
particulas con otros tamafios; y que las nanoparticulas recubiertas de transferri-
na se internalizan en las células posiblemente via un camino de endocitosis me-
diado por una proteina especifica (46).

AuNPs con forma cilindrica, recubiertas con bromuro de cetiltrimetila-
monio (surfactante cationico micelar utilizado en la sintesis de las AuNPs) son
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rapidamente internalizadas por células KB via un mecanismo de captacién no
especifico, migrando hacia el niicleo a una velocidad de difusion cuadratica.
Esta captacién no especifica disminuye (aumenta la acumulacién de las na-
noparticulas en la superficie de la célula) cuando el surfactante catiénico es
removido de AuNPs funcionalizadas con folato. En cualquier caso, ambos ti-
pos de AuNPs confieren a las células tumorales una elevada susceptibilidad
fototérmica (102).

Las AuNPs han sido «decoradas» con péptidos (péptido CALNN, péptido
TAT) (63, 103) que favorecen su transporte a través de la membrana celular y
la vectorizacién de componentes intracelulares (translocacion en el niicleo). Los
complejos CALNN-AuNPs exhiben propiedades de reconocimiento especifico
hacia el nicleo y el reticulo endoplasmico, pudiendo modularse la distribucién
hacia uno u otro en funcién de la concentracion de péptido y el tamaiio de par-
ticula (63). El péptido TAT (indicador de localizacién nuclear) permite a las TAT-
AuNPs atravesar la membrana celular (células humanas de fibroblasto) y loca-
lizarse en el ndcleo (103).

Sin lugar a dudas una de las aplicaciones mds prometedoras de las AuNPs
es su utilizacién como plataforma que integra en el mismo sistema las dos fun-
ciones imprescindibles para el correcto tratamiento del cancer: diagndstico y
subsiguiente terapia (62). Las AuNPs pueden ser detectadas en muestras biol6-
gicas y tejidos utilizando una gran variedad de métodos: microscopia electréni-
ca, de campo oscuro, laser de barrido, tomografia dptica, espectroscopia Raman,
imagen de Raxos X, etc. (62).

Este principio de dualidad es utilizado por Loo y col. al disefiar AuNPs (con
forma de nanocubierta) «inmunovectorizadas» con doble funcién: permitir el
diagnéstico del cdncer por imagen 6ptica molecular (por dispersar la luz en el
infrarrojo préximo), y causar la destruccion selectiva de las células de carcino-
ma vectorizadas mediante terapia fototérmica (debido a que absorben luz y pro-
ducen hipertermia). En una prueba experimental de concepto, estos autores em-
plean esta AuNPs para detectar (mediante microscopia de campo oscuro) y
destruir (mediante radiacién ldser que origina hipertermia y ablacion térmica)
células de carcinoma de mama que sobre-expresan HER2 (biomarcador de cén-
cer de mama clinicamente relevante (10).

Siguiendo el mismo principio, Huang y col. disefian nanoconjugados (con-
teniendo nanocilindros) anti EGFR-AuNPs que, en lineas celulares cancerige-
nas de epitelio oral, permiten visualizar y diferenciar las células cancerigenas
de la sanas para, a continuacién, destruirlas fototérmicamente (11-13).
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CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS FUTURAS

La aplicacion de las AuNPs en terapia génica y vectorizacion activa a cé-
lulas tumorales presenta un gran interés. El éxito de la vectorizaciéon de AuNPs
a células tumorales in vivo requiere un esfuerzo de ingenieria que garantice su:
(a) biocompatibilidad, (b) estabilidad in vivo, (c) capacidad de circular en san-
gre durante el tiempo suficiente para alcanzar la célula u érgano diana (protec-
cion frente al SER utilizando, por ejemplo, PEG); (d) capacidad de reconocer y
unirse a las células tumorales; (d) ocasionalmente, capacidad de atravesar la
membrana e internalizarse intracelularmente e incluso localizarse en el ntcleo.

Especialmente prometedora es la estrategia que consistente en disefiar una
nanoplataforma a base de AuNPs que combine, en la misma, las dos funciones:
diagnéstico y terapia del cancer.
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