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Abstract 

Photothermal therapy is a non-invasive technique that selectively eliminates 

tumor cells by increasing the temperature in the 40-43ºC range. For this purpose, 

nanoparticles, generally gold, are irradiated with a laser at a wavelength of 808 

nanometers, generating heat by a physical phenomenon called plasmon resonance. 

In this thesis, rod-shaped gold nanoparticles (nanorods) of different dimensions, 

coatings and biofunctionalizations (polyethylene glycol and hyaluronic acid) are 

used. Results obtained in vitro with CT2A and B16F10 cells, corresponding to 

glioblastoma and melanoma cell lines respectively, are presented. In both cell lines, 

the cytotoxicity profile of the different nanoparticles, their cell internalization, the 

result of the application of photothermal therapy, the characterization of the type 

of cell death, the impact of temperature on photothermal therapy as well as the 

synergistic effect between such therapy and chemotherapy, where the drug 5-

Fluouracil has been used, are described. Regarding the results of in vivo 

photothermal therapy, a murine tumor model has been developed in C57/BL-6 

mice for both glioblastoma and melanoma. The effect of nanoparticles 

biofunctionalized with hyaluronic acid, a ligand of the CD44 marker present in 

both types of cancer, is studied. The application of photothermal therapy decreases 

the size of the intracranial glioblastoma tumor in mice, evaluated by magnetic 

resonance imaging and behavioral tests. A histological study of glioblastoma 

tumors has been performed where the presence of reactive microglia, tumor 

characteristics and tumor delimitation are evaluated. Also, positive results of the 

optimization of photothermal therapy in a murine melanoma model are presented. 

In conclusion, the high efficacy of photothermal therapy mediated by different 

types of gold nanorods applied in vitro is demonstrated, analyzing the mechanisms 

generated as the induction of cancer cell apoptosis. The results obtained in the 

application of photothermal therapy in vivo demonstrate that the size of the tumor 

mass is reduced without affecting the surrounding healthy tissue, inducing 

apoptosis via Caspase 3 in C57/BL-6 mice, improving their survival.  

Keywords: Photothermal therapy, cancer, nanorods, glioblastoma, melanoma 
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Resumen 

La terapia fototérmica es una técnica no invasiva que elimina de forma selectiva 

las células tumorales mediante el aumento de la temperatura en el intervalo de 

40-43ºC. Para ello se utilizan nanopartículas, generalmente de oro, que son 

irradiadas con un láser a una longitud de onda de 808 nanómetros generando calor 

mediante el fenómeno físico llamado resonancia de plasmones. En esta tesis se 

utilizan nanopartículas de oro con forma de bastones (nanorod) de diferentes 

dimensiones, recubrimientos y biofuncionalizaciones (Polietilenglicol y ácido 

hialurónico). Se presentan resultados obtenidos in vitro con células de CT2A y 

B16F10, correspondientes a líneas celulares de glioblastoma y melanoma 

respectivamente. En ambas líneas celulares, se describen el perfil de citotoxicidad 

de las diferentes nanopartículas, su internalización celular, el resultado de la 

aplicación de la terapia fototérmica, la caracterización del tipo de muerte celular, 

el impacto de la temperatura en la terapia fototérmica así como el efecto sinérgico 

entre dicha terapia y la quimioterapia, donde se ha utilizado el fármaco 5-

Fluouracilo. En lo referente a los resultados de la terapia fototérmica in vivo, se ha 

desarrollado un modelo murino tumoral en ratones C57/BL-6 tanto para 

glioblastoma como para melanoma. Se estudia el efecto de las nanopartículas 

biofuncionalizadas con ácido hialurónico, ligando del marcador CD44 que 

presentan ambos tipos de cáncer. La aplicación de la terapia fototérmica disminuye 

el tamaño del tumor intracraneal de glioblastoma en los ratones, evaluado 

mediante imágenes de resonancia magnética y pruebas conductuales. Se ha 

realizado un estudio histológico de los tumores de glioblastoma donde se evalua la 

presencia de microglía reactiva, características del tumor y su delimitación. 

También, se presentan resultados positivos de la optimización de la terapia 

fototérmica en un modelo de melanoma murino. En conclusión, se demuestra la 

gran eficacia de la terapia fototérmica mediada por diferentes tipos de nanorods de 

oro aplicados in vitro, analizando los mecanismos que se generan como la inducción 

de la apoptosis de las células cancerosas. Los resultados obtenidos en la aplicación 

de la terapia fototérmica in vivo demuestran que se reduce el tamaño de la masa 
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tumoral sin afectar al tejido sano circundante, induciendo apoptosis vía Caspasa 3 

en ratones C57/BL-6, mejorando su supervivencia.  

Palabras clave: Terapia fototérmica, cáncer, nanorods, glioblastoma, melanoma. 
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Capítulo 1. Introducción  

1.1.  Nanotecnología y nanomedicina 

La nanotecnología es una de las aplicaciones biomédicas más prometedora del siglo 

XXI. Se define como la ciencia, ingeniería y tecnología que utiliza estructuras 

dentro de la escala nanométrica (1-100 nanómetros) con originales y útiles 

aplicaciones en diferentes campos de estudio e investigación como la física, 

química, biología y electrónica. La nanotecnología se establece a través de dos 

condiciones esenciales: el uso de estructuras en escala nanométrica controlando 

tanto la forma como el tamaño, y las ventajas de las propiedades de los materiales 

utilizados que le confieren su tamaño nanométrico.  

Por tanto, la nanociencia es un punto de convergencia, entre la ciencia de los 

materiales, física y biología, que estudia las estructuras y moléculas en la escala 

nanométrica. La nanomedicina es la aplicación de la nanociencia en el campo de la 

medicina [1]. La nanomedicina tiene como objetivo principal el diseño de 

estructuras con una favorable farmacocinética con numerosos propósitos biológicos 

como incrementar la vida media de dichas estructuras, proporcionar una buena 

absorción celular y estabilidad, lograr una reducción en la degradación del 

nanomaterial y favorecer el reconocimiento del sistema inmune o el desarrollo de 

una terapia dirigida [2]. Recientes estudios han destacado el enorme potencial que 

las tecnologías aportan a la biomedicina para el diagnóstico y desarrollo de nuevas 

terapias en la lucha contra numerosas enfermedades. Durante las últimas 

décadas, diversas aplicaciones, que ofrece la nanotecnología aplicada en 

nanociencia, han sido objeto de investigación y desarrollo obteniendo resultados 

óptimos y prometedores. El diagnóstico, la liberación de fármacos e imagen 

molecular son un claro ejemplo de campos intensivamente investigados dentro del 

área de la biología y la medicina. Además, la nanomedicina ha avanzado 

especialmente en la disciplina de la oncología. Este progreso se ha logrado debido 

a la especificidad y eficacia de los nanomateriales obtenida en el reconocimiento de 

tumores con numerosas moléculas gracias a la utilización de nanopartículas, 
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fármacos o anticuerpos. Muchos estudios realizados, en los que se incluye esta 

tesis, han demostrado que se pueden emplear nanomateriales con sus ventajosas 

propiedades para una terapia dirigida o la liberación de moléculas terapéuticas 

para modular procesos biológicos como metabolismo, autofagia, estrés oxidativo o 

favoreciendo la actividad anticancerígena.  

Las mejoras en el campo de la física, química y ciencias de los materiales han 

proporcionado nanomateriales con propiedades únicas para mejorar el tratamiento 

de tumores y disminuir la resistencia a las terapias actuales como a la 

quimioterapia o radioterapia. Estos nanomateriales como los que se usan en este 

trabajo, las nanopartículas de oro, pueden actuar como nanocarriers para la 

liberación de agentes terapéuticos específicos como fármacos, ácidos nucleicos o 

agentes inmunes. Las innovaciones en biomedicina están actualmente incluidas en 

diferentes ensayos clínicos para el futuro desarrollo de nuevas terapias 

cancerígenas [1]. Además, estas terapias novedosas en desarrollo, como la 

hipertermia óptica, puede tener efectos sinérgicos con los tratamientos 

convencionales, obteniendo una eficacia mejor en la eliminación de células 

tumorales [3]. 

1.2.  Aspectos éticos de la nanotecnología y nanomedicina  

La nanoética o el estudio de los aspectos éticos de la nanotecnología y sus 

implicaciones sociales es un campo emergente y también polémico [4]. Es una 

disciplina constituida por varios problemas relacionados con la nanotecnología en 

diversos aspectos dentro de la sociedad. Estas cuestiones son suficientes para dotar 

a la nanoética como una diciplina con su propia autonomía [5], ya que confieren 

una condición necesaria para que exista una ética delimitada y ciertamente 

aplicada. Debido a que la nanotecnología mejora los efectos de la interacción 

humana, política y economía, surgen diversos problemas éticos como el dinero 

invertido en diferentes países y el efecto de la propia nanotecnología en los países 

desarrollados. La influencia de esta emergente tecnología y sus campos de 

aplicación son muy influyentes y no se deben ignorar los efectos que tienen los 

países que desarrollan, investigan e invierten en las aplicaciones que la 
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nanotecnología ofrece [6]. Su efecto será diferente cuando las personas tengan 

diferentes oportunidades y distintos estilos de vida dependiendo de su situación 

económica y lugar en el que viven. Los países desarrollados con grandes industrias 

consideran que el poder nanotecnológico es imprescindible para la competencia 

global. Se considera un país desarrollado si cumple con diversos estándares y 

criterios como pueden ser el producto nacional bruto, estabilidad política y la 

igualdad entre los ciudadanos de dicho país. Existen otros aspectos a tener en 

cuenta como su efecto en los investigadores debido a que la incertidumbre en los 

resultados de la investigación clínica y científica de la nanotecnología se considera 

también una incertidumbre para la seguridad del investigador como los efectos 

citotóxicos de las nanopartículas de distinta naturaleza que se utilizan. O el dinero 

invertido en nanomedicina y nanotecnología ya que la atención por estos campos 

de investigación está creciendo.  

Principalmente se hace un enfoque ético en el efecto de la nanotecnología sobre la 

salud y la medicina. El coste de la producción de nanodispositivos y herramientas 

de nanocirugía y sus aplicaciones establecen un problema de especulación ética. 

No es fácil predecir y cuantificar la toxicidad de los materiales utilizados a una 

escala nanométrica debido a las propiedades que le confieren en ese determinado 

tamaño y los efectos que pueden generar esos materiales en condiciones de tamaño 

macro. Otro impacto de la nanotecnología en la medicina influye en la relación 

entre el paciente y el médico. El diagnóstico y el tratamiento que debe seguir el 

paciente depende del uso adecuado de la nanotecnología. Para la psicología de los 

pacientes debe haber una relación de confianza entre el paciente y su médico 

conservando la relación humana entre ellos. Los avances en la nanotecnología 

transforman la profesión médica de una ejecución más humana a un servicio de 

equipo y tecnología.  

Recientemente, hay que evaluar el impacto del desarrollo de este campo de 

investigación sobre el sistema de salud, especialmente en la estructura del sistema 

de salud. Gracias al liderazgo de las tecnologías emergentes, prevención de 

enfermedades, diagnóstico temprano y las mejoras en los sistemas de imágenes 

para monitorizar el estado de salud de los pacientes la estructura del sistema de 
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salud debería cambiar. Como resultado de estas mejoras, la atención al paciente es 

casa adquiere más importancia que la atención en el propio hospital. Por otro lado, 

es importante una adecuada integración entre el conocimiento clínico y el 

conocimiento que aportan las nanotecnologías para abordar de forma adecuada las 

innovaciones y avances en los sistemas sanitarios. Las expectaciones sobre la 

nanotecnología son grandes debido a la capacidad de mejora sobre la vida de los 

pacientes y los masivos beneficios en el campo de la nanomedicina, Por lo tanto, la 

capacidad técnica y la correcta adecuación de la nanomedicina no debe ser 

subestimada. 

En conclusión, los procesos y métodos nuevos en nanomedicina aplicados 

clínicamente deben estar bien integrados en el sistema de salud, la aplicación de 

la nanomedicina tiene una capacidad de mejora y un efecto inmediato en los 

pacientes y sus protocolos deben estar bien estandarizados y descritos paso a paso 

con resultados clínicos relevantes y demostrados. Solo bajo esas circunstancias, la 

nanomedicina puede ser integrada en la práctica clínica [7].  

1.3. Glioblastoma y melanoma 

1.3.1. Glioblastoma  

Glioblastoma multiforme (GBM) es el tumor maligno y primario cerebral más 

común [8]. Además, es definido por la Organización Mundial de la Salud (OMS) 

como un glioma grado IV [9], [10]. Es clasificado principalmente en GBM primario 

o isocitrato deshidrogenasa (IDH) wildtype GBM, el cual es desarrollado de novo y 

representa el 90% de los diagnósticos, y GBM secundario o IDH mutante GBM, el 

cual es el resultado de una progresión desde un glioma difuso de bajo grado II o III 

y representa el 10% de los casos [11]. La incidencia de GBM es 5 por cada 100.000 

personas comprendidas entre 45-54 años y se incrementa con la edad. Varía 

dependiendo del sexo siendo 1.48 más común en hombres [8], [12]. Además, es más 

común en gente de raza caucásica que en otras etnias [13].  

El Desarrollo de síntomas neurológicos como déficits neurológicos, pérdida de 

memoria, cambios de personalidad, afasia o pérdida del campo visual en periodos 
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superiores a semanas o meses requiere una evaluación neurológica. En ocasiones, 

el desarrollo de los síntomas ocurre de una forma rápida, pudiéndose confundir con 

un ictus. La pérdida del lenguaje también puede asociarse a un estado de confusión 

o delirio. Las convulsiones se manifiestan en un intervalo del 20-40% de los 

pacientes y ocasionalmente un comienzo local del tumor se manifiesta en algunos 

pacientes [14]. La imagen de resonancia magnética (IRM) es una técnica 

comúnmente aplicada en la práctica clínica para el diagnóstico y el seguimiento 

post tratamiento [12], [13]. Los pacientes con GBM presentan una pobre prognosis 

y el tiempo de supervivencia es extremadamente corto si no se detecta a tiempo o 

el paciente no recibe ningún tipo de tratamiento. La media de supervivencia desde 

el diagnóstico es alrededor de 15 meses y, tan solo, un 5% sobrevive los primeros 

cinco años. [15].  

El tratamiento convencional para combatir el GBM incluye la cirugía, quimio y 

radioterapia o una combinación de las dos estrategias terapéuticas. Hoy en día, el 

tratamiento más común consiste en una cirugía para eliminar la masa tumoral 

seguido de un tratamiento de quimioterapia con temozolomida y sesiones de 

radioterapia [16], [17], [18]. Pacientes con sospecha de un glioma maligno deben 

ser considerados para una intervención quirúrgica, aliviando el efecto que ejerce la 

masa aumentando la presión intracraneal, logrando una citoreducción y adquirir 

una muestra del tumor para su precisa caracterización histológica y molecular.  

Después de un primer tratamiento, los pacientes con GBM suelen recaer ya que se 

ha desarrollado otra vez una masa tumoral al no eliminar todas las células del 

tumor primario en el primer tratamiento, por tener este tumor una alta capacidad 

de infiltración. Estadísticamente, todos los pacientes que presentan GBM 

experimentan un progreso de la enfermedad en un periodo de 7 a 10 meses. 

Desafortunadamente, no existe ningún tratamiento estandarizado y demostrado 

en la recurrencia del GBM mejorando el tiempo de supervivencia. Las opciones del 

tratamiento en este caso deben ser individualizados y considerarse seriamente ser 

sometido o seleccionado a un ensayo clínico. Se puede considerar una extirpación 

quirúrgica, aunque en la mayoría de los casos no es posible debido a la localización 

del tumor, está extendida en varias partes del cerebro o por el bajo estado físico del 
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propio paciente. La gran mayoría de los ensayos clínicos solo contemplan pacientes 

que se van a someter a una segunda cirugía, permitiendo la exposición 

preoperatoria al fármaco que está siendo testado, para la posterior evaluación del 

efecto generado sobre el objetivo molecular. Por lo que todos los candidatos al 

ensayo deben ser candidatos obligatorios a cirugía [14].  

Numerosos ensayos clínicos en fase III han resultado fallidos con el objetivo de 

mejorar la supervivencia de pacientes que padecen GBM, con decepcionantes 

resultados a pesar de obtener prometedores datos y evidencias en sus 

correspondientes ensayos clínicos de fase I y II. Esta decepción se debe a la 

selección inadecuada que justifican un ensayo en fase III, diseño subóptimo de la 

terapia en fase II, falta de datos moleculares o la falta de pruebas de 

farmacodinámicas. Una vez reconocidos los fallos cometidos en la fase II, se pueden 

adaptar rápidamente para mejorar la habilidad de identificar adecuadamente los 

tratamientos que permitan la supervivencia o el prolongamiento de la vida en los 

pacientes con GBM [19].  

Nuevas y emergentes terapias están apareciendo para cumplir tales objetivos, 

como la inmunoterapia [20] o el tratamiento por calor o hipertermia [21], para 

mejorar el resultado y la efectividad en pacientes con GBM debido a la resistencia 

del tumor a la quimio y radioterapia. Además, estos nuevos tratamientos pueden 

ser combinados con terapias convencionales debido al efecto sinérgico existente 

entre ellas [22].  

1.3.2. Melanoma  

El melanoma es el tipo de cáncer con el potencial metastásico más significativo 

comparado con todos los tumores sólidos. El melanoma cutáneo se desarrolla a 

partir de las transformaciones malignas de los melanocitos productores de 

melanina en la epidermis basal cutánea [23]. En cambio, el melanoma no cutáneo 

surge a partir de esta misma transformación de melanocitos en la úvea [24], tracto 

gastrointestinal [25], genitales y sistema urinario [26] y las meninges [27].  
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En cuanto al melanoma cutáneo, es un cáncer agresivo e invasivo de la piel y 

representa el 1.7% de todos los cánceres en la población mundial y ocupando el 

lugar número 15 entre todos los cánceres comunes en el mundo. La incidencia del 

melanoma no para de incrementarse dependiendo de la edad, reportándose nuevos 

casos en el rango de edad comprendido entre los 65-74 años con una media donde 

los casos de melanoma se diagnostican a los 64 años. La incidencia relacionada con 

el sexo es más común en mujeres a temprana edad, mientras que en hombres 

prevalece a partir de los 55 años [28]. También depende de la localización 

geográfica, donde la mayor incidencia ocurre en Australia y Nueva Zelanda. Por 

otro lado, en Europa es más común en el norte de Europa, especialmente en los 

países nórdicos y la baja incidencia se encuentra en el sur y este de Europa. Por lo 

tanto, la incidencia de la enfermedad varía en los diferentes países, fenotipo de la 

piel y la exposición a la luz solar [23].  

Entre los factores de riesgo ambientales para desarrollar melanoma, se encuentra 

principalmente la exposición a la luz ultravioleta (UV) de la luz solar. El riesgo de 

desarrollar la enfermedad está directamente relacionado con la exposición al sol, 

por tanto, al espectro de la radiación UV. Otros factores como el tiempo de 

exposición y los patrones de exposición incrementan la posibilidad de la aparición 

de melanoma. En particular, una exposición intensa e intermitente (típico historial 

de quemaduras debido a la luz solar) está asociado con un mayor riesgo comparado 

con una exposición de forma continua, más frecuentemente relacionado con cáncer 

de piel diferente al melanoma o queratosis actínica. Las ondas UV son absorbidas 

mediante proteínas nucleares y ácidos de las células de la piel, melanocitos 

incluidos. El estrés oxidativo asociado provoca grandes cambios en los melanocitos 

transformándose en células cancerosas mediante la afectación a los mecanismos 

de reparación del ADN provocando numerosas mutaciones induciendo 

carcinogénesis [29], [30].  

Otros factores de riesgo pueden ser los factores hereditarios, factores genéticos, un 

sistema inmune comprometido favoreciendo condiciones inmunosupresoras o los 

pigmentos nevi, proliferaciones benignas producidas por los propios melanocitos 

en la piel. Dichos pigmentos no suelen cambiar de tamaño y desaparecen a lo largo 
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de la vida. Aproximadamente el 33% de los melanomas son derivados directamente 

de estas proliferaciones benignas, mientras que el resto son melanomas producidos 

con origen de novo.  

La producción de melanina es la única función de los melanocitos. Este pigmento 

tiene propiedades antioxidantes como oxidantes. La transformación de 

antioxidante a oxidante se produce principalmente por la exposición al sol, pero 

también por los numerosos factores de riesgo mencionados anteriormente. La 

acción oxidante resulta en la producción intracelular de radicales libres, causando 

un daño irreparable e irreversible en el material genético al producir numerosas 

mutaciones. La excesiva proliferación, desdiferenciación e inmortalización de tipos 

celulares específicos son las causas derivadas de estas mutaciones [23].  

 El melanoma provoca una grave morbilidad y mortalidad, ya que suele provocar 

metástasis en estadios muy tempranos siendo difícil de erradicar debido a su 

desarrollada resistencia a la quimioterapia. La presencia de varias mutaciones y 

las alteraciones en el microambiente tumoral, mediante la sobreexpresión de 

proteínas que favorecen la invasión y la filtración tumoral, son el origen de la 

metástasis. La supervivencia media de los pacientes que desarrollan melanoma 

cutáneo metastásico es de 5-8 meses, siendo el pronóstico aún peor si el melanoma 

afecta a las zonas mucosas.  

La mayoría de las pacientes con diagnosis temprana de melanoma están en los 

estadios tempranos del desarrollo del tumor y el tratamiento a seguir es la 

extirpación del tumor mediante cirugía con la eliminación total sin recurrencia del 

tumor. Sin embargo, algunos pacientes con la enfermedad diseminada y con 

diagnóstico tardío representan el 10% de los casos de melanoma con una prognosis 

mala y probablemente con baja respuesta al tratamiento [31].  

El diagnóstico del melanoma cutáneo se ha establecido en las últimas décadas 

principalmente en las características histológicas combinadas con el análisis de los 

marcadores inmunohistoquímicos presentes en las células tumorales. El 

diagnóstico ha cambiado radicalmente en los últimos años para detectar las 

lesiones benignas mediante el análisis genético la identificación de mutaciones 

relativas a melanoma para identificar el origen maligno de las células cancerosas 
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[32]. Desde 2011 se ha revolucionado el tratamiento de melanoma, en pacientes 

que se encuentran en una fase muy avanzada, con el desarrollo de la 

inmunoterapia siendo la terapia más eficaz. Desafortunadamente, los marcadores 

predictivos no se han integrado directamente en la práctica clínica, aunque el 

conocimiento y evidencia científica sobre las características inmunogénicas del 

melanoma se ha incrementado enormemente en los últimos años. Un ejemplo claro 

de la aplicación de la inmunoterapia es la utilización de anticuerpos para la 

inhibición de diferentes dianas como pueden ser la proteína 1 anti-muerte celular 

programada o PD-1, su correspondiente ligando o PD-L1 y la proteína 4 asociada a 

los linfocitos T citotóxicos conocido como CTLA-4 [33]. 

1.4.  Terapias de hipertermia 

La palabra hipertermia se refiere al incremento de la temperatura de forma local 

y localizada, regional o generalizada en el cuerpo humano y puede ser utilizada 

para eliminar células tumorales. La hipertermia se puede clasificar según la 

temperatura alcanzada, la zona donde se incrementa la temperatura o la técnica 

utilizada para producirla.   

• Según la temperatura se puede clasificar en: 

o  Se denomina hipertermia suave cuando la elevación de la 

temperatura aumenta dentro del rango de 41-43 grados centígrados 

generando una reoxigenación y un aumento del riego sanguíneo a 

nivel tisular del tumor, provocando la desnaturalización de proteínas, 

inhibición de la reparación del ADN, una activación de la respuesta 

al estrés del retículo endoplasmático, inducción de proteínas de shock 

térmico (Heat Shock Protein, HSP) [34] y la puesta en marcha de los 

mecanismos apoptóticos en las células tumorales. Además, 

numerosos estudios demuestran que este tipo de hipertermia puede 

inducir una respuesta inmunológica. La expresión de HSPs activa la 

respuesta inmune [35], las células cancerosas modulan los 

marcadores de membrana y otros factores como respuesta al calor 

pudiendo generar una respuesta inmunogénica [36], el propio calor 
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activa el sistema inmune, se produce una liberación de exosomas [37] 

que contienen antígenos tumorales activando las células inmunes 

facilitando su migración a la masa tumoral debido a la alta 

permeabilidad de la vasculatura del tumor generado por el calor [38], 

[39].  

o  Se considera termoablación si la temperatura aumenta más de 45 

grados centígrados provocando una disminución del flujo sanguíneo y 

una baja tasa de disipación del calor en el tumor. En cuanto a nivel 

celular, se produce la desorganización del citoesqueleto, 

desnaturalización de proteínas, rotura de la membrana plasmática, 

alteraciones en la conformación del DNA y, por tanto, necrosis 

produciendo una muerte inmunogénica. Hay evidencias de la 

liberación de especies reactivas de oxígeno (Reactive Oxigen Species, 

ROS) por la ruptura de la membrana plasmática provocando la 

sobreexpresión de calreticulina en la superficie de las células 

tumorales. La exposición de antígenos tumorales y calreticulina 

activa la respuesta inmune de los linfocitos T. La ablación del tumor 

eleva la temperatura en el tejido sano que rodea el tumor y puede 

causar efectos tóxicos no deseados [38], [40].  

• Según la zona donde se aplica la hipertermia:  

o Local: generalmente utilizada para el tratamiento de tumores sólidos 

y localizadas o cerca de la superficie de la piel o los orificios naturales 

del cuerpo [41]. A su vez, dependiendo de la localización del tumor 

hay diferentes tipos de hipertermia local; hipertermia externa; si el 

tumor está cerca de la piel usando una fuente externa al cuerpo como 

pueden ser antenas o dispositivos de ultrasonidos o microondas; 

hipertermia endocavitaria o intraluminal; utilizada en tumores 

localizados en distintas cavidades accesibles como el recto, e 

hipertermia intersticial para el tratamiento de tumores profundos 

como puede ser un tumor cerebral [42]. La radiación local asociada a 

una hipertermia suave ha demostrado su capacidad de activación de 
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una respuesta inmunogénica frente al tumor. La hipertermia local en 

combinación con tratamientos convencionales de la práctica clínica 

como la quimio o radioterapia ha tenido un auge en los últimos años 

despertando un gran interés debido a los resultados obtenidos en 

investigación [43].  

o Regional: es adecuado para tumores avanzados y profundos como en 

la región del abdomen y de la pelvis. Este tipo de hipertermia es más 

compleja que la hipertermia local por sus propiedades físicas y 

fisiológicas, por lo que requiere más planificación. La hipertermia 

regional suministra energía también a los tejidos adyacentes, por lo 

que el calentamiento selectivo del tumor sólo es posible cuando la 

disipación del flujo sanguíneo en el tejido sano es mayor que la del 

tejido tumoral. Principalmente se tratan tumores como el carcinoma 

rectal, cervical, de vejiga y próstata o sarcoma de tejidos blandos [44].  

o Hipertermia de todo el cuerpo: se define como la elevación de la 

temperatura corporal inducida físicamente, abarca desde aplicaciones 

breves y leves de calor hasta aplicaciones que deben realizarse en el 

entorno de una unidad de cuidados intensivos. Se puede clasificar 

según el rango de temperatura alcanzada en el cuerpo desde una 

sonda rectal. Se considera suave cuando la temperatura está por 

debajo de los 38°C, solamente en el caso de que sea aplicado por menos 

de 30 minutos no se necesita la monitorización del paciente. Sus 

aplicaciones son la rehabilitación, terapia física, ortopedia o 

reumatología. Se considera moderada cuando la temperatura está en 

un rango febril (38,5 °C – 40,5 °C) bajo sedación, monitorización y 

cuidados médicos para el tratamiento de enfermedades 

reumatológicas, dermatológicas, medicina ambiental, inmunológicas 

y, principalmente, infecciones crónicas o enfermedades oncológicas. Si 

la temperatura supera los 40,5 °C se clasifica como extrema y el 

paciente se encuentra en un profundo plano anestésico con cuidados 

intensivos. Esta opción sólo se aplica en tratamientos oncológicos e 
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infecciones crónicas [45], [46]. Este tipo de hipertermia es el más 

complejo y menos utilizado debido a los cuidados intensivos y los 

impactos negativos en el cuerpo.  

• Según el método utilizado:  

o Ultrasonidos: emplea energía acústica a frecuencias de 0,5-10 

Megahercios (MHz) para calentar los tejidos. Las ondas se concentran 

en una zona focal específica generando calor debido a las pérdidas por 

fricción de las colisiones moleculares resultantes de la onda de presión 

de ultrasonidos aplicada. Los ultrasonidos concentrados de alta 

frecuencia o High Intensity Focused Ultrasound (HIFU) es el 

principal tratamiento en la lucha contra el cáncer siendo una 

tecnología emergente. Específicamente, se generan ondas acústicas 

en el rango de 1 – 7 MHz. HIFU ocasiona tanto efectos térmicos 

incluyendo el calentamiento físico en el tejido diana por la absorción 

de las ondas, como efectos mecánicos. A dosis bajas (<55°C) se conduce 

a un aumento de la permeabilidad celular siendo ventajoso para la 

liberación de fármacos mediante calor. A dosis altas (>55°C) se induce 

un estado de muerte celular por necrosis coagulativa, característica 

de las terapias de ablación tumoral. En referencia a los efectos 

mecánicos, se incluyen la fuerza de radiación, aumento de la presión 

y, la más importante, la cavitación acústica. La cavitación acústica 

describe el proceso de las diferencias de cambios de presión en el tejido 

diana para la oscilación y el colapso de microburbujas a altas 

frecuencias. Se produce sonoporación, proceso por el que la presión de 

las ondas afecta a las estructuras celulares creando poros en la 

membrana plasmática, cuando se aplica HIFU a bajas frecuencias.  

Una de las principales ventajas de HIFU es el margen mínimo donde 

se puede aplicar la terapia, discriminando el tejido diana de los tejidos 

sanos que le rodean. Sus aplicaciones son numerosas como la 

generación de hipertermia y termoablación, liberación de fármacos o 

neuromodulación [47], [48], [49]. Hay numerosos ensayos clínicos 
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para el tratamiento de miomas, cáncer de próstata, mama y tumores 

del sistema nervioso central [47].  

o Campo electromagnético: se aplica un campo magnético sinusoidal 

alterno de alta frecuencia usando una o más antenas. Se causa calor 

dieléctrico mediante la rotación, colisión, polarización y vibración de 

las moléculas bipolares. El calentamiento de los tejidos se produce por 

la conducción iónica en el fluido extracelular a bajas frecuencias 

(<1MHz) actuando las membranas celulares como aislantes. La 

polarización molecular se genera a altas frecuencias (>1MHz) 

provocando la permeabilización de las membranas celulares [50]. En 

esta categoría se encuentran la hipertermia por radiofrecuencias, 

microondas, infrarrojos e irradiación por láser. La radiofrecuencia y 

las microondas producen la hipertermia o ablación del tejido diana 

mediante un catéter o agujas dependiendo del tamaño y localización 

del tumor y antenas fuera del cuerpo para el tratamiento de tumores 

[51]. La principal diferencia es la aplicación de la hipertermia por 

radiofrecuencia o por microondas, ya que se tratan tumores profundos 

o tumores superficiales respectivamente.  Las microondas tienen una 

profundidad de actuación desde la superficie hasta los 4cm, siendo 

una técnica hipertérmica muy dependiente del tamaño ya que es 

recomendable aumentar la temperatura en el 90% del volumen del 

tumor. La localización de la masa tumoral también genera un 

conflicto, ya que a más de 4cm de profundidad no pueden ser aplicada 

esta técnica, o con tumores semiprofundos donde se encuentran desde 

la superficie de la piel y superar los 4cm de profundidad. Sin embargo, 

las radiofrecuencias tienen la propiedad de generar calor a altas 

profundidades del tejido tratado [52], [53]. Los infrarrojos se aplican 

desde lámparas infrarrojas solamente para calentar la superficie del 

tejido siendo la profundidad de penetración menos de 1cm [54]. En 

este caso, la irradiación por láser se produce mediante una fibra 

óptica guiada liberando la energía lumínica en el tumor, minimizando 
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puntos calientes y la generación de calor no deseado en los tejidos 

sanos [55].  

o Mediada por nanopartículas: las nanopartículas (NPs) son definidas 

como materiales cuyas dimensiones son menores a 100 nm. Los 

recientes avances en la fabricación e ingeniería de NPs permiten 

crear estructuras de distintos materiales a escala nanométrica 

modulando su tamaño y forma, así como añadir biomoléculas en su 

superficie para estudiar sus interacciones en los sistemas biológicos. 

Las fuentes de energía más comunes usadas para la generación de 

calor por NPs son la luz y los campos electromagnéticos [56]. De esta 

forma, se pueden distinguir la hipertermia magnética y la 

hipertermia óptica o terapia fototérmica (Photothermal therapy, 

PTT) según la naturaleza de las NPs utilizadas, características de 

cada técnica y su fuente de energía [57]. La hipertermia magnética 

utiliza la capacidad calorífica de las NPs magnéticas para inducir la 

muerte celular a las células tumorales en presencia de un campo 

magnético alterno. Las NPs más usadas en hipertermia magnética 

son NPs de óxido de hierro (como maghemita, γ-Fe2O3, hematita α-

Fe2O3 o magnetita Fe3O4) debido a sus características magnéticas y la 

facilidad de recubrir su superficie como por ejemplo utilizando 

dextrano. Se pueden utilizar otro tipo de NPs de zinc o cobre, pero 

muestran mayor toxicidad. Las NPs Fe3O4 y son las más estudiadas y 

usadas en investigación debido a sus características únicas como el 

superparamagnetismo, por la cual reciben el conocido nombre de 

nanopartículas superparamagnéticas de óxido de hierro (SPION), 

relación superficie-volumen, mayor área superficial y la fácil síntesis 

y metodología de separación. Las SPION tienen la ventaja de que 

cuando no están en presencia de un campo magnético alterno, se 

desmagnetizan, esta característica junto con la buena estabilidad 

coloidal que minimiza el riesgo de agregación de las NPs en la sangre 

las convierte en un tipo de NPs con relevancia clínica [58]. Existen 
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numerosos ensayos clínicos donde se aplica la hipertermia magnética 

para el tratamiento de tumores [59]. La hipertermia óptica o PTT 

utiliza nanopartículas de oro que liberan calor debido a una radiación 

de una fuente externa de luz, en este caso un láser a 808nm para 

inducir la muerte celular de las células cancerígenas. Este es el tipo 

de hipertermia que se aplica en esta tesis doctoral y se desarrolla en 

el siguiente punto de la Introducción nombrado Terapia fototérmica y 

nanopartículas de oro. 
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1.5. Terapia fototérmica y nanopartículas de oro 

La hipertermia óptica, conocida más comúnmente como Photothermal therapy 

(PTT), es un tratamiento emergente no invasivo contra el cáncer muy efectivo, 

capaz de eliminar las células tumorales de forma selectiva mediante la conversión 

de la luz, irradiada por un láser de longitud de onda adecuada, a calor gracias a la 

utilización de NPs de oro. Se la incidencia de la luz provoca la excitación de los 

plasmones que empiezan a oscilar y a liberar calor mediante el efecto físico 

conocido como Resonancia de plasmones superficiales (Surface Plasmone 

Resonance, SPR). La PTT induce la muerte celular por calor en el tejido tumoral 

expuesto a una luz cerca del infrarrojo (Near-Infrared Light, NIR) en presencia de 

NPs de oro. PTT es una terapia prometedora debido a su simple aplicación, bajo 

tiempo de tratamiento y la rápida recuperación post-tratamiento. Esta terapia 

tiene como principal ventaja la focalización de la generación de calor en el tejido 

tumoral evitando daños en los tejidos sanos. Las propiedades fisicoquímicas de los 

nanomateriales permiten la selectividad de las células cancerígenas. En la 

localización del tumor los nanomateriales son irradiados con una fuente externa 

de luz provocando la generación de calor, como se observa en la Figura 1.1 [60]. 

Las NPs son irradiadas en el espectro de la primera ventana biológica del NIR con 

un rango de luz que abarca un intervalo de 650nm-1024nm. Las ventanas 

biológicas son definidas como los rangos espectrales donde los tejidos son 

parcialmente transparentes debido a la reducción simultánea de la absorción y 

reflejo de la luz a esa longitud de onda de forma específica. La piel y diferentes 

tejidos, o moléculas como la hemoglobina, presentan una mínima absorbancia en 

el rango NIR, especialmente en la radiación con longitudes de onda en el intervalo 

de 650nm-900 nm con un pico de transmisión en los 800nm [61]. Este rango de 

longitudes de onda del espectro electromagnético es lo que se considera la primera 

ventana biológica perteneciente al NIR. 

Gracias a esto, la irradiación de las NPs a una longitud de onda de 808nm en el 

tejido tumoral puede penetrar sin consecuencias en los tejidos biológicos en 

comparación con otras longitudes de onda. Existe una segunda ventana biológica 

en el espectro NIR desde los 1000nm hasta los 1350nm, correspondiéndose con los 
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límites del espectro con las bandas de absorbancia del agua. Es importante recalcar 

que la hemoglobina, oxihemoglobina y el agua presentan un mínimo coeficiente de 

absorción en la región NIR comprendida entre los 650-900nm, por lo que el 

principal interés en la aplicación de la PTT se encuentra en la primera ventana 

biológica de la región NIR [62].  

 

Figura 1.1. Fundamento de la Terapia fototérmica o PTT mediada por nanopartículas de 

oro (GNPs). 

 

Los avances en la nanotecnología han resultado en la producción de diferentes 

nanomateriales con múltiples aplicaciones. Debido a sus propiedades únicas que le 

confieren el tamaño en la nanoescala, las NPs utilizadas en PTT pueden ser de 

distintos materiales dividiéndose en NPs de origen orgánico e inorgánico. Los 

nanomateriales fototérmicos deben tener un alto coeficiente de absorción y estar 

acumulados de forma eficiente en la masa tumoral.  

Los nanomateriales orgánicos tienen la ventaja de ser más biocompatibles con una 

mayor degradación. Los nanomateriales basados en el carbono (nanotubos de 

carbono y grafeno), los colorantes orgánicos y los nanotransportadores poliméricos 

son los nanoagentes fototérmicos orgánicos más utilizados [63]. Principalmente 
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este tipo de NPs se utilizan en terapia fotodinádima (Photodynamic Therapy, PDT) 

e incluyen pequeñas biomoléculas orgánicas y conjugados de nanomateriales 

poliméricos. Este tipo de nanomateriales han mostrado ser buenos agentes 

terapéuticos frecuentemente usados para imágenes de tumores y su tratamiento 

mediante la producción de ROS [64], [65]. Los nanomateriales orgánicos más 

comunes en PDT son nanomateriales de moléculas orgánicas pequeñas como tintes 

de cianina, porfirinas, boro dipirrometeno, diketopirrolopirrol o ftalocianinas.  

Los nanomateriales más usados en PTT son de origen inorgánico. Entre ellos se 

encuentran los metales óxidos que han recibido especial atención en el campo de 

investigación de PTT debido a su bajo coste, gran biocompatibilidad, excelente 

estabilidad coloidal y su ajustable espacio de banda donde se encuentra su pico de 

absorción. Los más conocidos en esta categoría son el óxido de hierro, óxido de zinc 

y óxido de manganeso. Otro tipo de nanomateriales usados son los dicalcogenuros 

de metales de transición, compuestos por capas de metales de transición como el 

cobre o titanio y dos capas de átomos de calcogenuro. Esta conformación les confiere 

una fuerte absorción dentro del espectro NIR, un buen coeficiente de conversión y 

muy buena estabilidad fototérmica. Sin embargo, las NPs metálicas son los mejores 

nanomateriales para la aplicación de PTT por sus características y propiedades 

fisicoquímicas y ópticas. Principalmente son NPs de oro, plata, paladio y platino 

[63], [66], [67], [68].  

Las nanopartículas de oro (gold nanoparticles, GNPs) son las más estables de las 

NPs descritas anteriormente, y son empleadas en numerosos campos de 

investigación debido a su gran biocompatibilidad. Su principal característica es el 

SPR en el que se produce la oscilación de los electrones en la superficie de un metal. 

Es un fenómeno óptico único en el que la luz se dispersa o se absorbe cuando se 

irradia un metal con luz de una longitud de onda específica que coincide con el ciclo 

de oscilación del plasmón. En los nanomateriales, y sobre todo en las GNPs, se 

produce de manera localizada (Localized surface plasmon resonance LSPR) debido 

al tamaño de la superficie de las GNPs, el plasmón no se mueve, sino que oscila en 

su lugar. Los plasmones oscilan y se libera energía térmica produciendo el calor. 
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Tanto la absorción como la dispersión de la luz dependen del tamaño de las GNPs 

y su ruta de síntesis [69], [70].   

 Se pueden sintetizar por numerosas vías de síntesis, pero principalmente existe 

la vía descendiente o también llamada top-down, un proceso substractivo que 

comienza con cortes de un material a granel hasta conseguir el nanomaterial 

autoensamblado con tamaño nano mediante fotolitografía o micropatterning [71], 

[72]. El método de síntesis es rápido, aunque tiene la limitación de la fabricación 

de NPs de tamaño uniforme. Existen otros métodos físicos que entran dentro de 

esta categoría como la pirólisis, termólisis e inducción por radiación. El enfoque 

descendiente tiene grandes limitaciones en el control de la superficie y estructura 

de la generación de GNPs afectando significativamente a sus propiedades físicas y 

químicas. La distribución de los tamaños no está controlada por lo que es poco 

rentable [73]. El otro mecanismo de síntesis es la vía ascendente o down-top, una 

técnica emergente en los últimos años clasificándose, dependiendo del método 

empleado como físico, utilizando técnicas como la ablación por láser [74], 

irradiación por microondas o ultrasonidos o la deposición por pulverización 

catódica. Mediante métodos biológicos se obtienen NPs derivadas de extractos 

intracelulares o extracelulares de células procariotas (bacterias y aminocetos), 

eucariotas (algas, levaduras u hongos) y extractos de plantas (cortezas, raíces u 

hojas) [75]. Por último, el método más empleado hoy en día, se basa en la reducción 

química de metaliones en soluciones como el hidróxido de sodio (NaOH), 

borohidruro de sodio (NaBH4), bromuro de cetil-trimetilamonio (CTAB), dodecil 

sulfato de sodio (SDS) y citrato de sodio [74], [75]. 

 La síntesis de GNPs mediante la reducción química es comúnmente conocida como 

la síntesis Turkevich o la vía clásica de síntesis introducida por el científico 

Turkevich en 1951 que da nombre a la propia ruta sintética [76], [77]. Esta técnica 

utiliza el citrato trisódico como agente reductor. El procedimiento se tiene que 

realizar teniendo en cuenta factores primordiales como el pH y temperatura 

durante el proceso, y principalmente, la relación molar [HAuCl4]/[Citrato] para la 

estabilidad de las GNPs. De una forma resumida, la síntesis se divide en tres 

partes: la formación de clusters metálicos de tamaños de 1 a 2 mm mediante la 
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reducción de iones, el proceso de coalescencia donde se unen dos o más clusters 

creando un único conglomerado metálico disminuyendo el número de NPs pero 

aumentando su tamaño progresivamente hasta los 4-5mm aproximadamente y el 

último paso de crecimiento de NPs donde el tamaño aumenta drásticamente a 

partir del conglomerado cuando alcanza los 4-5mm generando las GNPs debido a 

la reducción drástica del 70-80% iones disueltos en la solución. Posteriormente se 

ha ido introduciendo cambios a la síntesis desarrollada por Turkevich, conocida 

como el método Turkevich, modificado como la utilización de agentes 

estabilizantes, por ejemplo 3-mercaptopropianato sódico, para controlar el tamaño 

de las GNPs [78]. Otra modificación de suma importancia ha sido la síntesis en 

condiciones más suaves, en ausencia de calor durante el proceso. La introducción 

de NaBH4 en presencia o ausencia de citrato sódico y las variaciones molares de 

los iones Au completan todos los cambios de la síntesis Turkevich [79], [80].  

La síntesis de los GNPs es de suma importancia debido a que pueden dotar de 

características ópticas determinadas, dependiendo de la forma y estructura de las 

NPs, en las que se incluyen las nanoesferas, nanorods (GNRs), nanoestrellas, 

nanocubos y nanoconchas. 

Las nanoesferas son sintetizadas mediante la reducción controlada en una solución 

acuosa de HAuCl4 con diferentes agentes reductores en varias condiciones llegando 

a tener un diámetro desde 2 mm hasta más de 100mm. El tamaño y diámetro por 

tanto de las nanosferas se controlan mediante el balance de oro/citrato. 

Normalmente, este tipo de GNPs tienen un pico de absorción comprendido entre 

510-550nm dependiendo del rango de distribución de tamaño de dichas GNPs. Las 

nanoesferas tienen numerosas aplicaciones con muchas ventajas, pero su principal 

limitación es la acumulación en una determinada zona, así como su baja eficacia 

antitumoral en cáncer metastásicos [81]. 

Los nanocubos se sintetizan utilizando plata que da forma por sustitución 

galvánica a nanoestructuras de oro vacías en el interior mediante la reducción de 

AgNO3 en solución acuosa de HAuCl4 [82]. Su principal aplicación es su utilización 

como biosensores y su uso no es muy común en la hipertermia óptica.  
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En cuanto a las nanoestrellas, tienen una forma redonda con numerosas puntas 

que sobresalen del núcleo aumentando su superficie con relación al tamaño. Su 

principal ventaja es la superficie disponible que presentan para ser 

biofuncionalizadas. Pueden ser sintetizadas mediante semillas o directamente en 

un único paso de síntesis. La primera es la más común donde se utiliza CTAB como 

agente de recubrimiento y su principal problema es la citotoxicidad. Variando el 

tamaño de las semillas, las GNPs obetindad pueden variar desde 40 nm hasta 200 

nm teniendo su pico de absorción en un intervalo de 600-950 nm. El segundo 

método de síntesis no tiene mucha reproducibilidad debido a la alta sensibilidad 

en las variaciones de las condiciones experimentales como concentración, 

temperatura o pH. Las nanoestrellas son prominentes en numerosos campos de 

investigación, en los que se incluyen la catálisis, biosensores o PTT [81].  

Los nanorods (GNRs) son las NPs utilizadas en esta tesis y se desarrollará a 

profundidad su uso en PTT durante todo este trabajo de investigación. Los diversos 

tamaños de los GNRs les permiten ser muy activas en la ventana NIR y son muy 

interesantes en el campo de la investigación y nanomedicina. En cuanto al 

mecanismo de síntesis, debe haber control a nivel termodinámico y cinéticamente, 

ya que hay que tener en cuenta diversos factores como la longitud, grosor, 

rendimiento de la reducción del oro y la forma de las NPs obtenidas. La síntesis 

más usada es por semillas, en la que se utiliza, como en los nanoestrellas, el 

surfactante CTAB. La reducción de la sal de oro se produce por el agente de 

reducción como NaBH4. Una vez producidas las semillas, sirven como sitios de 

nucleación para los GNRs que aumentan su tamaño en la solución de crecimiento 

en presencia de un agente reductor débil como puede ser el ácido ascórbico [83], 

[84], [85]. Los GNRs son muy atractivos debido a su forma anisotrópica con sus dos 

bandas de absorción que presentan por sus ejes longitudinal y transversal. El eje 

longitudinal tiene la banda de absorción más fuerte del LSPR, mientras que la 

transversal es más débil, ambos dentro del espectro NIR. Siendo los perfectos 

candidatos para la aplicación de PTT. Además, su forma alargada puede promover 

la captación celular de los GNRs en comparación con las GNPs esféricas. Presentan 

una mayor estabilidad mecánica en comparación con las nanoestructuras como los 
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nanotubos, ya que los GNRs pueden soportar mejor diversas condiciones 

fisiológicas y degradación enzimática [86]. 

Así pues, también se puede manipular el tamaño y la superficie disponible para su 

biofuncionalización, proceso por el cual diversas biomoléculas con interés clínico 

son adheridas a la superficie de las NPs dotándolas con diversas funciones como 

reconocimiento de células tumorales, actuación de enzimas o liberación de 

fármacos. Los GNRs tienen un área de superficie muy grande para el tamaño tan 

pequeño que presentan, siendo perfectas candidatas para ser cargadas 

farmacológicamente. Las GNPs pueden ser directamente conjugadas con 

diferentes biomoléculas como proteínas, aminoácidos, fármacos, anticuerpos, 

fluorocromos, enzimas y ácidos nucleicos (ADN y ARN) entre otros. La modificación 

de la química de la superficie de las GNPs les confiere estabilidad, eficacia, y 

disminuye su citotoxicidad [87]. 

Cuando las GNPs se exponen a un entorno biológico como puede ser el suero o el 

plasma, se unen proteínas del entorno a la superficie de las GNPs en relación a su 

superficie/volumen. Como se ha mencionado anteriormente, la biofuncionalización 

ha cobrado un gran interés, ofreciendo posibilidades para importantes aplicaciones 

biomédicas que van desde el diagnóstico, obtención de imágenes, marcadores de 

microscopía electrónica, administración específica de fármacos o diversos 

tratamientos donde se incluye la PTT [88].  

La biocompatibilidad de las GNPs es un factor crucial antes de su aplicación 

clínica. Aunque la naturaleza inerte de las GNPs las hace relativamente 

biocompatibles, hay que evaluar su citotoxicidad que depende de su tamaño, forma, 

propiedades superficiales y composición química. Si no tienen un recubrimiento, 

cuando las GNPs son internalizadas por las células, las proteínas presentes en el 

entorno fisiológico se unen formando la proteína corona dando lugar a un complejo 

NP-proteína. Esta corona proteica tiene una estructura variable e inestable que 

desempeña una función clave en la biodistribución de las GNPs en el organismo. 

Esta proteína corona puede ser leve debido a que las proteínas que se unen tienen 

una afinidad débil, corto periodo de resistencia, baja concentración de proteína, 

tiempo de cambio de proteínas unidas y muchas sustituciones de unas proteínas 
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con otras. Sin embargo, estas proteínas pueden tener una unión fuerte con una 

larga duración de unión, alta concentración proteica, bajo tiempo de cambio de 

proteínas unidas y alta tasa de cambios conformacionales generando una proteína 

corona fuerte. este complejo proteico puede estar formado por más de 100 proteínas 

si las GNPs desnudas están en contacto con un plasma o suero no tratado [89], [90].  

Dentro del complejo corona, se encuentran opsoninas que puede ser reconocidas 

por las células inmunes que forman parte del sistema reticuloendotelial (RES). 

Este reconocimiento del sistema inmune afecta a la biodistribución de las GNPs, 

su tiempo de circulación en sangre y son eliminadas más fácilmente. La proteína 

corona añade cambios en el tamaño inicial de las GNPs, así como en su carga, 

internalización por parte de las células y reconocimiento de los macrófagos del RES 

promoviendo su fagocitosis. Para evitar el reconocimiento de las GNPs por el 

sistema inmune se le añade polietilglicol (PEG), proceso denominado PEGilación. 

Las GNPs de esta forma, quedan camufladas a través de la unión del PEG a la 

superficie de las GNPs protegiéndola del sistema inmune y aumentando su tiempo 

en el torrente sanguíneo. Rara vez se consigue evitar el reconocimiento rápido por 

parte del RES ya que aún pueden ser captada por las células inmunes. La 

PEGilación se realiza mediante enlaces covalentes de cadenas de diferentes 

tamaños del polietilglicol (PEG) en la superficie de las GNPs que aumentan su 

internalización en las células favoreciendo la aplicación de PTT [91], [92].  

La última característica a destacar de las GNPs en PTT es su acumulación en el 

tejido tumoral, llamado efecto de permeabilización y retención mejorada (enhanced 

permeation and retention, EPR, effect). La neovascularización irregular masiva en 

los tumores con anomalías funcionales en los vasos sanguíneos tumorales favorece 

el efecto EPR [93]. La vasculatura es densa y desorganizada debido a la demanda 

de las células tumorales de nutrientes y oxígeno. El endotelio tiene membranas 

basales deficientes y estructuras fenestradas en los vasos sanguíneos inmaduros. 

Los pericitos y la capa de músculo liso son deficientes en la respuesta al estímulo 

de la presión sanguínea. Los huecos entre las células endoteliales son poco 

frecuentes en un tumor y las vías transendoteliales son el mecanismo dominante 

de extravasación de las GNPs al tejido tumoral. Estas estructuras confieren 
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permeabilidad, no solo hacia las GNPs, sino a la extravasación de nutrientes y 

macromoléculas al espacio intersticial del tumor [94], [95]. La elevada expresión 

de agentes inflamatorios como pueden ser el óxido nítrico, interleucina-6, 

interleucina-2, interferón gamma o el factor de crecimiento endotelial vascular, 

también mantiene el efecto EPR [96]. Por último, la falta de drenaje del sistema 

linfático en el tumor (efecto de retención asociado al ERP) [97], provoca la retención 

de macromoléculas, ofreciendo una oportunidad de administrar fármacos 

anticancerígenos macromoleculares de forma pasiva.  

La forma activa consiste en la conjugación de biomoléculas de interés que 

interactúan con sus receptores o ligandos presentes en las células tumorales, 

permitiendo la endocitosis y acumulación de las GNRs en las células. Así pues, la 

orientación activa tiene una mayor probabilidad de endocitosis que la orientación 

pasiva en los tumores sólidos [88]. 

1.6. Efecto sinérgico de la terapia fototérmica con quimio e 

inmunoterapia 

Los tratamientos convencionales del cáncer incluyen cirugía, quimioterapia, 

radioterapia, inmunoterapia y terapia hormonal. Entre ellos, la quimioterapia se 

ha utilizado ampliamente en el ámbito clínico debido a su capacidad para bloquear 

la proliferación celular e inducir la apoptosis de las células, y goza del 

reconocimiento de la comunidad médica oncológica mundial. Sin embargo, el uso 

clínico de fármacos quimioterapéuticos sigue estando asociado a problemas como 

el daño innecesario a las células normales del organismo, que provoca reacciones 

adversas y resistencia a los fármacos [98]. 

Además, la introducción de nuevas terapias emergentes para el tratamiento 

sinérgico del cáncer puede minimizar los problemas asociados a la quimioterapia 

única y mejorar eficazmente la eficacia. La fototerapia, como nueva terapia 

auxiliar para la erradicación tumoral no invasiva, incluye la PTT. La 

administración simultánea de fármacos quimioterapéuticos mediante 

nanotransportadores o nanocarriers como las GNPs puede dar lugar a resultados 
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terapéuticos sinérgicos favorables. La aplicación combinada de PTT y 

quimioterapia puede eliminar rápidamente las células cancerosas mediante el 

calor local producido por los GNPs a corto plazo, seguido de la eliminación a largo 

plazo de las células tumorales residuales debido a la acción prolongada de los 

fármacos quimioterapéuticos y su distribución uniforme en los tejidos tumorales, 

lo que se espera que aumente la sensibilidad de los fármacos quimioterapéuticos 

mediante PTT y supere las deficiencias de la quimioterapia.  Así pues, es 

prometedor lograr un resultado sinérgico mediante el uso de quimioterapia y 

fototerapia [99], [100], [101].  

La inmunoterapia contra el cáncer ha logrado notables respuestas clínicas debido 

a sus ventajas únicas, incluyendo inducción antitumoral específica y respuesta 

inmunomemoria a largo plazo. Sin embargo, la tasa de respuesta es baja y los 

efectos secundarios son los principales obstáculos para el uso generalizado de la 

inmunoterapia en la práctica clínica. Como se ha mencionado anteriormente, los 

fármacos pueden llegar a las células tumorales de forma activa o pasiva, siendo 

eliminadas mediante el nanofármaco administrado o por la generación de calor 

producido por la irradiación de los GNRs. Tras el tratamiento, se liberan 

fragmentos celulares y antígenos asociados a las células tumorales activando así 

la inmunidad sistémica. De esta forma se ataca a las células que se encuentran en 

otros lugares del organismo diferente a la zona tumoral principal como pueden ser 

tumores residuales o metastásicos. Otra gran ventaja es la generación de 

inmunomemoria que podría prevenir la reaparición del cáncer. La combinación de 

PTT con la inmunoterapia permite la eliminación selectiva de los tumores e inducir 

efectos inmunitarios antitumorales sostenidos, lo que se denomina inmunoterapia 

fototérmica [102].  

Los fragmentos celulares de las células tumorales pueden no ser suficientes para 

la aparición de una respuesta inmune, por lo que las GNPs pueden combinarse con 

inmunoestimulantes u otros fármacos inmunitarios para potenciar las respuestas 

inmunitarias antitumorales de todo el organismo. Los métodos utilizados en el 

tratamiento de la inmunoterapia fototérmica asociadas GNPs se clasifican en la 

producción de muerte celular inmunogénica, agonistas inmunitarios y vacuna 
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contra el cáncer, bloqueos de puntos de control inmunitarios y anticuerpos 

monoclonales específicos para tumores e inhibidores de moléculas pequeñas [103]. 

Gracias a los continuos avances en las técnicas de síntesis de las GNPs, 

proporcionan una vía eficaz para el tratamiento contra el cáncer debido a su 

química superficial, bioinercia y baja toxicidad, así como su forma adaptable (como 

nanoesferas y nanorods principalmente) como se ha mencionado en puntos 

anteriores en este trabajo. En concreto, estas NPs se han empleado para 

administrar quimioterapéuticos como doxorrubicina [104] o 5-Fluouracilo (5-FU) 

[105] o inmunoadyuvantes [106].  

Los GNRs que se utilizan en esta tesis, además son unos perfectos candidatos para 

la conjugación con fármacos, anticuerpos, inmunoadyuvantes… para combatir el 

cáncer y mejorar los tratamientos convencionales como la quimioterapia y los 

nuevos como inmunoterapia debido a su efecto sinérgico [107].  
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Capítulo 2. Estado del arte  

En este trabajo se han realizado ensayos de PTT donde se han utilizado tanto in 

vitro como in vivo la forma de las GNPs con más eficacia calorífica: los GNRs.  

Se han llevado a cabo experimentos de citotoxicidad celular para evaluar la 

biocompatibilidad de los GNRs en líneas celulares murinas tumorales CT2A y 

B16F10, correspondiente a glioblastoma y melanoma respectivamente. Numerosos 

estudios avalan la biocompatibilidad y los efectos no citotóxicos en diferentes líneas 

celulares murinas en distintos tipos de cáncer como en células de hepatoma Hep-

G2 [108], cáncer de mama MCF-7 y T47D [109] o melanoma en B16F10 [110]. 

También la citotoxicidad de los GNRs está evaluada en distintas líneas celulares 

humanas como cáncer de hígado humano Sk-Hep-1 [111] o líneas celulares 

humanas no tumorales como fibroblastos humanos HDF [112] y CCD-1064Sk 

[113]. Los GNRs están recubiertos con PEG (como se indica en el apartado 4.2.1) 

como es habitual para mejorar tanto su citotoxicidad como su capacidad de 

biofuncionalización en aplicaciones de PTT, como se demuestra además en esta 

tesis.  

En la literatura se pueden encontrar muchos estudios donde diferentes GNPs son 

utilizadas para realizar el tratamiento de PTT in vitro e in vivo. En las siguientes 

tablas Tabla 2.1 y Tabla 2.2 se recogen los trabajos donde se han utilizado GNRs 

para la aplicación de PTT tanto en melanoma como en glioblastoma, en la que se 

indica la estrategia de biofuncionalización, tipo celular y conclusiones importantes 

de dichos estudios. 
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Tabla 2.1. Estado del arte de la aplicación de PTT con GNRs para el tratamiento de melanoma. 

Nanopartícula 

de oro 

(dimensiones) 

In vitro 

/In vivo 

Línea 

celular 

Conjugación Terapia 

aplicada 

Parámetros 

del láser 

Resultados Bibliografía 

 

 

 

GNRs (10 nm 

eje 

transversal) 

 

 

 

In vitro 

e in 

vivo 

 

 

 

B16F10 

(línea 

celular de 

melanoma) 

 

 

 

Polietilenimina 

 

 

 

PTT 

 

10-100 

J/cm2 In 

vitro 

 

40-50 J/cm2 

In vivo 

Optimización de 

internalización de 

GNRs. 

Confirmación de la 

inducción génica 

mediante un láser 

NIR en un modelo 

murino a una dosis 

baja manteniendo la 

viabilidad celular. 

[114] 

 

 

GNRs (10x 40 

nm) 

 

 

In vitro 

 

 

B16-BL6 

 

 

Polietilenimina y 

ácido fólico 

 

 

PTT 

 

0.55 A 

0.60 A 

0.65 A 

Demostración de 

que el mecanismo de 

apoptosis y necrosis 

es dependiente de la 

temperatura 

alcanzada mediante 

[115] 
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PTT mediada por 

GNRs. 

 

GNRs (55 nm 

de longitud, 6 

nm de 

diámetro) 

 

 

In vitro 

B16F10 

B16G4F 

(Línea 

celular de 

melanoma 

no 

melanótica) 

Ftalocianina de 

zinc 

tetracarboxilada 

Ftalocianina de 

zinc 

tetracarboxilada 

metilglucaminada 

 

PTT y PDT 

 

 

20 J/cm2 

Las ftalocianinas no 

inducen 

citotoxicidad en las 

células de 

melanoma. La PTT 

y PDT combinadas 

tienen un efecto 

sinérgico que 

mejora los 

resultados de las 

terapias aisladas. 

[116] 

 

 

GNRs (17 x 

68nm) 

 

 

In vitro 

 

 

MEL-5 

 

 

Poli-ε-

caprolactona y 

PEG con DOX 

 

PTT y 

quimioterapia 

con liberación 

de fármacos 

 

 

50-250mW 

Liberación 

controlada de un 

quimiofármaco a 

hipertermia suave a 

través de GNRs que 

actúan como 

transportadores. 

[117] 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Demostración del 

efecto EPR por 

micelas cargadas de 

DOX pegadas a la 

[118] 



Javier Domingo Díez 

30 

 

GNRs (50 nm 

longitud 

aprox.) 

In vitro 

e in 

vivo 

Balb-c  

B16F10 Poli (d, l-lactida) 

con PEG en una 

micela 

termosensible 

(200 – 300 nm) 

PTT y 

quimioterapia 

1200 mV superficie de los 

GNRs 

discriminando el 

tumor de tejidos 

sanos. Liberación 

controlada de DOX 

en grandes 

concentraciones en 

el tejido diana. 

 

 

 

GNRs (50 nm 

diámetro) 

 

 

 

In vitro 

e in 

vivo 

C57BL-

6 

 

 

 

B16F10 

 

 

 

GNRs con PEG y 

óxido de grafeno 

cargados con 

DOX 

 

 

 

PTT y 

quimioterapia 

 

 

 

100mV 

Gran 

biocompatibilidad 

de GNRs. 

Tratamiento 

secuencial con PTT 

y luego con 

quimioterapia y 

simultáneo 

demostrando el 

efecto sinérgico de 

los dos tratamientos 

a la vez y no 

secuenciados. 

[119] 

  

In vitro 

   

PTT 

 

1 W/cm2 

Mejora de la 

radiosensibilización 

[120] 
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GNRs (15.6 x 

44.4 nm) 

A375 (línea 

celular de 

melanoma) 

RGD (Arg-Gly-

Asp) 

de las células 

tumorales de 

melanoma a través 

de PTT 

 

 

GNRs (10 x 

51 nm) 

 

 

In vitro 

 

 

B16F10 

 

 

2000 Da PEG 

5000 Da PEG 

10000 Da PEG 

 

 

PTT 

 

 

21.2 W/cm2 

Se determina la 

influencia del PEG 

en la producción 

térmica de los 

GNRs. Un PEG con 

una longitud óptima 

del polímero de 5 

kDa potencia la 

generación de calor 

por parte de los 

GNRs en su 

aplicación PTT. 

[121] 

 

 

 

 

GNRs (50 nm 

de longitud 

aprox.) 

 

 

 

 

In vitro 

e in 

vivo 

 

 

 

 

 

 

B16F10 

 

 

 

 

Nanocompuesto 

de  

GNR-Óxido de 

sílice-DOX-

 

 

 

 

 

PTT y 

quimioterapia 

 

 

 

 

1 W/cm2 

In vitro 

0.8 W/cm2 

In vivo 

La plataforma 

muntifuncional 

tiene gran 

biocompatibilidad y 

un notable efecto 

terapéutico 

combinado 

fototérmico, 

[122] 
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C57BL-

6 

sulfuro de cobre-

PEG 

fotodinámico y 

quimioterapéutico. 

CUxS y DOX actúan 

como 

inmunoadyuvantes 

con un tiempo de 

irradiación breve e 

intensidad leve, 

induciendo la 

activación de las 

células dendríticas 

y, por tanto, del 

sistema inmune. 

 

 

 

GNRs ( 50-60 

nm) 

 

 

 

In vitro 

e in 

vivo 

C57BL-

6 

Balb-c 

 

 

 

 

 

B16F10 

 

 

 

 

CPR (agonista del 

receptor TLR) 

 

 

 

 

PTT e 

inmunoterapia 

 

 

 

 

1 W/cm2 

In vitro e 

in vivo 

 

Éxito del 

funcionamiento de 

la 

biofuncionalización 

con agonistas TLR 

duales con GNRs 

para la 

inmunoterapia 

fototérmica. Pueden 

servir como 

inmunoadyuvantes 

[123] 
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en el lugar del 

tumor, 

reprogramando un 

entorno 

inmunoestimulador 

y activando la 

inmunidad 

antitumoral 

sistémica. 

 

 

GNRs (35 nm) 

 

 

In vitro 

 

 

B16F10 

 

 

Condroitín 

sulfato A 

 

 

 

 

 

PTT 

 

 

4 W/cm2 

 

Biofuncionalización 

mediante 

interacción 

electrostática con 

gran captación por 

las células de 

melanoma. 

[124] 
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Tabla 2.2 Estado del arte de la aplicación de PTT con GNRs para el tratamiento de glioblastoma. 

Nanopartícula 

de oro 

(dimensiones) 

In vitro 

/In vivo 

Línea 

celular 

Conjugación Terapia 

aplicada 

Parámetros 

del láser 

Resultados Bibliografía 

 

 

 

GNRs (11.4 x 

49.1 nm) 

 

 

 

In vitro 

 

 

 

C6 (línea 

celular de 

glioma) 

 

 

 

Neuropéptid

o 

(ANGIOPEP

-2) 

 

 

 

PTT 

 

 

 

1 W/cm2 

 

Se mejora la captación 

celular para lograr una 

terapia fototérmica 

eficaz y específica de 

gliomas. Citotoxicidad 

con la 

biofuncionalización por 

autofagia y mediante 

apoptosis cuando PTT 

es aplicada. 

[125] 

 

 

GNRs (dentro 

de los 

liposomas 

>200nm) 

 

 

In vitro 

e in 

vivo 

 

 

U87-MG 

(línea 

celular 

glioblastom

a humano) 

 

 

PEG 5000 

Da 

Envueltos en 

liposomas 

cargados con 

DOX 

 

 

PTT y 

quimiotera

pia 

 

 

0.5 W/cm2 

 

Diseño de un 

nanotransportador 

liposomal 

termosensible con 

liberación eficiente y 

rápida de DOX. Los 

GNRs se utilizan para 

aplicar PTT y 

aumentar la cantidad 

[126] 
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de fármaco en el tumor 

localizado 

 

 

 

 

 

GNRs (15x75 

nm) 

 

 

 

 

 

In vitro 

e in 

vivo 

 

 

 

 

 

U87-MG 

 

 

 

 

 

RGD-PEG-

64Cu 

 

 

 

 

 

PTT 

 

 

 

 

 

1 W/cm2 

 

 

La integración de 64Cu 

en la superficie de los 

GNRs proporciona 

radiotrazables estables 

para monitorizar con 

precisión su 

distribución in vivo 

mediante Tomografía 

de emisión de 

positrones que ayudan 

a desarrollar protocolos 

para PTT más 

específicos para reducir 

los efectos secundarios. 

[127] 

 

 

GNRs (65 nm) 

 

 

In vitro 

e in 

vivo 

 

 

U87-MG 

 

 

64Cu -Óxido 

de grafeno 

con DOX 

 

 

PTT, PDT 

y 

quimiotera

pia 

 

0.5 W/cm2 

In vitro 

0.25 W/cm2 

In vivo 

 

Una vesícula híbrida 

con los GNRs 

biofuncionalizados. 

Efecto sinérgico de la 

terapia quimio-

fototérmica provoca la 

ablación completa de 

[128] 
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tumor permitiendo una 

irradiación a baja 

potencia del láser. 

 

 

GNRs (70 nm) 

 

 

In vitro 

e in 

vivo 

 

 

U251-MG 

(línea 

celular de 

glioblastom

a) 

Proteína-1 

quimioatraye

nte de 

monocitos – 

metal-

orgánico con 

base de 

hierro 

 

 

 

PTT 

 

 

1-1.5 W/cm2 

In vitro 

1 W/cm2 

In vivo 

Atracción de 

macrófagos producidos 

por la 

biofuncionalización de 

los GNRs y mejor 

internalización en las 

células tumorales. Se 

inhibe la proliferación 

de células tumorales 

promoviendo el proceso 

de apoptosis. 

[129] 

 

GNRs (20.6 x 

4.5 nm) 

 

In vitro 

e in 

vivo 

Balb/c 

 

N2A (línea 

celular de 

glioblastom

a) 

 

Albúmina y 

NPs  (GNRs-

Alb-NPs) 

 

 

PTT 

 

1.5 W/cm2 

Orientación pasiva 

hacia el tumor y 

tamaño apropiado lara 

la eliminación via renal 

de las GNRs debido a la 

albúmina. Notable 

eficacia antitumoral 

mediante PTT.  

[130] 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Hidrogeles con DOX de 

liberación controlada y 

[131] 
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GNRs (9 x 28 

nm) 

 

In vitro 

(embebi

das en 

un 

hidroge

l) 

 

C6 

 

sin 

biofuncionali

zación en un 

PEG-

hidrogel 

cargados con 

DOX 

 

PTT y 

quimiotera

pia 

 

5 mW/mm2 

GNRs sin citotoxicidad 

incial. Cuando los geles 

se irradian se consigue 

una reducción 

considerable de la 

viabilidad de las células 

de glioma.No se 

obserba ningún efecto 

sinérgico entre las dos 

terapias pero se 

demuestra un sistema 

hidrogel para PTT y 

quimioterapia. 

 

 

GNRs (9 x 28 

nm) 

 

 

 

In vitro 

e in 

vivo 

 

 

 

U87-MG 

 

 

PEG - Poli-ε-

caprolactona 

– RGD - 

DOX 

 

 

PTT y 

quimiotera

pia 

 

 

0.2 W/cm2 

In vitro 

0.1 W/cm2 

In vivo 

NPs híbridas con 

liberación de DOX 

inhibiendo el 

crecimiento tumoral de 

forma completa. 

Excelente estabilidad 

coloidal, fuga inhibida 

del fármaco solamente 

liberado con irradiación 

NIR suave y tiempo de 

circulación en torrente 

[132] 
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sanguíneo prolongado. 

Control temporal y 

espacial del fármaco sin 

citotoxicidad observada 

in vivo. 

 

 

 

GNRs (16 x 66 

nm) 

 

 

 

In vitro 

 

 

 

U87-MG 

GNRs 

recubiertas 

con una capa 

de sílice SiO2 

– NPs de 

óxido de 

hierro 

(IONPs) y 

antiCD44 

 

 

 

PTT 

 

 

 

2.5 W/cm2 

 

GNRs híbridas con 

propiedades 

superparamagnéticas y 

fototérmicas. Selección 

específica de células 

tumorales a través de la 

expresión CD44. Podría 

utilizarse para 

quimioterapia. 

[133] 

 

 

GNRs (250 nm 

con porors de 

10-15 nm) 

 

 

In vitro 

 

 

F98 (línea 

celular de 

glioblastom

a) 

 

 

GNRs de 

sílice poroso- 

péptido 

Neurofilame

nt light- 

IONPs 

 

 

PTT 

 

 

Sin 

Irradiación 

Diseño de una 

nanoestructura 3D 

para el tratamiento de 

GBM con GNRs. Se 

demuestran efectos 

sobre la actividad 

mitocondrial de células 

tumorales. 

[134] 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 [135] 
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GNRs 

 

 

In vitro 

 

U87MG 

MCF7 

(Línea 

celular de 

carcinoma) 

 

Dispositivo 

de co-cultivo 

hidrogelmicr

ofluídico 

 

 

PTT 

 

 

4.27 W 

Desarrollo de un 

dispositivo de co-cultivo 

gidrogelmicrofluídico 

para el estudio de PTT 

por GNRs y la 

migración de células 

cancerosas. 

Herramienta muy útil 

para el estudio de PTT 

en 3D y migración de 

células metastásicas. 

 

GNRs (10 x 40 

nm) 

 

 

In vitro 

 

1321N1 

(línea 

celular de 

astrocitos) 

 

 

Sin 

conjugación 

 

 

PTT 

 

 

1.2 W 

Aplicación de los GNRs 

en PTT en células 

astrocíticas induciendo 

el mecanismo de 

apoptosis como 

principal muerte 

celular. 

[136] 

 

 

GNRs (10 x 40 

nm) 

 

 

In vitro 

e in 

vivo 

 

 

CT2A 

 

 

Anticuerpo 

CD133 

 

 

PTT 

 

 

0.98 A 

Aplicación de PTT en 

un GBM de ratón. 

Disminución 

considerable del 

volumen tumoral 

intracraneal. No hay 

[137] 
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C57BL-

6 

citotoxicidad de GNRs y 

están dirigidas a las 

células tumorales por la 

biofuncionalización 

antiCD133.  

 

 

 

 

 

GNRs (9 x 28 

nm) 

 

 

 

 

 

In vitro 

 

 

 

 

 

X01 (Línea 

celular de 

GBM 

humana) 

 

 

 

 

 

Nestina - 

PEG 

 

 

 

 

 

PTT 

 

 

 

 

 

5 mW/mm2 

 

 

 

PTT logra paralizar el 

crecimiento de 

esferoides de GBM, así 

como una disminución 

significativa en su 

tamaño. Distintos tipos 

de pequeños péptidos 

pueden ser utilizados 

para dirigir las GNRs a 

distintos tipos de 

tumores. 

[138] 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

X01 

 

Péptido de 

nestina – 

PEG y 

 

 

 

 

PTT 

 

 

 

 

5 mW/mm2 

 

 

Simulación del 

microambiente tumoral 

y tejido tumoral gracias 

[139] 



Estado del arte 

41 

 

GNRs (9 x 28 

nm) 

In vitro 

en 

hidroge

les 

solamente 

con PEG 

Hidrogeles 

de PEG con 

péptidos de 

metaloprotea

sas y 

heparina 

Cultivos 2D 

25 mW/mm2 

Hidrogeles 

a los hidrogeles. Las 

células son más 

resistentes a PTT en 

cultivos 3D 

proporcionando una 

visión más realista de 

la terapia in vivo. 
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Capítulo 3. Hipótesis y objetivos  

3.1 Hipótesis  

La optimización de la aplicación de la PTT mediada por GNRs de distinto tamaño 

puede resultar de gran utilidad en la eliminación de células tumorales tanto in 

vitro (utilizando líneas celulares derivadas de glioblastoma y melanoma murinos), 

como in vivo en modelos murinos de glioblastoma y melanoma. 

3.2 Objetivos  

Los objetivos se clasifican según la experimentación in vitro e in vivo: 

1. In vitro: 

1.1. Optimizar los distintos parámetros de PTT, en los que se incluyen potencia 

del láser, tiempo de irradiación, concentración de GNRs, generación de 

temperatura y densidad celular para realizar correctamente los 

experimentos in vitro. 

1.2. Caracterización de los GNRs experimentales de distinto tamaño y 

comerciales para la optimización de la PTT. 

1.3. Estudios de citotoxicidad de todos los tipos de GNRs experimentales y 

comerciales en ambas líneas celulares, CT2A y B16F10, con 

concentraciones crecientes de GNRs. 

1.4. Estudio de viabilidad celular y eficacia del PTT con diferentes GNRs 

experimentales y a diferentes temperaturas en las líneas celulares CT2A y 

B16F10. 

1.5. Localización e internalización celular de los PEG-GNRs mediante 

microscopía confocal y de campo oscuro.  

1.6. Caracterizar el tipo de muerte celular, apoptosis o necrosis, inducido por 

PTT mediadas por PEG-GNRs de las líneas tumorales CT2A y B16F10.  
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2. In vivo: 

2.1. Optimización del modelo tumoral murino in vivo en ratones C57/BL-6 

mediante la inducción del tumor de glioblastoma y melanoma por inyección 

de células B16F10 y CT2A respectivamente. 

2.2. Aplicación de PTT mediada por GNRs en los modelos murinos desarrollados 

en ratones C57/BL-6. 

2.3. Controlar el crecimiento del tumor a lo largo del tiempo mediante IRM en 

glioblastoma y un calibre electrónico en melanoma. 

2.4. Estudio de la muerte celular inducida por PTT mediante 

inmunohistoquímica de Caspasa 3 activa, comportamiento de la microglía 

a través de su marcador específico Iba1 e identificación de la localización 

del tumor mediante nestina y Hoechst en cortes histológicos de cerebro. 
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Capítulo 4. Materiales y Métodos  

4.1 Síntesis y biofuncionalización de NPs  

4.1.1 Síntesis de NPs sin funcionalización   

Este apartado de la tesis se ha realizado durante el periodo de estancia de tres 

meses en el Laboratorio de BioSuperficies NanoHíbridas liderado por la Dra. 

Cristina Satriano perteneciente al Departamento de Ciencias Químicas en la 

Universidad de Catania, Catania, Sicilia, Italia. Durante este periodo se 

sintetizaron NPs de diferentes metales.  

Después de la síntesis de cada una de ellas, descritas a continuación, se realizó 

toda la caracterización: purificación de las NPs por centrifugación en serie, UV-Vis 

nm a espectros en diferentes puntos temporales y Dynamic Light Scatering (DLS). 

En el UV-VIS (rango de 190 a 1100 nm), se utilizaron dos tipos de cubeta con 1 cm 

y 0,1 cm de anchura. Las muestras deben ser comparadas entre ellas con las 

mismas condiciones, la concentración y cubeta. Todos los gráficos se han realizado 

con el software MagicPlot. 

4.1.1.1 Síntesis de Pd@Au NRs 

Las primeras NPs sintetizadas fueron bimetálicas compuestas por paladio y oro 

con forma de rod (Paladio@oro NRs o Pd@Au NRs). La asíntesis está dividida en 

dos pasos: síntesis de las semillas de oro y la formación de los Pd@Au NRs . 

1. Síntesis de las semillas de oro 

Se mezclaron 5 mL de HAuCl4 0,5 mM con 5 mL de solución de CTAB 0,2 M. Se 

añadió rápidamente 1 mL de NaBH4 6mM recién preparado en la solución bajo 

agitación durante 2 minutos a 30°C. 

La ecuación de la reacción es la siguiente: 

3𝐶6𝐻8𝑂6 + 2𝐴𝑢
3+ → 3𝐶6𝐻6𝑂6 + 2𝐴𝑢

0 + 6𝐻+ 

2. Formación de los Pd@Au NRs: 
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0,14g de CTAB y 27,4 uL de NaOL 3 M se disolvieron en 5mL de MilliQ a 30°C y 

se añadieron 440 ul de AgNO3 4 mM a la solución durante 15 min. Se añadieron 

198 ul de 25.4 mM HAuCl4 y 158 ul de 25.4 mM H2PdCl4, y la solución se mantuvo 

durante 150 minutos bajo agitación a 30°C. Se añadieron secuencialmente 25 ul de 

ácido ascórbico 64mM, 24 ul de solución de semilla de Au. La dispersión de 

nanopartículas se mantuvo a 30°C durante 3h. La temperatura se elevó a 95°C, y 

se añadieron 960 ul de ácido ascórbico 64 mM. Después de 2 minutos, el color se 

volvió negro y el vial se retiró del baño de agua, se puso a temperatura ambiente y 

se añadieron 0,088 g de polivinilpirrolidona (PVP) [140]. 

La ecuación es la siguiente: 

𝐶6𝐻8𝑂6 + 𝐴𝑢
2+ → 𝐶6𝐻6𝑂6 + 𝑃𝑑

0 + 2𝐻+ 

Se diluye la muestra en función del valor de absorbancia para comparar. Una vez 

terminada la síntesis, se procede a la purificación. Todo el volumen se reparte en 

un eppendorf con 2 mL de volumen cada uno. Se necesitan dos centrifugaciones 

seriadas a 8000 rpm durante 15 minutos. Después de cada dilución, se separan el 

sobrenadante y el pellet, resuspendiéndose el pellet en agua MilliQ. 

4.1.1.2 Síntesis de PdNSs 

Otras NPs sintetizadas fueron las nanoesferas de Paladio (PdNSs) [141], [142]. Se 

preparó una solución de sal de paladio 60 mM disolviendo 21,2 mg de PdCl2 en 2 

mL de HCl 0,2M en un vial de vidrio de 4 mL a 60°C. Este paso tiene que ser bajo 

agitación hasta que la sal metálica esté completamente disuelta (se obtuvo una 

solución de color naranja brillante). Se añadieron 21 mg de polvo de PVP 0,2 mM 

a la solución. Para reducir la sal de paladio, se añadió la mezcla preparada a 10 

mL de disolución acuosa de D-(+)-glucosa 0,6M, en un rompedor de vidrio de 25 mL 

a temperatura ambiente, bajo agitación moderada. Por último, se añadió gota a 

gota NaOH 1M a la mezcla de reacción hasta alcanzar un pH=7,4 (el color pasó de 

naranja a marrón). 

La ecuación de la reacción para la síntesis de PdNSs es la siguiente: 

𝐶6𝐻12𝑂6 + 2𝑂𝐻
− + 𝑃𝑑2+ → 𝐶6𝐻12𝑂7 + 𝐻2𝑂 + 𝑃𝑑

0 
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Las nanopartículas resultantes se centrifugaron dos veces a 8.000 rpm durante 1 

min. Se lavó con tampón PBS 10 mM (pH=7,4) entre los dos pasos de 

centrifugación, para eliminar el exceso de PdCl2 y glucosa de la dispersión de 

nanopartículas y concentrar el nanosistema. 

4.1.1.3 Síntesis de AgNSs 

Se añaden 30 mL de 0,002M NaBH4 en un matraz en un baño de hielo sobre una 

placa de agitación.  El baño de hielo se utiliza para ralentizar la reacción y 

controlar mejor el tamaño y la forma final de las partículas.  Se deja enfriar 

durante unos 20 minutos. Se añade gota por gota 2 mL de 0,001M AgNO3 en la 

solución de NaBH4 en agitación a aproximadamente 1 gota por segundo. La 

solución de Ag se vuelve amarilla debido a la absorción aproximadamente a 386 

nm. Se añade una gota de PVP al 0,3%. Se añade suficiente alcohol polivinílico 

(PVA) sólido para obtener una solución al 4%. Esperar 1 hora y 45 minutos [143]. 

La ecuación es la siguiente: 

AgN𝑂3 + 𝑁𝑎𝐵𝐻4 → 𝐴𝑔 +
1

2
𝐻2 +

1

2
𝐵2𝐻6 + 𝑁𝑎𝑁𝑂3 

4.1.1.4 Síntesís de AuNSs 

Se realizó una síntesis sencilla para la formación de nanoesferas de oro (AuNSs) 

[144]. Se añadieron 20 mL de HAuCl4 a 20 mL de MilliQ en un vial de vidrio de 25 

mL a 105°C, bajo agitación (se obtuvo una solución amarilla). Se añadieron 0,02 g 

de TSC a 2 mL de MilliQ para preparar una solución al 1% en peso de TSC. Añadir 

la solución de citrato trisódico dihidrato al vial de vidrio (se obtuvo una solución de 

color rojo vino).  

La ecuación de la síntesis es la siguiente: 

2𝐴𝑢𝐶𝑙4
− + 𝐶6𝐻5𝑂7

3− + 2𝐻2𝑂
100°C
→   2𝐴𝑢 + 3𝐶𝐻2𝑂 + 3𝐶𝑂2(𝑔) + 8𝐶𝑙

− + 3𝐻+ 

 

De estas NPs no hay caracterización en el capítulo de resultados debido a que la 

estancia se terminó en el momento de esta síntesis. 
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4.2 GNRs recubiertos y biofuncionalizados 

Estos GNRs han sido sintetizados por el grupo de investigación del Prof. Andrés 

Guerero, perteneciente al Departamento de Química Física de la Facultad de 

Ciencias Químicas de la Universidad Complutense de Madrid. 

4.2.1 Síntesis y caracterización de GNRs recubiertos con PEG 

Se prepararon GNRs de diferentes tamaños con LSPR a 800 nm utilizando un 

método de crecimiento con semillas con algunas modificaciones como se describe 

en [145]. 

Semillas de oro. Para preparar la solución de crecimiento, se añadieron 9,111 g de 

CTAB (50 mM) y 870,5 mg (11 mM) de n-decanol a 500 mL de agua y se agitó a 

aproximadamente 60 °C durante 30-60 minutos. A continuación, la mezcla se 

enfrió a 30 °C y se añadieron 250 µl de una solución de HAuCl4 0,05 M a 25 mL de 

la solución de n-decanol/CTAB en un vaso de precipitados de vidrio de 50 mL. La 

mezcla resultante se agitó a 300 rpm durante 5 minutos. A continuación, se 

añadieron 125 µl de una solución 0,1 M de ácido ascórbico, haciendo que la solución 

de color amarillo anaranjado se volviera lentamente incolora. En este punto, se 

inyectó una solución de NaBH4 20 mM recién preparada (una sola inyección) bajo 

agitación a 1000 rpm y 30 °C. La inyección dio lugar a soluciones de color amarillo 

parduzco, y las soluciones semilla se envejecieron durante al menos 60 minutos a 

30 °C antes de su uso. Es importante señalar que las dimensiones de la barra de 

agitación magnética lisa de PTFE (30 × 6 mm) utilizada en el proceso de agitación 

pueden afectar en gran medida a la calidad de las semillas. 

Síntesis de semillas anisótropas. En una síntesis típica, se añadieron 1000 μL de 

HAuCl4 0,05 M, 800 μL de AgNO3 0,01 M, 7 mL de HCl 1 M y 1300 μL de ácido 

ascórbico 0,1 M bajo agitación enérgica a 100 mL de una solución de CTAB 50 mM 

y n-decanol 13,5 mM a 25 °C exactos. Una vez que la solución se volvió incolora, se 

añadieron 6 mL de la solución semilla bajo agitación, y la mezcla se dejó sin 

perturbar durante al menos 4 h. La solución cambió de incolora a gris parduzco 

oscuro, y la LSPR longitudinal registrada se localizó a 725-730 nm. Las pequeñas 

semillas anisótropas se centrifugaron a 14 000-15 000 rpm durante 60 minutos en 
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tubos de 2 mL. Se recogió el precipitado, se volvió a dispersar con 10 mL de una 

solución de CTAB 10 mM y se centrifugó dos veces en las mismas condiciones. La 

concentración final de Au0 se fijó en 4,65 mM (Abs400 nm: 10, paso óptico de 1 cm). 

Crecimiento de GNRs grandes (LGNR). Brevemente, en una síntesis típica, 3 mL 

de 0,01 M AgNO3, 1 mL de 0,05 M HauCl4, 3 mL de 1 M HCl, y 800 μL de una 

solución 0,1 M de ácido ascórbico se añadieron bajo agitación a 100 mL de una 

solución 50 mM CTAB y 11 mM n-decanol a 35 °C. A continuación, se añadieron 

bajo agitación 500 μL de la suspensión de semillas anisótropas pequeñas. La 

mezcla se dejó sin agitar durante 4-6 h. Los GNR se forzaron a sedimentar (por 

centrifugación a 8000 rpm, 30 min) para eliminar el exceso de tensioactivo y se 

volvieron a dispersar en 10 mL de una solución de CTAB 10 mM (solución madre 

de GNRs). Este procedimiento se repitió dos veces para eliminar las trazas de n-

decanol. Los GNR resultantes presentaban una longitud media de 68 ± 4 nm y un 

diámetro de 20 ± 2 nm (Figura suplementaria 4). 

Recubrimiento de los GNRs con PEG. Típicamente, se añadió PEG-SH (15 mg) bajo 

agitación a 5 mL de una suspensión acuosa recién preparada de GNRs (2 mM de 

Au0, 1 mM de CTAB). Después de 1 h, se eliminó el exceso de PEG-SH libre 

mediante un ciclo de centrifugación (8000 rpm, 30 min). A continuación, el 

precipitado se volvió a dispersar en 5 mL de tampón 10 mM (EBSS). 

Se obtuvieron GNRs comerciales (CGNRs) con una longitud media y un diámetro 

de 41 x 10 nm de Nanopartz (CP12-10-808-3KPA-PBS-50-1, Nanopartz Inc, 

Colorado, EE.UU.), y se utilizaron para realizar algunas comparaciones y 

demostrar la alta calidad de los GNRs sintetizados. 

Por tanto, con esta síntesis se han obtenido dos tipos de PEG-GNRs de distintos 

tamaños: Large GNRs o LGNRs de dimensiones 20x68 nm  y Small GNRs o SGNRs 

de 10x40 nm. 

4.2.2 Curvas de temperatura 

La eficiencia de conversión luz-calor de PEG-GNRs de distintos tamaños (LGNRs, 

SGNRs y CGNRs) se determinó irradiando concentraciones crecientes (de 1 a 10 

μg/mL) de cada tipo de PEG-GNRs, resuspendido en medio Eagle modificado de 
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Dulbecco sin rojo de fenol (DMEM-PR), con un láser de 808 nm a 4,5 W durante 10 

min. Se utilizó un termómetro digital (indicador digital Dostmann modelo P795, 

Tempcontrol, NL) con dos sensores de temperatura (Pt-8330, Tempcontrol, NL) y 

el software DE Graph (Tempcontrol, NL) para obtener las curvas de calentamiento 

correspondientes durante la irradiación láser. Un sensor de temperatura se colocó 

en DMEM-PR a temperatura ambiente, mientras que el otro en las soluciones que 

contienen las PEG-GNRs, evitando el contacto directo entre el colimador y el 

sensor durante la irradiación. Para determinar la estabilidad fototérmica de los 

PEG-GNRs y excluir una disminución de su eficacia que pudiera evitar la muerte 

celular durante tratamientos repetidos con láser, cada tipo de PEG-GNRs a 50 

μg/mL se sometió a tres ciclos consecutivos de irradiación on/off utilizando el láser 

de 808 nm a 4,5W. Las muestras de PEG-GNRs se irradiaron durante 1 minuto, 

seguido de la desconexión del láser y dejando enfriar la solución. Este ciclo se 

repitió tres veces. 

4.2.3 Imágenes térmicas  

Se capturaron imágenes térmicas utilizando una cámara termográfica (RS PRO-

RS 730, RS, Londres, Reino Unido) para demostrar el calentamiento uniforme de 

una placa multipocillo P96 que contenía PEG-GNRs en DMEM-PR a una 

concentración de 50 µg/mL. Las muestras se irradiaron con un láser de 808 nm a 

una densidad de potencia de 4,5 W durante 30 segundos. Se tomaron imágenes 

cada 10 segundos para controlar la distribución de la temperatura en el pocillo. 

4.3 GNRs biofuncionalizados  

Estos GNRs se sintetizaron durante el periodo de estancia en el grupo de la Prof. 

Satriano de la Universidad de Catania. La biofuncionalización de los GNRs se 

realizó mediante la conjugación de ácido hialurónico (HA) de diferentes pesos 

moleculares (200 kDa y 700 kDa). El HA es un ligando del receptor CD44 que está 

presente en tumores sólidos como el glioblastoma y el melanoma.  
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4.3.1 Síntesis y caracterización de HA-GNRs 

Las dispersiones acuosas de GNRs se obtuvieron mediante el método de 

crecimiento mediado por semillas [146]. Para la preparación de las semillas, se 

añadieron 25 μL de HAuCl4 50 mM a 4,7 mL de solución de CTAB 0,1, en baño de 

agua a 29°C bajo agitación suave. Después de 5 minutos, se añadieron 300 μL de 

NaBH4 10 mM recién preparado a dicha la solución y se agitó durante 5 minutos, 

hasta que el color cambió a marrón-amarillo. Según la solución de crecimiento, se 

añadieron 100 μL de HAuCl4 50 mM a 10 mL de solución de CTAB 0,1 M agitando 

durante 10 min, en un baño de agua a 29°C, seguido de la adición de 76 μL de ácido 

ascórbico 100 mM (la solución se volvió incolora) y 100 μL de AgNO3 5 mM. Por 

último, se añadieron 106 μL de solución de siembra y se dejó la solución en 

agitación enérgica a 279°C durante 15 min. Se observó un viraje de color al final 

de este tiempo. La dispersión de GNRs preparada se purificó lavando el exceso de 

reactivos mediante dos pasos de centrifugación (8000 × rpm, 30 min, 29°C), con 

lavado de agua entre medias. 

Para la síntesis de los sistemas híbridos HA-GNRs, se utilizó una adición gota a 

gota de una solución de HA al 0,2 % p/v (dos pesos moleculares diferentes, 200 y 

700 kDa) con una relación de volumen HA:GNRs de 1 a 10 de los nanorods 

purificados (muestra denominada "pellet 2") a una solución acuosa de HA en una 

proporción de volumen de 1 a 10. 

Las características plasmónicas de los sistemas GNRs y HA-GNRs se analizaron 

mediante espectroscopia visible UV. Los espectros UV-visibles se recogieron 

utilizando cubetas de cuarzo de 1 y 0,1 cm de longitud de paso óptico en un 

espectrómetro UV-vis de Perkin Elmer (Lambda 2S, Waltham, MA, EE.UU.).  

Con intención de clarificar la experimentación realizada en esta tesis con cada una 

de los GNRs (recubiertos con PEG o biofuncionalizados con HA para ser dirigidos 

a las células diana), se añade la Figura 4.1 indicando el uso de cada tipo de GNRs 

donde se incluyen los experimentos in vitro e in vivo. 
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Figura 4.1: Esquematización de cada diseño experimental seguido con cada uno de los 

GNRs (PEG-GNRs y HA-GNRs). 

4.4 Experimentos in vitro 

4.4.1 Cultivos celulares  

Las células de glioma murino (CT2A) y melanoma murino (B16F10) fueron 

donadas amablemente por el Prof. Ricardo Martínez y el Prof. Lisardo Bosca, 

respectivamente. Ambas líneas celulares se mantuvieron en DMEM (Gibco, 

EE.UU.) suplementado con 10% de suero fetal bovino inactivado por calor (FBS), 

2mM de glutamina (Gibco, EE.UU.), y 100 unidades/mL de penicilina y 100 µg/mL 

de estreptomicina. Las líneas celulares se mantuvieron a 37°C en una atmósfera 

humidificada con un 5% de CO2 y un 95% de aire, y se pasaron dos veces por 

semana para garantizar su crecimiento óptimo. 
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4.4.2 Irradiación láser 

El láser utilizado es de onda continua a 808 nm con una potencia de salida máxima 

de 5 W (Fiber Coupled Laser System, HJ Optronics, Inc., San Jose, CA, EE.UU.) 

que se conectó verticalmente a una lente colimadora (F-C5S3-780, Newport 

Corporation, Irvine, CA, EE.UU.) a través de una fibra óptica multimodo de un 

metro de longitud con un diámetro de núcleo de 600 µm y una eficiencia de 

transmisión de potencia del 90%-99% (Changchun New Industries, China). El 

colimador se fijó para irradiar las placas multipocillo desde la parte inferior en los 

estudios in vitro. Para determinar la potencia de irradiación exacta, se conectó la 

fibra a un medidor de potencia (PM USB LM-10, Coherent Inc, Santa Clara, CA, 

EE.UU.) utilizando un adaptador de fibra SMA (PN 1098589, Coherent Inc, Santa 

Clara, CA, EE.UU.) y el software PowerMaxPC (Coherent Inc, Santa Clara, CA, 

EE.UU.). 

4.4.3 Estudios de viabilidad celular  

Para evaluar la viabilidad celular tras la incubación con todos los tipos de GNRs 

experimentales y la irradiación con láser, se emplearon dos métodos: el ensayo XTT 

y la tinción con Calceína/yoduro de propidio.  

Ensayo XTT: El kit XTT (AppliChem) utiliza la sal 2,3-bis-(2-metoxi-4-nitro-5-

sulfofenil)-2H-tetrazolio-5-carboxanilida (XTT) que es reducida por enzimas 

presentes en las células viables, dando lugar a la formación de un colorante soluble 

en agua [147]. La absorbancia del colorante producido en cada pocillo se midió 

espectrofotométricamente a 450 nm utilizando un lector de microplacas ELX808 

(BioTeK, EE.UU.).  

Ensayo de tinción dual con calceína/yoduro de propidio (PI): Se empleó una 

concentración final de 1 μM de calceína (Invitrogen, Molecular Probes) para teñir 

las células vivas, produciendo una fluorescencia verde, mientras que se utilizaron 

2 μM de PI (Sigma-Aldrich) para teñir las células muertas, produciendo una 

fluorescencia roja. Estos marcadores se añadieron a cada pocillo y se incubaron a 

37 °C durante 20 minutos. Posteriormente, se evaluó la fluorescencia utilizando un 
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microscopio invertido Leica DMI300 equipado con una cámara digital Leica DC100 

(Leica, Nussloch, Alemania). 

4.4.4 Internalización celular de PEG-GNRs  

Las células CT2A y B16F10 se sembraron en  cubreobjetos de vidrio de 10 mm de 

diámetro y se colocaron en un pocillo de una placa de 24 pocillos. Las células se 

sembraron a una densidad de 5x104 células por pocillo. Veinticuatro horas después 

de la siembra, se añadieron PEG-GNRs (50 µg/mL) a las células y se incubaron 

durante 24 horas más. A continuación, se lavaron las células con PBS para 

eliminar los PEG-GNRs no unidos y se fijaron con paraformaldehído al 4% durante 

15 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, las células se tiñeron con 

Phalloidin-FITC (1:1000; Sigma-Aldrich) durante 3 h a temperatura ambiente en 

la oscuridad para marcar la actina F de los microfilamentos del citoesqueleto de 

las células. Los núcleos se tiñeron con Hoechst (1:500; Invitrogen). Los cubreobjetos 

se montaron en un portaobjetos de vidrio con ProLongTM Glass Antifade Mountant 

(Life Technologies Corporation, Eugene, OR, EE.UU.). Las imágenes se capturaron 

con un microscopio confocal (Laser Scanning Confocal Stellaris Falcon; Leica 

Microsystem, Alemania). Los PEG-GNRs intracelulares se visualizaron con un 

modo de reflectancia confocal. Utilizando este modo, los PEG-GNRs se detectaron 

por reflexión bajo excitación con una línea láser de 488 nm y recogiendo la emisión 

en el rango de 480-500 nm (Figura 5.14). Para evaluar la internalización de los 

PEG-GNRs en las células, se capturaron planos ortogonales en el eje Z cada 40 µm. 

Para obtener una cuantificación global de la captación de PEG-GNRs por las 

células, se examinaron las mismas muestras utilizando microscopía de campo 

oscuro. Para ello se utilizó un microscopio óptico CX43RF (Olympus, Japón) 

equipado con un condensador de campo oscuro. Las imágenes de las células 

incubadas con PEG-GNRs se obtuvieron con una cámara CMOS (EP-50, Olympus, 

Japón). Aunque los PEG-GNRs individuales no pueden visualizarse a este 

aumento, se detectaron acumulaciones de PEG-GNRs en ambas líneas celulares. 

Las cantidades relativas de PEG-GNRs de diferentes tamaños unidos a las células 

o internalizados por ellas se cuantificaron en píxeles utilizando el software ImageJ 
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(NIH). Se contaron los píxeles coloreados por encima de un umbral de referencia, 

como se describe en [148], lo que permitió estimar la captación de PEG-GNRs por 

las células. Este método ha sido validado previamente mediante espectrometría de 

masas con plasma acoplado inductivamente [149].  

4.4.5 Terapia Fototérmica (PTT) 

En primer lugar, se analizaron por separado los efectos de la irradiación láser y la 

concentración de PEG-GNRs y HA-GNRs sobre la viabilidad celular. Se sembraron 

células CT2A y B16F10 a una densidad de 7x103 células/pocillo como se ha 

explicado anteriormente y se irradiaron a temperatura ambiente durante 10 

minutos en ausencia de GNRs, para determinar el efecto de diversas potencias de 

láser (de 0,5 a 4,5 W) sobre la viabilidad celular. También se irradiaron líneas 

celulares a 37 °C durante 10 minutos utilizando potencias de láser que oscilaban 

entre 0,5 y 2,5 W. La viabilidad celular se evaluó 24 h después de la irradiación 

láser, utilizando los ensayos XTT y de calceína/PI. Del mismo modo, se determinó 

la concentración óptima de PEG-GNRs probando concentraciones que oscilaban 

entre 0 y 5 μg/ml, y diluciones 1:10, 1:20, 1:50 y 1:100 de HA-GNRs (a partir de la 

solución de HA-GNRs a una concentración de 0.02 nM) en ausencia de irradiación 

láser, y evaluando la viabilidad celular 24 h después. 

Para los experimentos de PTT, se sembraron células CT2A y B16F10 a 7 x 103 

células/pocillo en una microplaca multipocillo p96 (Fisher Scientific, Waltham, 

MA, EE.UU.) en un volumen total de 120 µl. Tras 24 h, se retiró el medio inicial de 

siembra y se añadieron PEG-GNRs a una concentración de 2 µg/mL y HA-GNRs a 

una dilución de 1:100 a las células en DMEM-PR suplementado con un 1% de FBS. 

A continuación, se incubaron las células con los GNRs que corresponda durante 24 

h más. Tras el periodo de incubación, se lavaron las células con PBS para eliminar 

los GNRs que no hubieran sido internalizados por las células. La viabilidad celular 

se evaluó mediante dos ensayos diferentes: XTT y Calceína/IP.   
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4.4.6 Cuantificación de apoptosis mediante citometría de flujo 

después de la aplicación de PTT mediada por PEG-GNRs 

La apoptosis inducida en las células CT2A y B16F10 por los tratamientos con PTT 

en presencia de PEG-GNRs se evaluó mediante citometría de flujo a las 24 h 

posteriores a los tratamientos.  Se utilizó Annexin-V (Bionova Científica) para 

teñir las células apoptóticas, mientras que se utilizó PI (Sigma-Aldrich) para teñir 

las células necróticas. Las células se tiñeron añadiendo tampón de unión de 

Anexina-V y Annexin-V conjugado con Cy5 según las instrucciones del fabricante 

(kit de detección de apoptosis Anexina-V, ABCAM). A continuación, las células se 

tripsinizaron, se centrifugaron y se resuspendieron en tampón Anexina-V. A 

continuación, se añadió PI (1 µg/ml) a las células, que luego se analizaron en un 

citómetro de flujo (FACSCalibur, BD Biosciences), utilizando el canal FL-2 para la 

detección de PI y el canal FL-4 para la detección de Cy5-Anexina-V. La anexina-V 

se une al aminofosfolípido de membrana fosfatidilserina, que se trasloca desde la 

cara interna a la cara externa de la membrana plasmática en las primeras fases 

de la apoptosis. Cuando se pierde la integridad de la membrana, como ocurre en la 

muerte celular necrótica, el PI puede entrar a las células y unirse a los ácidos 

nucleicos. Por lo tanto, las células apoptóticas se definieron como Anexina-V+/PI- 

y las células necróticas como Anexina-V+/PI+ y Annexin-V-/PI+. Se adquirieron y 

analizaron 10.000 eventos utilizando el software Flowjo. La Tabla 4.1 recoge los 

volúmenes utilizados para los experimentos de citometría de flujo. 

Tabla 4.1: Volúmenes utilizados de Anexina V e IP en citometría de flujo. 

Reactivo utilizado  Volumen (µL) 

Anexina-V  1.5 

IP 2 

 

4.4.7 Tinción Lisosomal 

Las células CT2A y B16F10 se incubaron con LGNRs y SGNRs a 2 µg/ml en 

DMEM-PR suplementado con 1% FBS durante 24h y luego se lavaron para 
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eliminar el exceso de PEG-GNRs que no fueron internalizados por las células. A 

continuación, las células tratadas con PEG-GNRs se tiñeron con Lysotracker Red 

(10 nM; Invitrogen) durante 15 minutos y se lavaron con DMEM-PR. A 

continuación, se irradiaron las células con un láser de 808 nm a 4,5 W durante 10 

minutos y se tiñeron con calceína (1 µm) durante 15 min. La integridad de los 

lisosomas en las células vivas positivas a la Calceína se evaluó analizando la 

intensidad de la fluorescencia roja del Lysotracker utilizando un microscopio 

invertido Leica DMI300 equipado con una cámara digital Leica DC100 (Leica, 

Nussloch, Alemania). La intensidad de fluorescencia relativa por célula obtenida 

en las imágenes de fluorescencia se cuantificó utilizando el software ImageJ (NIH). 

4.4.8 5-Fluorouracilo  

Se ha evaluado la citotoxicidad del fármaco en la línea celular de melanoma 

B16F10. Para ello se hizo una disolución de 100mg de 5-FU en 10 mL de DMSO 

con una concentración final del fármaco de 10 mg/mL. De esta concentración, la 

solución se diluye 1:1000 generando la solución final con una concentración de 10 

µg/mL. Las concentraciones elegidas se han basado en publicaciones recogidas en 

la bibliografía científica que avalan los efectos no citotóxicos de 5-FU hasta máximo 

los 2.5 µg/mL en la misma línea celular B16F10 [150]. Las concentraciones 

utilizadas con sus respectivos volúmenes están descritas en la Tabla 4.2: 

Tabla 4.2: Volúmenes correspondientes a la concentración del fármaco 5-FU en los 

pocillos para evaluar su citotoxicidad. 

Concentración 

(µg/mL) 

5-FU 

(µL) 

DMEM (µL) Volumen total/pocillo 

(µL) 

0.25 3 117 120 

0.5 6 114 120 

1 12 108 120 

1.5 18 102 120 

2 24 96 120 

2.5 30 90 120 
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La densidad celular utilizada es 7x103 células/pocillo, la misma que se utiliza en 

todos los experimentos anteriores. 

4.4.9 Terapia fototérmica en combinación con el fármaco 5-FU 

En este caso se utilizan las células de melanoma B16F10 tratadas con los SGNRs 

a las concentraciones de 1 µg/mL y 2 µg/mL. En cuanto a la concentración del 

fármaco 5-FU se utilizaron las concentraciones 0.25 µg/mL y 0.5 µg/mL. La 

potencia del láser utilizada ha sido 4.5 W y 1.2 W. Los experimentos se han 

realizado en base a la combinación de todos los parámetros descritos en las 

concentraciones de SGNRs y 5-FU a diferentes potencias de irradiación. El efecto 

sinérgico entre PTT y la quimioterapia permite la exploración de los límites de la 

dosis administrada de SGNRs y 5-FU, así como la disminución de la irradiación 

del láser. 
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4.5 Experimentos in vivo  

4.5.1 Modelo murino de melanoma con células B16F10 

En este apartado se detalla el procedimiento experimental para generar un modelo 

animal de melanoma basado en la inyección subcutánea de células de melanoma 

B16F10 en ratones inmunocompetentes C57/BL-6. La Figura 4.2 describe de forma 

esquemática el diseño de la inducción del tumor y su tratamiento posterior con 

PTT, donde se irradia solamente un día, siendo el día 4, 7 u 11 post inyección. Se 

realiza la inyección subcutánea con 100.000 células B16F10 en un volumen total 

de 4 µL y se esperan cuatro días hasta el desarrollo del tumor. Se irradian los 

tumores después de la inyección local de las SGNRs (volumen total de 4 µL a una 

concentración de 1.89 µg/mL, donde la concentración inicial de SGNRs es de 1.89 

x 103 µg/mL y se realiza una dilución 1:1000 con PBS) a una potencia de 450 mW 

durante 25 minutos. El tumor se mide utilizando un calibre electrónico en 

diferentes días evaluando el tamaño a lo largo del tiempo, así como su peso después 

de su extirpación, al finalizar el experimento. 

 

Figura 4.2: Diagrama del flujo de trabajo de inducción del tumor a partir de una 

inyección subcutánea de células B16F10 en ratones C57/BL-6 y su tratamiento con PTT. 

4.5.2 Modelo murino de glioblastoma implantando células CT2A 

Se describe la metodología para la inducción del tumor de glioblastoma en el 

cerebro del ratón y su posterior tratamiento con PTT. La Figura 4.3 indica el flujo 
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de trabajo seguido a lo largo de la vida del ratón y la evolución del tumor partiendo 

desde el día 0 correspondiente a la inyección de las células CT2A.  

 

Figura 4.3: Flujo de trabajo para los experimentos in vivo en ratones C57/BL-6 para la 

inducción del tumor de glioblastoma y su evolución posterior al tratamiento con PTT. 

4.5.2.1 Modelo de tumor cerebral en ratón  

La línea celular CT2A es altamente tumorigénica, con una tasa de éxito adecuada 

para desarrollar tumores intracraneales en las 3 a 8 semanas posteriores a la 

inyección de las células. Los tumores formados por la implantación de células CT2A 

presentan características no cohesivas, difusas, infiltrativas, altamente 

proliferativas y hemorrágicas, que se asemejan a las del GBM humano [151], [152]. 

Todos los procedimientos experimentales con animales se realizaron bajo la 

Normativa Española y del Consejo Superior de Investigaciones Científicas (CSIC) 

para el cuidado de los animales (leyes 53/2013 y ECC/566/2015). Los experimentos 

con animales se realizaron de acuerdo con la Animal Research: Reporting In Vivo 

Experiments (ARRIVE) guidelines. Ratones machos adultos C57/BL-6, de 3-8 

meses de edad, fueron alojados en una sala de animales con un ciclo de 

luz:oscuridad de 12:12, temperatura controlada y con libre acceso a comida y agua. 

El modelo tumoral CT2A se desarrolló en ratones según lo descrito previamente 

por Martínez-Murillo [153]. Brevemente, las células cancerosas CT2A (8x104 

células/µL en PBS) fueron inyectadas estereotácticamente en el cerebro del ratón 
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bajo anestesia de isoflurano (Nuzoa, Madrid, España), utilizando una jeringa 

Hamilton (Hamilton, Reno, NV, USA) y un marco estereotáxico para ratones 

(David Kopf Instruments, Tujunga, CA, USA). Las células se implantaron en las 

siguientes coordenadas relativas al bregma: - 6 mm lateral -2,25 mm 

anteroposterior, y 3 mm de profundidad. 

4.5.2.2 Experimentos de PTT in vivo 

Los ratones con glioblastoma inducido se dividieron aleatoriamente en tres grupos: 

control (sólo tumor, n=5), tratados con GNRs (tumor + GNRs, n=5) y tratados con 

PTT (tumor + GNRs + láser, n=7) con un tamaño total de muestra de N=17 

animales. La ausencia de cualquier efecto de la irradiación láser sobre el tamaño 

del tumor se determinó previamente [137]. Se inyectaron gradualmente 4l de los 

GNRs funcionalizados con HA de alto peso molecular (700-kDa-HA-GNRs) diluidos 

1:100 a razón de 1µL por minuto en los grupos tratados con GNRs y PTT. Tras la 

inyección de los GNRs, se irradió a los ratones con láser a 0,98 A (450mW) durante 

25 minutos y durante 3 días consecutivos, colocando el láser en el orificio del cráneo 

donde se inyectaron previamente las células y los GNRs. Durante los 

procedimientos quirúrgicos, el ratón estuvo en un plano profundo de anestesia bajo 

los efectos de isofluorano y se utilizó una manta eléctrica para controlar la 

temperatura de los ratones.  

4.5.2.3 Adquisición de imágenes de resonancia magnética. 

Para evaluar el tamaño, la localización, la evolución del tumor y por tanto, la 

eficacia del tratamiento con PTT, se adquirieron imágenes de RM a 7 y 15 días 

después de la irradiación con láser utilizando un escáner BIOSPEC BMT 47/40 

(Bruker, Ettlingen, Alemania) de 4,7 Teslas equipado con un sistema de gradiente 

de blindaje activo de 12 cm, en el ICTS Bioimagen Complutense (BioImaC). Los 

ratones fueron anestesiados con pentobarbital (10 mg/kg) y atropina (90 mg/kg). 

Una vez completamente sedados, se inyectó el agente de contraste gadopentetato 

dimeglumina (0,4 mmol/kg, Gadolinio, Magnevist, Schering, Alemania). Para 

evitar movimientos inesperados, se colocó a los ratones en decúbito prono dentro 
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de una cuna. Durante las adquisiciones de las imágenes de RM se utilizó un sensor 

de respiración para controlar las funciones vitales de los ratones. En primer lugar, 

se adquirieron imágenes ponderadas en T2 utilizando una secuencia de eco de 

espín rápido con los siguientes parámetros: TR= 4000 ms, TE efectivo= 60 ms, 

FOV= 3 cm, grosor de corte=1 mm y matriz= 256x192. Esta matriz se aumentó 

para obtener imágenes con un tamaño de 256x256 píxeles. A continuación, se 

tomaron imágenes T1 con los mismos parámetros descritos anteriormente. Se 

utilizó el software ParaVision (Bruker, Ettlingen, Alemania) para determinar el 

volumen tumoral.  

4.5.2.4 Prueba conductual 

Los ratones fueron sometidos a la prueba de comportamiento denominada de 

campo abierto, para evaluar su capacidad exploratoria [154]. Los ratones fueron 

introducidos en una caja opaca sin tapa de 40x30x30cm durante 5 minutos. Se 

registró continuamente el movimiento de cada animal para analizar la distancia 

recorrida y la velocidad. Además, se realizaron mapas térmicos para analizar 

visualmente las trayectorias de los animales mediante el software Ethovision XT©. 

4.5.2.5 Inmunohistoquímica  

Al final del experimento, los animales fueron anestesiados con una sobredosis de 

xilacina/ketamina y perfundidos intracardialmente con paraformaldehído al 4% 

recién preparado (en tampón fosfato 0,1 M, pH 7,4). Se extrajeron los cerebros, se 

postfijaron durante 12 h en el mismo fijador a 4 °C y posteriormente se 

crioprotegieron sumergiéndolos en una solución de sacarosa al 30% a 4 °C hasta su 

hundimiento. Se realizaron secciones coronales de 35 µm de grosor utilizando un 

micrótomo de congelación (Leica CM1950). Se utilizaron secciones seriadas para 

los ensayos de inmunohistoquímica utilizando los siguientes anticuerpos: Nestina 

1:200 (Merck), IBA1 1:1000 (Abcam) y Caspasa 3 activada 1:800 (Invitrogen). A 

continuación, las secciones se incubaron con los anticuerpos secundarios 1:200 

anti-conejo Cy3 1:200 y anti-ratón-FITC 1:200 (Invitrogen, Molecular Probes, 

EE.UU.) durante 2 h a temperatura ambiente en la oscuridad. Además, los núcleos 
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se tiñeron con Hoechst a 1:1000 en PBS durante 30 minutos. Las imágenes se 

adquirieron con un microscopio invertido Leica DMI300 equipado con una cámara 

digital Leica DC100 (Leica, Nussloch, Alemania). La Tabla 4.3 recoge las 

concentraciones de los anticuerpos primarios y secundarios utilizados en las 

inmunohistoquímicas.  

Tabla 4.3: Anticuerpos utilizados para la realización de inmunohistoquímicas con sus 

respectivas diluciones. 

Anticuerpo 

Primario  

Dilución Anticuerpo 

secundario  

Dilución  

Nestina  1:200 anti-ratón-FITC 1:200 

IBA1 1:1000 anti-conejo Cy3 1:200 

Caspasa 3 

activada  

1:800 anti-conejo Cy3 1:200 

 

4.6 Análisis estadístico 

Los resultados se muestran como la media ± error estándar de la media de tres a 

cuatro experimentos, a menos que se indique lo contrario. Los análisis estadísticos 

se realizaron con el programa GraphPad Prism (San Diego, CA, EE.UU.). La 

normalidad se ha evaluado con la prueba de Shaphiro-Wilk. Posteriormente, los 

datos se han analizado mediante análisis de varianza de un factor (ANOVA-One 

way) seguido de la prueba post hoc de diferencia honestamente significativa de 

Tukey para datos paramétricos, o la prueba de Kruskal Wallis para datos no 

paramétricos. Se ha elegido un nivel de significación de P<0,05. Se han realizado 

un análisis de supervivencia mediante la prueba de Kaplan-Meier para analizar la 

eficacia de los tratamientos con PTT en experimentos in vivo en el modelo murino 

de glioblastoma en ratones C57/BL-6. 
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Capítulo 5. Resultados 

5.1. Caracterización de NPs sin biofuncionalizar 

5.1.1. Caracterización de Pd@Au NRs 

Una vez terminada la síntesis de las Pd@Au NRs, se procede a su purificación como 

se describe en el apartado 4.1.1.1. Como productos finales tenemos el pellet 2 (NPs 

listas para ser incubadas con las células), el sobrenadante 1 y el sobrenadante 2. 

Se realizan dos centrifugaciones sucesivas, y se caracterizan los sobrenadantes y 

los pellets. Tanto el sobrenadante como el pellet obtenido después de cada 

centrifugación son sometidos a UV-vis como se observa en las Figura 5.1 y Figura 

5.2. La importancia de medir el sobrenadante reside en la calidad de la 

purificación, por si hay demasiadas NPs en el sobrenadante que no se han 

conseguido lavar de forma correcta. Como indica la Figura 5.2, la longitud de onda 

es prácticamente igual en el pellet 1 y en el pellet 2, manteniéndose constante a lo 

largo del tiempo (Figura 5.2B). 

 

Figura 5.1: Espectros UV-Vis de las semillas Au (t=0; b=1cm) y Au@Pd NR (diluido 1:10; 

t=0; b=1 cm). 
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Figura 5.2: Espectros UV-Vis de AuPd NR (diluido 1:10; t=0; b=1 cm) (A), AuPd NR 

(t=24h; b=0,1cm), sobrenadante 1 (sur 1), pellet 1, sur 2 y pellet 2 (diluido 1:10; t=0; 

b=0,1 cm). Envejecimiento del pellet 2 de AuPd NR (diluido 1:10; t=0,24,96; b=0,1cm) (B). 

Para saber el tamaño de las semillas de Au y Au@Pd NRs se han realizado tres 

mediciones consecutivas en el equipo de DLS, obteniendo como media 0.0375 ± 

0.0047 µm y 0.0287 ± 0.0013 µm, respectivamente.  

5.1.2. Caracterización de PdNSs 

Después de las centrifugaciones, se han realizado las mediciones en el espectro UV-

Vis tanto de los sobrenadantes como de los pellets obtenidos después de la 

purificación (Figura 5.3A). Además, las PdNSs fueron medidas a lo largo del tiempo 

desde que se sintetizan hasta las 96 h posteriores para verificar su estabilidad a 

largo plazo (Figura 5.3B). El tamaño se ha determinado por DLS después de 96 h, 

referenciando un tamaño de 0,03297 ± 0,0009866 µm, siendo prácticamente igual 

wue el tamaño inicial. 
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Figura 5.3: Espectros UV-Vis de Pd NS (diluido 1:20; t=0,24; b=1 cm), sur1, pellet 1, sur 

2 y pellet 2 (diluido 1:20; t=0; b=0,1 cm) (A). Envejecimiento Pd NS pellet 2 (diluido 1:20; 

t=0,24,96; b=0,1cm) (B) 

5.1.3. Caracterización de AgNSs 

Así mismo, en las AgNSs se midieron las AgNSs inmediatamente después de la 

purificación y a las 24 h de ser sintetizadas teniendo el mismo pico en los 400 nm, 

verificando que la síntesis es correcta y, estables en el tiempo como se observa en 

la Figura 5.4. El tamaño de las AgNSs mediante DLS ha sido de 0.0086 ± 0.001015 

µm.  

 

Figura 5.4: Espectros UV-Vis de Ag NS sur1, pellet 1, (diluido 1:20; t=0; b=0,1 cm) (A). 

Envejecimiento Ag y NS pellet 1 (diluido 1:20; t=24,; b=0,1cm) (B). 
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5.2. Caracterización de GNRs recubiertos con PEG y 

biofuncionalizados con HA 

5.2.1. Caracterización de PEG-GNRs. Curvas de temperatura y fotos 

térmicas 

Se caracteriza la eficiencia de la generación de calor las PEG-GRs para establecer 

su eficacia en la aplicación de la PTT. En la Figura 5.5 se aprecian la forma y 

dimensiones de los PEG-GNRs mediante imágenes de microscopía electrónica de 

transmisión (transmission electron microscope, TEM) y la absorbancia de cada una 

de ellas. La eficacia de los PEG-GNRs (LGNRs y SGNRs) para la PTT se demostró 

comparándolos con nanopartículas comerciales de las mismas características 

(CGNRs). Los resultados obtenidos con PEG-GNRs del mismo tamaño, SGNRs y 

CGNRs, fueron similares en todas las secciones posteriores, indicando que los 

resultados obtenidos con los PEG-GNRs sintetizados eran perfectamente 

comparables a los CGNRs. La capacidad de los PEG-GNRs para convertir la luz en 

calor se determinó inicialmente analizando el aumento de temperatura producido 

al irradiar concentraciones crecientes de los distintos tipos de PEG-GNRs con un 

láser de 808 nm a 4,5 W durante 10 minutos (Figura 5.6A). Los LGNRs 

demostraron la mayor eficiencia en la conversión de luz láser en calor en todas las 

concentraciones probadas (Figura 5.6A). 
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Figura 5.5: Pico de absorbancia a 808 nm de LGNRs (A) y SGNRs (D). Imágenes TEM de 

LGNRs (B-C) y SGNRs (E-F) con diferentes aumentos. 

Los LGNRs fueron capaces de producir un aumento de la temperatura de 25,6 °C 

en respuesta a la irradiación láser en la concentración más alta probada (10 µg/mL) 

(Tabla 5.1). Además, incluso a 5 µg/mL, los LGNRs produjeron un mayor aumento 

de la temperatura en comparación con los SGNRs y los CGNRs en su concentración 

más alta (10 µg/mL) (Figura 5.6Ay Tabla 5.1). Los PEG-GNRs más pequeños 

(SGNRs y CGNRs) mostraron curvas de temperatura similares en respuesta a la 

aplicación del láser (Figura 5.6A y Tabla 5.1). Estos resultados indicaron que estos 
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PEG-GNRs, especialmente los LGNRs, pueden utilizarse en concentraciones bajas 

(1-2 µg/mL) para producir condiciones de hipertermia, y que la potencia del láser 

seleccionada (4,5 W) no indujo hipertermia en ausencia de GNRs, ya que se observó 

un calentamiento de sólo 2,2 °C cuando el medio sin GNRs fue irradiado con el 

láser de 808 nm durante 10 minutos (Figura 5.6A). 

Tabla 5.1: Incrementos de temperatura obtenidos cuando los PEG-GNRs a las 
concentraciones indicadas fueron expuestos a un láser de 808nm a 4.5W durante 
10 minutos.  

 

Concentración (µg/mL) 

Incremento de temperatura (°C) 

CGNRs SGNRs 

 

LGNRs 

 

10 17.5 17.7 25.6 

5 12.0 9.8 18.9 

2 7.3 8.7 14.5 

1 7.2 5.5 10.7 

 

Para la aplicación de PTT, es crucial evaluar la estabilidad fototérmica de los PEG-

GNRs ya que ciertos GNRs pueden sufrir cambios estructurales tras la absorción 

del láser [155]. Para evaluar la estabilidad fototérmica de los PEG-GNRs y excluir 

cambios morfológicos que pudieran producir un cambio en el LSPR, los PEG-GNRs 

fueron sometidos a tres ciclos de irradiación consecutivos para investigar si las 

altas temperaturas podrían tener un impacto en su estructura y estabilidad. Los 

PEG-GNRs se irradiaron a altas concentraciones (50 µg/mL) porque la 

temperatura alcanzada tras los repetidos ciclos de irradiación a esta concentración 

es mayor que la obtenida a una concentración menor, como la utilizada para los 

tratamientos con PTT (2 µg/mL). Esta elección facilitó la fácil observación de 

cualquier efecto potencial sobre la estructura de los PEG-GNRs resultante de la 

irradiación con láser repetida. Cuando la solución que contenía los PEG-GNRs se 

sometió a tres ciclos de encendido y apagado del láser, la temperatura máxima 

alcanzada en cada ciclo fue similar para todos los PEG-GNRs (Figura 5.6B). Sólo 

se observaron ligeras diferencias en los perfiles de enfriamiento de cada tipo de 

partícula. Por tanto, las eficiencias de conversión de luz en calor se mantuvieron 

constantes durante tres ciclos consecutivos de calentamiento y enfriamiento, lo que 
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confirma la estabilidad de la respuesta fototérmica de todos los tipos de PEG-

GNRs. 

Para evaluar la homogeneidad de la distribución de la temperatura en el medio, se 

colocó una solución de PEG-GNRs de 50 µg/mL en los mismos pocillos donde se 

siembran las células para los tratamientos PTT in vitro. Para estos experimentos, 

se eligió una mayor concentración de PEG-GNRs (50 µg/mL) en comparación con 

la utilizada para los tratamientos PTT (2 µg/mL) con el fin de discriminar 

claramente el aumento de temperatura producido en el pocillo tras la irradiación 

láser. A continuación, se irradió la solución de PEG-GNRs con un láser de 808 nm 

a 4,5 W durante 30 segundos. Las imágenes de la cámara de infrarrojos del 

calentamiento fototérmico revelaron que todo el pocillo experimentó un 

calentamiento uniforme (Figura 5.6C). Por lo tanto, todas las células incubadas con 

PEG-GNRs dentro del pocillo estarán sometidas a un aumento uniforme de la 

temperatura durante los tratamientos PTT in vitro. Además, las células de control 

(células sin PEG-GNRs) no estuvieron expuestas a ninguna alteración de la 

temperatura (Figura 5.6C).  

 

 

Figura 5.6: Curvas de temperatura obtenidas irradiando LGNRs, SGNRs y CGNRs a 

concentraciones crecientes (1 µg/mL, 2 µg/mL, 5 µg/mL y 10 µg/mL) durante 10 minutos 

utilizando un láser de 808 nm a 4,5 W (A). Curvas de temperatura obtenidas irradiando 
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LGNRs, SGNRs, y CGNRs a una concentración de 50 µg/mL mostrando tres ciclos de 

encendido/apagado del láser. Los GNRs se irradiaron durante 60 segundos a 4,5 W, 

después se apagó el láser hasta que la muestra volvió a su temperatura inicial para 

comenzar el siguiente ciclo de irradiación (B). Imágenes térmicas de LGNRs, SGNRs y 

CGNRs en una placa p96 multipocillo a una concentración de 50 µg/mL. Las muestras se 

irradiaron a 4,5 W durante 30 segundos y las imágenes se tomaron a intervalos de 10 

segundos (C). 

5.2.2. Caracterización de HA-GNRs 

En Figura 5.7, se pueden observar los espectros UV-visibles de los GNRs antes y 

después de la purificación mediante dos pasos de centrifugación (producto final 

denominado "pellet 2"). Como era de esperar, tanto los GNRs preparados como los 

purificados presentan las bandas plasmónicas típicas de las nanopartículas 

asimétricas en forma de bastones. En concreto, en la Figura 5.7 se aprecian 

claramente dos bandas de absorción, una banda con mayor absorbancia en la 

región del NIR (~ 800 nm, banda longitudinal, L), y una banda de menor 

absorbancia que cae en la región visible (~ 512 nm), generada por la oscilación de 

los electrones a lo largo del eje transversal (T). La banda plasmónica transversal 

está centrada en un valor de longitud de onda comparable al de las nanopartículas 

esféricas de oro de unos 10 nm de tamaño [156]. 

 La Figura 5.8 muestra los espectros de los sistemas híbridos GNR con 200kDa-HA 

(Figura 5.8A) y 700kDa-HA (Figura 5.8B), y señala una interacción significativa 

entre las nanopartículas metálicas y las cadenas poliméricas, como demuestra el 

desplazamiento al rojo de L tanto para 200kDa-HA-GNRs como para los 700kDa-

HA-GNRs.  
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Figura 5.7. Espectros UV-visibles (cubeta b=0,1 cm) de GNRs antes (dilución 1:10 de los 

GNRs preparados) y después de la purificación (dilución 1:10 de las muestras de pellets). 

 

 

Figura 5.8: Espectros UV-visibles (cubeta b=1cm) de 200kDa-HA-GNRs (A) y 700kDa-

HA-GNRs (B) antes y después de la purificación. 

 

El análisis cuantitativo de los parámetros ópticos de los espectros descritos en la 

Figura 5.8 se presenta en la Tabla 5.2, en términos de T, L y los respectivos 

valores de absorbancia. De acuerdo con las siguientes ecuaciones (1-2): 

𝜀 = 0.01203𝜆𝐿 − 4.79151    (1) 

𝜆𝐿 = (53.71𝑅 − 42.29)𝜀 + 495.14   (2) 
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Se puede calcular la relación de aspecto (R) y la concentración de nanopartículas 

(C, en nmol/L).  

Tabla 5.2: Valores LSPR, relaciones de aspecto calculadas (R) para GNRs, 200kDa-HA-

GNRs y 700kDa-HA-GNRs. La última columna informa de la concentración calculada (C) 

para las muestras no diluidas. 

 

Cabe señalar que, tras la purificación (realizada mediante dos pasos de 

centrifugación a 8.000 r.p.m, 30 min, con lavado intermedio con agua MilliQ), las 

GNRs cubiertas con CTAB muestran una relación de aspecto menor, 

concretamente de R=4,4 a R=4,1. Este hecho se debe probablemente a la 

eliminación parcial de la cubierta de CTAB alrededor de las GNRs y el consiguiente 

efecto de agregación parcial.  

En cuanto a las muestras híbridas 200kDa-HA-GNRs y 700kDa-HA-GNRs, antes 

de la purificación, las HA-GNRs muestran, junto con el desplazamiento al rojo en 

L, una mayor relación de aspecto. Este hallazgo sugiere una interacción preferente 

de las cadenas de ácido hialurónico con la superficie más "defectuosa" de los planos 

basales de los bastones en lugar de la superficie lateral de los cilindros. 

También para las muestras híbridas 200kDa-HA-GNRs y 700kDa-HA-GNRs se ha 

intentado la purificación de las mismas. Sin embargo, en este caso, ya después de 

Muestra T 

(nm) 

AT L 

(nm) 

AL R C (nM) 

GNRs preparados (1:10) 512 0.12 834 0.39 4.4 0.7 

GNRs pellet 1 (1:10) 516 7.6 837 2.43 4.4 4.6 

GNRs pellet 2 (1:10) 516 5.7 812 1.59 4.1 3.2 

200kDa-HA-GNRs antes de 

la purificación 

512 1.14 827 1.18 4.3 0.2 

200kDa-HA-GNRs después 

de la purificación 

512 0.23 827 0.44 4.3 0.08 

700kDa-HA-GNRs antes de 

la   purificación 

521 0.76 822 0.9 4.2 0.2 

700kDa-HA-GNRs después 

de la   purificación 

521 0.2 800 0.33 4.0 0.07 
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un paso de centrifugación (15 minutos a 10.000 r.p.m), se observó una agregación 

masiva, y las nanopartículas precipitaron sobre las paredes de los tubos Eppendorf 

(Figura 5.9). 

 

Figura 5.9: Fotografías representativas de las muestras de HA-GNRs tras el 

procedimiento de purificación. Inmediatamente después de la centrifugación (A), los 

residuos de agregados en el Eppendorf (B) y el sobrenadante (C). 
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5.3. Experimentos in vitro con PEG-GNRs  

A continuación, se describen los resultados obtenidos en la experimentación in 

vitro con los PEG-GNRs en ambas líneas celulares CT2A y B16F10. 

Principalmente los PEG-GNRs son utilizados en investigación in vitro e in vivo, 

que sirve de preámbulo para los experimentos con los HA-GNRs complejos tanto 

in vitro como in vivo. 

5.3.1. Efectos de la irradiación con láser en células CT2A y B16F10 

Para evaluar el impacto de la aplicación del láser en la viabilidad celular, las 

células CT2A y B16F10 se expusieron a irradiación láser durante 10 minutos a 

varias potencias del mismo, que oscilaban entre 1 y 4,5 W en ausencia de cualquier 

tipo de GNRs. Los resultados mostraron que cuando las células se irradiaron a 

temperatura ambiente (Room temperature, RT), ninguna de las potencias de láser 

probadas causó una reducción estadísticamente significativa de la viabilidad 

celular, tanto en la línea celular CT2A como en la B16F10 (Figura 5.10A). No se 

observaron células muertas mediante ensayos de Calceína-IP 24 h después de la 

irradiación láser a 4,5 W, aunque se observó un menor número de células 

probablemente debido a una ralentización de la división celular (Figura 5.11A). Por 

lo tanto, se seleccionó una potencia láser de 4,5 W para realizar los experimentos 

de hipertermia in vitro a RT. Sin embargo, cuando se aplicó la irradiación láser a 

células mantenidas a 37 °C para emular las condiciones fisiológicas, las potencias 

láser de 1,5 W y superiores produjeron una disminución significativa de la 

viabilidad celular, especialmente en las células CT2A (Figura 5.10B). Por otro lado, 

las células B16F10 mostraron una reducción significativa de la viabilidad cuando 

se aplicaron potencias de láser de 2 W y superiores (Figura 5.11B). Por lo tanto, se 

seleccionó una potencia láser de 1 W para realizar los experimentos de hipertermia 

in vitro a 37 °C, ya que las potencias láser superiores provocaban una disminución 

significativa de la viabilidad celular. 
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Figura 5.10: Viabilidad de las células CT2A y B16F10 evaluada mediante el ensayo XTT 

24 h después de la irradiación con un láser de 808 nm durante 10 minutos a las 

potencias indicadas. Las células se irradiaron a RT (A) y a 37 °C (B). **p<0,01; 

***p<0,001. 
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Figura 5.11: Imágenes de microscopía de fluorescencia de las células CT2A y B16F10 

marcadas con calceína en verde (células vivas) e IP en rojo (células muertas) tras 24h de 

la exposición al láser a diferentes potencias (de 1W a 4,5W) durante 10 minutos a RT (A) 

y (de 0,5W a 2,5W) a 37 °C (B). Barra de escala: 400 µM 
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5.3.2. Viabilidad de las células CT2A y B16F10 en presencia de PEG-

GNRs 

Para determinar el impacto de la concentración de PEG-GNRs en la viabilidad 

celular y evaluar la citocompatibilidad de los PEG-GNRs empleados en este 

estudio, se incubaron las líneas celulares CT2A y B16F10 con PEG-GNRs de 

diferentes tamaños a concentraciones crecientes (de 1 a 5 µg/mL) durante 24 h. A 

continuación, se evaluó la viabilidad celular mediante el ensayo XTT (Figura 5.12A 

y B) y los ensayos de calceína/PI (Figura 5.12C y D y Figura 5.13). En las células 

CT-2A, los PEG-GNRs no causaron una reducción significativa de la viabilidad 

celular, solamente a una concentración de 5 µg/mL se observa un porcentaje 

significativo de mortalidad celular, aunque con una viabilidad celular alta 

aproximada al 80% (Figura 5.12A). Por otro lado, las células B16F10 mostraron 

una mejor tolerancia a la presencia de LGNRs, incluso a una concentración de 5 

µg/mL, mientras que los SGNRs y CGNRs a la concentración más alta (5 µg/mL), 

redujeron significativamente la viabilidad celular en estas células (Figura 5.12B). 

Estos resultados mostraron que cuando ambas líneas celulares se incubaron con 

cualquier tipo de PEG-GNRs hasta una concentración de 2 µg/mL, la viabilidad 

celular no se ve afectada (Figura 5.12). Por lo tanto, se seleccionó una concentración 

de PEG-GNRs de 2 µg/mL como concentración óptima para realizar los 

tratamientos de hipertermia in vitro. 

 

Figura 5.12: Viabilidad de células CT2A (A) y B16F10 (B) determinada mediante el 

ensayo XTT tras incubación con concentraciones crecientes de LGNRs, SGNRs y CGNRs 
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durante 24 h. También se evaluó la viabilidad celular mediante el ensayo Calceina-IP en 

células CT2A (C) y B16F10 (D) incubadas con todos los tipos de GNRs a 2 µg/ml durante 

24h. Las células viables se muestran marcadas con calceína en verde y las células 

muertas marcadas con IP en rojo. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001. Barra de escala: 400 

µm. 
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Figura 5.13: Imágenes de microscopía de fluorescencia de las células CT2A (A) y B16F10 

(B) marcadas con calceína en verde (células vivas) e IP en rojo (células muertas) tras 24 

horas de incubación en presencia de LGNRs, SGNRs y CGNRs a diferentes 

concentraciones (1 µg/mL, 2 µg/mL y 5 µg/mL. Barra de escala: 400 µm. 

5.3.3. Internalización de PEG-GNRs en CT2A y B16F10 

La internalización de los GNRs en células vivas ha sido ampliamente descrita 

[136]. La absorción de los GNRs por las células depende de varios factores, como el 

tamaño, la forma, la carga, la química de la superficie de los GNRs y el tipo de 

célula [148]. Por lo tanto, es importante determinar la absorción de cada tipo de 

GNRs en diferentes líneas celulares. La capacidad de los PEG-GNRs para ser 

internalizados por las células CT2A y B16F10 se evaluó mediante microscopía de 

fluorescencia confocal (Figura 5.15) y microscopía de campo oscuro (Figura 5.16), 

tras exponer las células CT2A y B16F10 con PEG-GNRs a 2 µg/mL durante 24 

horas. Para la caracterización de la autofluorescencia en las imágenes de 

microscopía confocal de los PEG-GNRs se realizaron perfiles de 3D de emisión y 

excitación como se muestra en la Figura 5.14. La presencia de PEG-GNRs en el 

interior de las células se detectó mediante microscopía confocal utilizando la 

propiedad de estos GNRs de reflejar la luz incidente (Figura 5.14).  
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Figura 5.14: Perfiles 3D de emisión y excitación de autofluorescencia de los diferentes 

PEG-GNRs mediante microscopio confocal.  

 

La presencia intracelular de PEG-GNRs se confirmó seccionando las imágenes 

confocales apiladas a lo largo de los planos XZ e YZ. Las proyecciones ortogonales 

realizadas en una sección intermedia del cuerpo celular mostraron la presencia de 

PEG-GNRs en el interior de ambos tipos celulares (puntos rojos en la Figura 5.15), 

demostrando que los LGNRs y los SGNRs fueron internalizados por ambos tipos 

celulares. 



Javier Domingo Díez 

82 

 

 

Figura 5.15: Imágenes de microscopía confocal de barrido láser de células CT2A y 

B16F10 incubadas con LGNRs, SGNRs y CGNRs a 2µg/mL durante 24 h. Tras la 

fijación, las células se tiñeron con faloidina (verde) y los núcleos con Hoechst (azul). Los 

GNRs se detectaron por autofluorescencia (rojo). Las imágenes muestran que todos los 

tipos de GNR (rojo) se internalizaron eficazmente en el citosol de las células CT2A y 

B16F10. Barra de escala: 30 µm. 

 

Para comparar y cuantificar la captación de los PEG-GNRs de diferentes tamaños 

en ambas líneas celulares, se observaron las células incubadas con LGNRs y 

SGNRs mediante microscopía de campo oscuro, tal y como se describe en la sección 

de Materiales y Métodos. Los GNRs pueden visualizarse fácilmente en microscopía 

de campo oscuro debido a su fuerte resonancia plasmónica [158]. Se capturaron 

imágenes de campo oscuro de ambas líneas celulares incubadas con LGNRs y 

SGNRs, y las acumulaciones de PEG-GNRs se muestran como puntos 

amarillos/naranjas (Figura 5.16 D-F y J-L). Los resultados demostraron que en las 

células B16F10 se unía un número ligeramente superior de PEG-GNR que en las 

células CT2A (Figura 5.16M). Sin embargo, no se observaron diferencias 

significativas en el número de LGNRs y SGNRs unidos a células B16F10, lo que 

indica que ambos tipos de PEG-GNRs fueron capaces de unirse a estas células en 

proporciones similares. Por otra parte, los SGNRs se unieron a las células CT2A 
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en mayor número que los LGNRs (Figura 5.16M). Las células control (células sin 

PEG-GNRs) no mostraron ningún punto amarillo/naranja (Figura 5.16Dy J). 

 

Figura 5.16: Imágenes de microscopía de campo claro (A-C y G-I) y campo oscuro (D-F y 

J-L) de células CT2A (A-F) y B16F10 (G-L). Ambos tipos celulares se incubaron con 

LGNRs y SGNRs a 2 µg/mL durante 24 h, los paneles de control muestran células sin 

GNRs. La captación de LGNRs y SGNRs por las células CT2A y B16F10 se cuantificó 

contando los píxeles de color/célula por encima del umbral (células de control) utilizando 

el software ImageJ. Barras de escala: 15 µm. 

 

5.3.4. Terapia Fototérmica mediada por PEG-GNRs. Efecto de la 

temperatura basal del cultivo celular 

Una vez determinada la concentración óptima de PEG-GNRs y la potencia del 

láser, se aplicó PTT a las células CT2A y B16F10. Los PEG-GNRs se incubaron con 

las células durante 24 horas. Tras el periodo de incubación, las células se lavaron 
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con PBS para eliminar cualquier exceso de PEG-GNRs no unidos a ellas. Estas  

condiciones experimentales imitan mejor la situación in vivo, en la que los PEG-

GNRs se expondrían a las células y posteriormente serían lavados por el fluido 

circundante y la circulación sistémica. Después de incubar las células con los PEG-

GNRs durante 24 horas y lavarlas con PBS, se las sometió a irradiación con láser 

a una longitud de onda de 808 nm a 4,5 W durante 10 minutos. El objetivo de este 

tratamiento láser era inducir la PTT utilizando la capacidad de conversión de luz 

en calor de los GNRs. Los tratamientos de PTT se realizaron a RT y a 37 °C, para 

simular mejor las condiciones fisiológicas y evaluar el impacto de los tratamientos 

de PTT en un entorno más relevante. Trascurridas 24 h  de la irradiación con láser, 

se evaluó la viabilidad celular mediante los ensayos XTT y Ca/IP. Los resultados 

obtenidos cuando se aplicó la PTT a RT demostraron que sólo las células que 

contenían PEG-GNRs presentaban una disminución significativa de la viabilidad 

celular en respuesta a la irradiación láser tanto en la línea celular CT2A (Figura 

5.17A) como en la B16F10 (Figura 5.17B). Además, las células CT2A mostraron 

una mayor disminución de la viabilidad celular tras la PTT en comparación con las 

células B16F10 (Figura 5.17A y B, respectivamente). Según los resultados 

mostrados en la Figura 5.17A y B, los LGNRs fueron ligeramente más eficaces que 

los otros tipos de PEG-GNRs en la reducción de la viabilidad de las células CT2A 

y B16F10 cuando se aplicó PTT a RT. Además, ni los PEG-GNRs ni el láser por sí 

solos produjeron una disminución significativa de la viabilidad celular (Figura 

5.17A y B). Los resultados obtenidos cuando la PTT se aplicó a 37 °C fueron 

similares a los obtenidos a RT, pero los índices de viabilidad celular fueron incluso 

inferiores en ambas líneas celulares (Figura 5.17C y D). Este tratamiento de PTT 

aplicado a 37 °C produjo una eliminación completa de las células cancerosas, 

especialmente en las células B16F10 (Figura 5.17D), que mostraron una mayor 

resistencia a los tratamientos de PTT aplicados a RT (Figura 5.17B). También en 

este caso, ni la aplicación de láser ni la incubación con PEG-GNRs por separado 

dieron lugar a una disminución de la viabilidad celular (Figura 5.17Cy D). 
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Figura 5.17: Viabilidad de células CT2A (A y C) y B16F10 (B y D) evaluada mediante el 

ensayo XTT tras tratamientos PTT realizados irradiando células preincubadas con 

LGNRs, SGNRs y CGNRs a 2 µg/mL durante 24 h y posteriormente irradiadas con un 

láser de 808 nm a 4,5 W durante 30 minutos a RT (A y B) y a 37°C (C y D). ***p<0.001. 

5.3.5. Mecanismos de Muerte celular implicados en la PTT mediada por 

PEG-GNRs 

Tras los tratamientos de hipertermia, la apoptosis y la necrosis pueden producirse 

de forma secuencial o simultánea, dependiendo de la cantidad de NPs 

internalizadas por las células y de la cantidad de energía disipada por estas NPs 

tras la irradiación [159]. Es importante señalar que la necrosis a menudo conduce 

a la liberación de componentes intracelulares al medio extracelular, lo que puede 

desencadenar respuestas inflamatorias. Por lo tanto, en numerosas ocasiones se 

prefiere la muerte celular apoptótica como mecanismo para eliminar las células 

cancerosas.  

En este apartado se pretende establecer el tipo de muerte celular producida tras la 

aplicación de PTT mediada por los PEG-GNRs experimentales, LGNRs y SGNRs. 

Las condiciones experimentales son las mismas que se han descrito en el apartado 

4.4.5, las células son incubadas 24 h con los LGNRs y SGNRs, posteriormente 

lavadas para eliminar aquellos PEG-GNRs que no se han internalizado y se aplica 
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el láser a 4,5W durante 10 minutos. 24 h después de la PTT, las células son 

evaluadas mediante citometría de flujo en función de la fluorescencia producida 

por la anexina-V y el IP. De esta manera, se puede caracterizar la muerte celular, 

diferenciando entre células vivas (anexina-V- / IP-), apoptóticas (anexina-V+ / IP-) o 

necróticas (anexina-V+ / IP+ y anexina-V- / IP+ ) 

La muerte celular producida en células CT2A preincubadas con LGNRs y SGNRs 

24 h después de la aplicación del láser se produjo preferentemente por apoptosis 

antes que por necrosis (Figura 5.18A). Se observaron tasas de necrosis similares 

en las células CT2A 24 h después de la irradiación láser en presencia de LGNRs y 

SGNRs (Figura 5.18A). En las células B16F10, la apoptosis también resultó ser el 

mecanismo predominante de muerte celular 24 h después de la irradiación láser. 

La vía apoptótica fue el método predominante de eliminación de estas células 

cuando se utilizaron ambos tipos de PEG-GNRs, aunque los LGNRs produjeron un 

porcentaje ligeramente superior de células necróticas en comparación con los 

SGNRs (Figura 5.18B).  

No se observaron diferencias significativas en el número de células apoptóticas al 

comparar los distintos tipos de PEG-GNRs en ambas líneas celulares (Figura 5.18). 

Los tratamientos con PTT en presencia de CGNRs produjeron tasas de muerte 

celular apoptótica comparables a las observadas con LGNRs y SGNRs, resultando 

en un 49,7 ± 15,3 % y un 59,5 ± 10,2 % de células apoptóticas en las células CT2A 

y B16F10, respectivamente (datos no graficados). 
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Figura 5.18: Análisis de la muerte celular mediante citometría de flujo (tinción con 

anexina V y PI) en células CT2A (A) y B16F10 (B) 24 h después de los tratamientos con 

PTT. Para los tratamientos de PTT, las células se preincubaron con LGNRs y SGNRs a 2 

µg/mL durante 24 h y luego se irradiaron con un láser de 808 nm a 4,5 W durante 10 

minutos a temperatura ambiente. Las células apoptóticas se definieron como células 

Anexina-V+/PI- y las células necróticas como células Annexin-V-/PI+ y Annexin-V+/PI+. 

***p<0,001 (entre grupos de células apoptóticas). 

 

Para investigar la posible implicación de los lisosomas en la muerte celular tras los 

tratamientos con PTT, se realizó una tinción lisosomal utilizando una sonda 

acidotrópica fluorescente (Lysotracker), que muestra una alta afinidad por 

orgánulos ácidos como los lisosomas [160]. La evaluación de la tinción lisosomal se 

realizó 2 h después de los tratamientos PTT en células CT2A y B16F10, para 

determinar si los lisosomas desempeñan un papel significativo en el proceso de 

muerte celular observado. 
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Figura 5.19: Tinción lisosomal y de calceína en células CT2A (A-H) y B16F10 (I-P) 

incubadas con LGNRs y SGNRs a 2 µg/ml durante 24 h y sometidas después a 

tratamientos PTT irradiando las células con un láser de 808 nm a 4,5 W durante 30 min. 

Los lisosomas se tiñeron de rojo con Lysotracker y las células viables de verde con 

Calcein-AM. La intensidad de fluorescencia de la tinción lisosomal por célula viable se 

cuantificó en todas las condiciones utilizando ImageJ en células CT2A (Q) y B16F10 (R). 

*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001. Barra de escala: 20µm. 
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Lysotracker es un marcador fluorescente que se acumula específicamente en 

lisosomas intactos dentro de células vivas. Cuando se rompe la membrana 

lisosomal, la sonda lisosomal fluorescente se libera al citosol, lo que provoca una 

disminución de la intensidad de la fluorescencia celular y una disminución de la 

marca fluorescente punteada típica del marcaje lisosomal [160]. La Figura 8 

muestra que en las células CT2A y B16F10 no irradiadas (células incubadas con 

GNRs pero sin tratamiento PTT), el etiquetado lisosomal aparece fuerte y 

punteado en ambas líneas celulares (Figura 5.19A, E, I y M). Sin embargo, cuando 

estas células fueron irradiadas con láser tras la incubación con GNRs, la tinción de 

los lisosomas 2h después de los tratamientos con PTT, se volvió difusa y 

significativamente menos intensa (Figura 5.19B, F, J, y N). A pesar de este cambio 

en la tinción de los lisosomas, las células siguieron siendo viables, como indica la 

tinción positiva con calceína (Figura 5.19D, L, H y P). Estos resultados sugieren 

que la fuga de lisosomas es uno de los acontecimientos biológicos que se producen 

junto con la muerte celular inducida por los tratamientos con PTT, en consonancia 

con los hallazgos anteriores comunicados para otros tratamientos basados en 

nanopartículas [161]. 

5.3.6. Efecto de PTT en combinación con el 5-Fluoruacilo 

En los experimentos realizados con PTT en combinación con 5-FU se han utilizado 

las células B16F10 debido a su resistencia s ser eliminadas mediante PTT. Para 

evaluar el efecto de la citotoxicidad del fármaco 5-FU se incuban las células 

B16F10 durante 24 horas en presencia del fármaco a concentraciones crecientes 

(0.25 µg/mL, 0.5 µg/mL, 1 µg/mL, 1.5 µg/mL, 2 µg/mL y 2.5 µg/mL). Para establecer 

la concentración de 5-FU que se va a utilizar en combinación con la PTT se analizan 

los resultados de viabilidad celular obtenidos en presencia de concentraciones 

crecientes del fármaco, mediante el ensayo XTT (Figura 5.20). Como se muestra en 

la Figura 5.20A, hay diferencias significativas (***p<0.001) en la viabilidad celular 

entre el control y  las concentraciones de 5-FU de 1 µg/mL y 2.5 µg/mL, ambas 

incluidas. Por tanto, las concentraciones elegidas para los experimentos de PTT 

son 0.25 µg/mL y 0.5 µg/mL, dosis a las que la viabilidad celular no disminuye más 
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de un 25% con el objetivo de disminuir la dosis utilizada del fármaco y evitar los 

efectos secundarios asociados al tratamiento de quimioterapia.  

 

Figura 5.20: Viabilidad de células B16F10 determinada mediante el ensayo XTT (A) y 

Calceína-IP (B) tras incubación con concentraciones crecientes de 5-FU (0.25 µg/mL, 0.5 

µg/mL, 1 µg/mL, 1.5 µg/mL, 2 µg/mL y 2.5 µg/mL) durante 24 h. ***p<0,001. Barra de 

escala: 400 µm. 

 

Una vez establecidas las concentraciones del 5-FU que no disminuyen la viabilidad 

celular más de un 25%, se lleva a cabo la PTT mediada por SGNRs a una 

concentración de 2 µg/mL, aplicando el láser a una potencia de 4.5W durante 10 

minutos y en presencia de 0.5 µg/mL 5-FU. El experimento se realiza con sus 

correspondientes controles, sin producir ninguno de ellos una disminución de la 

viabilidad (Figura 5.21). La aplicación de la PTT y la PTT en combinación con 

quimioterapia produce una reducción significativa (****p<0.0001) de la viabilidad 

celular con respecto al control (Figura 5.21A). Como se muestra en el gráfico de la 

Figura 5.21A, la aplicación de la PTT en presencia del fármaco muestra una 
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tendencia a producir mayor mortalidad que  la PTT por si sola, pero no hay 

diferencias significativas entre dichos grupos.  

 

Figura 5.21: Viabilidad de células B16F10 determinada mediante el ensayo XTT (A) y 

Calceina-IP (B) transcurridas 24h de la aplicación de PTT mediada por SGNRs (2 µg/mL) 

irradiando con el láser a 4.5W durante 10 minutos en ausencia y presencia de 5-FU (0.5 

µg/mL). ****p<0,0001. Barra de escala: 400 µm. 

 

Con el objetivo de determinar si la introducción del fármaco en la aplicación de 

PTT permite la disminución de las concentraciones de SGNRs (1 µg/mL) 

manteniéndose la irradiación con el láser a una potencia de 4.5W, se aplicó la PTT 

y la PTT en combinación con la quimioterapia utilizando el 5-FU a dosis no 

citotóxicas (0.25 µg/mL y 0.5 µg/mL). Como se observa en la Figura 5.22A, la 

disminución de la viabilidad celular tras la aplicación de la PTT utilizando una 

concentración menor de los SGNRs (1 µg/mL) es significativo frente al control 

(***p<0.001), aun así el 50% de las células son viables. Sin embargo, cuando el 5-
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FU está presente, a cualquiera de las concentraciones analizadas, durante la 

aplicación de la PTT la mortalidad celular aumenta drásticamente e incluso es 

mayor que la mortalidad conseguida con la PTT utilizando SGNRs a mayor 

concentración (2 µg/mL). La mejoría en la mortalidad celular cuando el fármaco 

está involucrado es evidente ya que hay una significancia máxima en comparación 

con el control (****p<0.0001) (Figura 5.22A). En las imágenes de fluorescencia 

(Figura 5.22B) con calceína/IP, se observa la mortalidad que se refleja en el XTT 

(Figura 5.22A) en las condiciones donde se aplica PTT en combinación con el 5-FU. 

 

Figura 5.22: Viabilidad de células B16F10 determinada mediante el ensayo XTT (A) y 

Ca/IP (B) 24h después de la aplicación de PTT mediada por SGNRs (1 µg/mL) y 5-FU 

(0.25 µg/mL y 0.5 µg/mL) a una potencia de 4.5 W durante 10 minutos. **p<0,01, 

***p<0,001, ****p<0,0001. Barra de escala: 400 µm. 
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La aplicación de la PTT con la concentración reducida de SGNRs (1 µg/mL) y el 

fármaco 5-FU (0.25 µg/mL) sigue siendo eficaz, produciendo una gran mortalidad 

de las células B16F10. La mortalidad producida por PTT con SGNRs a 1 µg/mL es 

menor en comparación con la muerte producida por la combinación de la PTT y la 

quimioterapia, existiendo diferencias significativas entre estos determinados 

grupos experimentales.  

El siguiente paso fue determinar si la combinación de PTT y quimioterapia permite 

utilizar una menor potencia de láser para conseguir una reducción similar de la 

viabilidad celular, para ello se utilizó para irradiar las muestras una potencia 

menor del láser (1.2 W) utilizando también la menor concentración de SGNRs (1 

µg/mL) y se determinó el efecto de la quimioterapia con dosis de 0.25 µg/mL y 0.5 

µg/mL 5-FU. La aplicación de la PTT a una potencia de 1.2W y una concentración 

de SGNRs de 1 µg/mL no es suficiente para eliminar las células B16F10 a RT ya 

que la mortalidad es muy baja. Sin embargo, cuando se aplica la PTT en las 

condiciones mencionadas en presencia del 5-FU la mortalidad aumenta 

dependiendo de las concentraciones del fármaco. Así mismo, también hay 

diferencias entre los grupos donde se ha utilizado el 5-FU, aumentando la 

mortalidad aproximadamente un 20% utilizando una concentración de 0.5 µg/mL 

en comparación con el uso de la concentración 0.25 µg/mL (Figura 5.23). Otro 

detalle a destacar, es la no significancia entre el control y la PTT mediada 

solamente por SGNRs sin presencia del fármaco, sin embargo si se encuentran 

diferencias significativas entre el control y los grupos donde se combina la PTT con 

la quimioterapia. La combinación entre la PTT y la quimioterapia es mucho más 

eficas que las terapias por separado, ya que por si solas no se produce una 

significativa reducción de la viabilidad celular. 
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Figura 5.23: Viabilidad de células B16F10 determinada mediante el ensayo XTT (A) y 

Ca/IP (B) 24h después de la aplicación de PTT mediada por SGNRs (1 µg/mL) y 5-FU 

(0.25 µg/mL y 0.5 µg/mL) a una potencia de 1.2 W durante 10 minutos. **p<0,01, 

***p<0,001, ****p<0,0001. Barra de escala: 400 µm. 
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5.4. Experimentos in vivo con PEG-GNRs 

En lo referente al modelo de melanoma se ha desarrollado el modelo mediante 

inyección subcutánea de células B16F10 para su posterior tratamiento con PTT 

mediada por SGNRs y el consecuente seguimiento del tamaño y peso de los tumores 

de animales tratados con PTT frente a los no tratados. 

5.4.1. Modelo murino de melanoma. Evaluación temporal del tamaño 

del tumor 

Se ha explorado la implantación del tumor en diferentes partes del cuerpo del ratón 

como puede ser el flanco derecho, axila y pecho. Estas y otras zonas del cuerpo como 

el ojo o espalda, son algunas de las localizaciones del tumor que están descritas en 

la literatura científica [162], [163], [164], [165], [166]. La inyección subcutánea de 

100.000 células B16F10 en un volumen total de 4 µL se realizó de forma simultánea 

en ratones C57/BL-6, cada uno en una localización diferente, en este caso pecho, 

axila y flanco derecho. Se realizó la precisa medida del diámetro del tumor con un 

calibre electrónico después de 15 días de la inducción del tumor que resultó ser de 

un diámetro de 8.82 mm en axila y 8 mm en el pecho y el flanco derecho. Al ser una 

inyección subcutánea, el tumor se queda encapsulado en la piel de forma que se 

identifica rápidamente independientemente de la zona. En la Figura 5.24 se 

muestra cómo se mide el diámetro del tumor con el calibre electrónico.  
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Figura 5.24: Método de medición del tumor de melanoma con un calibre electrónico 

Debido a que la implantación de las células en las 3 localizaciones analizadas 

produjo tumores de tamaño similar, se eligió la implantación en el pecho por ser 

una localización adecuada para la irradiación con el láser en nuestro diseño 

experimental. En esta localización se indujeron tumores en un tamaño muestral 

de n=3 animales. Se realizan mediciones del tamaño del tumor en diferentes 

puntos temporales (4, 7, 11, 15, 23 días) para realizar un seguimiento del tamaño 

del tumor a lo largo del tiempo. Los resultados se describen en la Figura 5.25. Se 

observan diferencias significativas en el tamaño del tumor a partir de los 7 días, a 

medida que aumenta el tamaño del tumor. Después de los 7 días, el tumor suele 

superar el tamaño de 5 mm de diámetro, y después de los 15 días se sobrepasan 

los 10 mm de diámetro. A los 23 días post inyección de las células tumorales, el 

tumor es considerado lo suficientemente grande como para finalizar la evaluación 

del tamaño del tumor, siendo el día de finalización de todos los siguientes 

experimentos. 
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Figura 5.25: Evolución del tamaño del tumor de células de melanoma B16F10 en ratones 

C57/BL-6 en distintos puntos temporales (4, 7, 11, 15 y 23 días) medidos con calibre 

electrónico. *p<0.05, **p<0.01,***p<0.001 ****p<0.0001. 

5.4.1.1. Tratamiento con PTT en modelos murinos de melanoma.  

Se han realizado experimentos con PTT en ratones C57/BL-6 a dos puntos 

temporales con el fin de optimizar el diseño experimental. Se evalúa tanto la 

accesibilidad del tumor de diferentes tamaños como el comportamiento del tumor 

tras la aplicación de la PTT. En los 4 días siguientes a la inyección de las células, 

el tumor mide 1.193 mm ± 0.021 como se observa en la Figura 5.25. En ese 

momento, se realiza la aplicación de PTT inyectando previamente las SGNRs a 

una concentración de 1.89 µg/mL en un volumen total de 4 µL, en 4 localizaciones 

diferentes radiales al tumor, e irradiándose inmediatamente después a una 

potencia de 450 mW durante 25 min. Posteriormente, se ha evaluado la evolución 

del tumor hasta los 11 días, tiemp en el que se observó que el tumor en los animales 

tratados con PTT había sido completamente eliminado (Figura 5.26A). 

La eficacia de la PTT también se comprobó en un tumor 11 días después de la 

inyección de las células B16F10. A los 11 días el tumor tiene unas dimensiones de 

5.80 mm ± 0.26. En el ratón donde se ha aplicado la PTT a día 11, el tumor prolifera 

a día 23 a un ritmo mucho menor que el tumor del ratón control (9.19 mm vs. 16.71 

mm), observándose una tendencia bastante notoria de la disminución del tamaño 
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del tumor (Figura 5.26B). El experimento finaliza a los 23 días como se indica en 

el anterior apartado 5.4.1. No se realiza estadística al no tener suficientes datos, 

se recalca que son sólo dos pruebas de optimización para el diseño final del 

experimento (Figura 5.26B). 

 

 

Figura 5.26: Comparación del tamaño del tumor en ratones C57/BL-6 a los que se les ha 

aplicado PTT a los 4 (A) y 11 días (B) post inyección de células B16F10.  

Una vez obtenidos unos resultados muy prometedores y muy eficaces en las 

anteriores pruebas, se realiza un experimento con un tamaño muestral de n=6 

dividiéndose los animales en el grupo control y grupo PTT. Para una mejor 

accesibilidad al tumor y su mejora en la irradiación, se cambia la localización a la 

espalda. En este caso, se realiza la PTT a los 7 días después de la inyección de las 

células B16F10, un tamaño de tumor intermedio entre los 4 y 11 días. 

Independientemente de su localización, se ha observado que el comportamiento y 

el crecimiento del tumor de melanoma es exactamente el mismo (Figura 5.25). 

Además de evaluar el diámetro de la masa tumoral, una vez finalizado el 

experimento, el tumor se disecciona y se pesa la masa tumoral como método de 

evaluación adicional de la eficacia de la PTT, como se indica en la Figura 5.27.. Los 

resultados obtenidos muestran diferencias significativas entre el grupo control y el 

grupo donde se ha realizado la PTT tanto en el diámetro del tumor (Figura 5.27A) 

como en los pesos de dichos tumores (Figura 5.27B). En este experimento final, 

queda demostrada la tendencia observada en las dos pruebas realizadas 
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anteriormente (Figura 5.26) que muestra la eficacia de la PTT para eliminar 

tumores de diferente tamaño utilizando GNRs recubiertos con PEG. 

 

Figura 5.27: Comparación del diámetro del tumor (A) y sus pesos (B) en ratones C57/BL-

6 a los que se les ha aplicado PTT a 7 días después de la inyección de las células B16F10. 

**p<0.01, ***p<0.001. 
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5.5. Experimentos In vitro con HA-GNRs 

5.5.1. Viabilidad de las células CT2A y B16F10 en presencia de HA-

GNRs 

En este apartado se describe el análisis de la citocompatibilidad de los HA-GNR 

empleados en este estudio. Para determinar el impacto de la concentración de HA-

GNRs en la viabilidad celular, se incubaron ambos tipos de HA-GNRs (200 y 700 

kDa) a concentraciones decrecientes con células CT2A y B16F10 durante 24 horas. 

A continuación, se determinó la viabilidad celular mediante los ensayos XTT 

(Figura 5.28A y B) y Calceina/IP (Figura 5.28C y D y Figura 5.29). Los resultados 

mostraron que la viabilidad celular no se vio comprometida a una dilución 1:100 

(preparada a partir de una concentración de 0.2 nM de ambas HA-GNRs) con 

ambos tipos de GNRs, HA-GNRs de 200 y 700 kDa. El perfil de citotoxicidad fue 

muy similar entre ambos tipos de HA-GNRs, lo cual es coherente ya que la síntesis 

de los GNRs y su posterior biofuncionalización con HA han compartido las mismas 

rutas, siendo la única diferencia el peso molecular de la molécula de HA unida al 

GNRs. En base a estos resultados, se eligió una dilución de 1:100 como 

concentración óptima de HA-GNRs para realizar ensayos de PTT tanto en 

experimentos in vitro como in vivo.  

En cuanto a los experimentos de PTT in vitro, no se observó ninguna disminución 

de la viabilidad celular cuando las células CT2A y B16F10 se trataron con láser 

solo (Figura 5.10A y Figura 5.11A) o se incubaron con HA-GNRs durante 24 horas 

(Figura 5.28). El láser de longitud de onda 808 nm, se aplicó a 4,5 W durante 10 

min, sin inducir ningún efecto tóxico en las células CT2A, como se ha descrito 

previamente [157].  
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Figura 5.28: Viabilidad de células CT2A (A) y B16F10 (B) determinada mediante el 

ensayo XTT tras incubación con concentraciones decrecientes (1:10, 1:20, 1:50 y 1:100) de 

200kDa-HA-GNRs y 700kDa-HA-GNRs durante 24 h. También se evaluó la viabilidad 

celular mediante el ensayo Calcein5a-IP en células CT2A (C) y B16F10 (D) incubadas 

con todos los tipos de HA-GNRs a 1:100 durante 24h. Las células viables se muestran en 

verde y las células muertas en rojo. ****p<0,0001. Barra de escala: 200 µm. 
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Figura 5.29: Imágenes microscopía de fluorescencia de cels CT2A (A) y B16F10 (B) 

marcadas con calceína en verde (células vivas) e IP en rojo (células muertas), tras 24 

horas de incubación con los tipos de HA-GNRs indicados (200kDa-HA-GNRs y 700kDa-

HA-GNRs) a diferentes concentraciones (1:10, 1:20, 1:50, 1:100). Barra de escala: 200 

µm. 
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5.5.2. Terapia Fototérmica mediada por HA-GNRs 

En los ensayos realizados para determinar la eficacia de la PTT para eliminar 

células de las líneas celulares de glioblastoma y melanoma, se han utilizado los 

HA-GNRs de ambos pesos moleculares: 200 y 700 kDa HA. El láser, se aplicó a una 

potencia de 4.5W durante 10 minutos sobre las células CT2A y B16F10 

previamente incubadas durante 24h con ambos tipos de HA-GNRs y lavadas antes 

de la irradiación, para eliminar el exceso de GNRs no unidos o incorporados a las 

células. Los resultados mostraron que la mayoría de las células presentes en el 

cultivo celular fueron eliminadas, tal y como evidenciaron los ensayos XTT (Figura 

5.30A y B) y calceína/PI (Figura 5.30C y D). Estos resultados probaron la eficacia 

de ambos tipos de HA-GNRs en la inducción de hipertermia tras la irradiación con 

el láser y demostraron su uso potencial como mediadores para tratamientos PTT 

en ambos tipos celulares, siendo mucho más eficaces en la línea celular de 

glioblastoma que en la de melanoma como ya se observó previamente con las PEG-

GNRs. Aunque ambos tipos de HA-GNRs fueron eficaces en la promoción de la 

hipertermia en respuesta a la irradiación láser, sólo los 700 kDa HA-GNRs fueron 

elegidos para realizar PTT en experimentos in vivo debido a las propiedades 

anticancerígenas de este tipo de HA.  

 

Figura 5.30: Viabilidad de células CT2A (A) y B16F10 (B) evaluada mediante el ensayo 

XTT tras los tratamientos de PTT realizados en las células preincubadas con 200kDa-

HA-GNRs y 700kDa-HA-GNRs a una dilución de 1:100 durante 24 h y luego irradiadas 

con un láser de 808 nm a 4,5 W durante 10 minutos a temperatura ambiente. 
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***p<0.001. También se evaluó la viabilidad celular mediante el ensayo Calceina-IP en 

células CT2A (C) y B16F10 (D) incubadas con todos los HA-GNRs indicados y aplicando 

la irradiación del láser a 4.5W después de 24h de la PTT. ****p<0,0001. Barra de escala: 

200 µm. 

5.6. Experimentos in vivo con HA-GNRs 

En este apartado de la tesis se recogen los resultados obtenidos en los experimentos 

realizados in vivo en modelo animales de glioblastoma obtenidos mediante la 

inyección en ratones C57/BL-6 de células CT2A en el cerebro. Se ha realizado un 

extenso estudio en la progresión del tamaño y localización del tumor a lo largo del 

tiempo mediante imagen de RM tras la aplicación de la PTT mediada por 700kDa-

HA-GNRs. El estado de los animales tratados con PTT utilizando test de 

comportamiento asociados a la capacidad motora cognitiva. Finalmente se ha 

realizado un análisis histológico exhaustivo para la identificación de las células 

específicas de glioblastoma y el comportamiento del sistema inmune a través de la 

microglía reactiva. 

5.6.1. Modelo murino de glioblastoma 

4.6.1.1 Tratamientos con PTT. Volumetría tumoral  

La eficacia del tratamiento de PTT también se evaluó in vivo, en un modelo de 

glioblastoma de ratón. Se analizaron tres grupos de animales diferentes para 

establecer la eficacia in vivo de la PTT: un grupo de control compuesto por ratones 

inyectados con células CT2A, un grupo GNRs compuesto por ratones portadores de 

tumores inyectados con 700-kDa-HA-GNRs, y un grupo tratado con PTT compuesto 

por ratones portadores de tumores inyectados con HA-GNRs e irradiados con láser. 

Tal como se describe en la sección 4.5.2., se aplica la PTT con una irradiación del 

láser a 450 mW durante 25 minutos y 3 días consecutivos una semana después de 

la inyección de las células CT2A en el cerebro del ratón. Los ratones portadores de 

tumores irradiados sólo con láser no se incluyeron en los experimentos in vivo de 

PTT para alinearse con el principio de reducción del concepto de las 3R [167], ya 

que habíamos demostrado anteriormente que la irradiación con láser, utilizando 

los mismos parámetros que en el presente estudio, no producía ningún efecto sobre 
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el tamaño del tumor [137]. El tamaño y la localización del tumor se analizaron 

mediante IRM una y dos semanas después del tratamiento con PTT. Como se 

muestra en la Figura 5.31C, no todas las células tumorales fueron eliminadas 

después del tratamiento con PTT (Figura 5.31 indicado por flechas), y por lo tanto, 

estas células tumorales restantes continuaron creciendo con el tiempo. Aunque una 

semana después del tratamiento con PTT se observa una clara disminución del 

tamaño del tumor (Figura 5.31C), dos semanas después de los tratamientos con 

PTT, los tumores de los ratones tratados volvieron a ser fácilmente detectables 

mediante IRM (Figura 5.31C). Sin embargo, a pesar de este aumento, el tamaño 

del tumor de los ratones tratados con PTT era significativamente menor que el de 

los ratones control 2 semanas después del tratamiento ( Figura 5.31 y Figura 

5.32B). 

Como se observó en el análisis de los tamaños tumorales obtenidos de todas las 

imágenes de RM, una semana después de los tratamientos con PTT (Figura 5.32A), 

los animales tratados con láser tras la inyección de HA-GNRs mostraron un 

tamaño tumoral significativamente menor en comparación con los animales no 

tratados. Los animales tratados con PTT también mostraron un tamaño tumoral 

menor en comparación con los animales tratados únicamente con HA-GNRs como 

se observa en la volumetría y en las IRM (Figura 5.32, A, B, C y D), aunque esta 

diferencia de tamaño no fue estadísticamente significativa (Figura 5.32A). 
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Figura 5.31: IRM de ratones control (A-B) y ratones a los que se aplicó PTT (C-D) 

adquiridas en dos momentos diferentes: una semana (A y C) y dos semanas (B y D) 

después del momento en el que se aplicó la PTT. Las flechas blancas indican la masa 

tumoral en distintas localizaciones. 
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Figura 5.32: Volumen de masa tumoral analizado en los tres grupos de ratones: control, 

GNRs y PTT una semana (A) y dos semanas (B) después del tratamiento. La curva de 

supervivencia de Kaplan Meier muestra la evolución de la población de ratones 

supervivientes en cada grupo a lo largo del tiempo (C).  IRM individualizadas una 

semana después del tratamiento de los ratones de control (D) y de los ratones tratados 

una semana después de la aplicación de PTT. Barra de escala: 4mm. *p<0,05. 

 

En la segunda semana, como se mencionó anteriormente, el tumor seguía creciendo 

en todos los grupos experimentales. El crecimiento del tumor en los ratones 

tratados con PTT mediada por HA-GNRs se debe a las células residuales que no 

han sido eliminadas durante el tratamiento de PTT y el tumor vuelve a 

desarrollarse. Sin embargo, debido al tratamiento con PTT, hay diferencias 

significativas entre el grupo tratado y el grupo de control.  

También se realizaron análisis de supervivencia para evaluar la eficacia de la PTT. 

El diagrama de Kaplan-Meier en la Figura 5.32C ilustra el porcentaje de ratones 

vivos en cada punto temporal después de los tratamientos de PTT para los tres 

grupos diferentes. Los animales de todos los grupos fueron eutanasiados tras la 

aparición de síntomas claros de estrés y angustia, de acuerdo con las directrices 

para la aplicación de criterios de valoración humanitaria en situaciones de 

angustia en animales de laboratorio [4]. Los resultados indicaron que los ratones 
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control no tratados y los tratados con HA-GNRs tuvieron que ser sacrificados por 

falta de capacidad motora, lo que dificultó su capacidad para comer o beber, o 

cuando su capacidad exploratoria se vio mermada, como indicaron los resultados 

de la prueba de comportamiento en campo abierto. Por el contrario, todos los 

animales tratados con PTT sobrevivieron más allá del punto en el que los animales 

de los otros dos grupos (Control y HA-GNRs) necesitaron ser sacrificados (Figura 

5.32C), demostrando mejores condiciones de salud que pueden atribuirse a la 

eficacia del tratamiento con PTT. El tiempo medio de supervivencia de los grupos 

Control y HA-GNRs fue de 17 y 16 días, respectivamente, y ninguno de estos 

ratones sobrevivió más de 18 días. En comparación, seis de los ocho ratones (75%) 

del grupo de tratamiento con PTT seguían vivos el día 29 tras la irradiación y 

cuatro de los ocho (50%) han sobrevivido más de 30 días. El análisis con un logrank 

test reveló una mejora significativa de la supervivencia tras la aplicación de la PTT 

mediada por HA-GNRs (P = 0,0003. p<0,001***). Puede concluirse que los 

tratamientos con PTT mediada por HA-GNRs tienen una influencia significativa 

en el tiempo de supervivencia. Los tumores progresaron rápidamente, 

especialmente en el grupo de control, en el que ninguno de los 5 ratones pudo 

mantenerse con vida más allá del día 18 (supervivencia media = 17 días) como se 

ha mencionado anteriormente. Del mismo modo, los ratones HA-GNRs mostraron 

una supervivencia media de 16 días, un periodo significativamente inferior al de 

los ratones tratados con PTT, que mostraron un periodo medio de supervivencia de 

29,5 días. 

4.6.1.2 Prueba de campo abierto 

La prueba de campo abierto es un ensayo sensorimotor sencillo utilizado para 

determinar los niveles de actividad general, incluyendo la actividad locomotora y 

los hábitos de exploración, en modelos de ratón patológicos que afectan al sistema 

nervioso central [154]. Esta prueba conductual se realizó dos semanas después de 

los tratamientos con PTT. Se analizaron la distancia recorrida y la velocidad media 

empleada durante un periodo de 10 minutos en el grupo control (n=4), el grupo HA-

GNRs (n=4) y el grupo PTT (n=7). Los ratones tratados con PTT mostraron un 
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comportamiento exploratorio intenso en comparación con los ratones control no 

tratados, que mostraron una falta de capacidad de exploración (Figura 5.33A y B), 

aunque estos resultados no mostraron diferencias significativas. Los mapas de 

calor y de trayectoria mostraron que los ratones del grupo tratado con PTT 

exhibían una capacidad motora y exploratoria óptima, mientras que los ratones 

control no tratados permanecieron en el mismo lugar dentro de las jaulas durante 

periodos de tiempo más largos (Figura 5.33C y D). 

 

Figura 5.33: Los gráficos muestran los datos analizados de la distancia recorrida (A) y su 

velocidad (B) de la prueba de comportamiento en campo abierto del grupo de ratones: 

control, GNR y PTT realizada 2 semanas después del tratamiento con PTT. Mapa de 

calor (C) que muestra las zonas donde los ratones se encontraban durante el ensayo de 

comportamiento de campo abierto y la trayectoria recorrida representada por una línea 

roja (D). 

4.6.1.3 Análisis histológico  

Para evaluar la eficacia de la PTT a nivel celular, se realizaron análisis histológicos 

mediante inmunofluorescencia. Las células CT2A implantadas pueden 

distinguirse fácilmente mediante tinción con nestina.  La nestina es un marcador 

específico expresado por las células CT2A que es importante durante la progresión 

tumoral [168]. Para observar el comportamiento del sistema inmunitario, 
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concretamente de la microglía, en presencia de tumor en ratones 

inmunocompetentes, también se analizó el marcador Iba1, específico de células de 

microglía [169]. Por último, la forma activa de la Caspasa 3 fue analizada mediante 

inmunohistoquímica para determinar si existía un mecanismo de muerte celular 

mediado por apoptosis tras el tratamiento con PTT del tumor.  

Los resultados indicaron que la zona tumoral puede identificarse fácilmente 

mediante tinción positiva para nestina (Figura 5.34A) e Iba1 (Figura 5.34F). La 

masa tumoral también puede identificarse por una alta densidad de núcleos, 

marcados con Hoechst, en comparación con el tejido cerebral circundante (Figura 

5.34B y G). La señal de fluorescencia de Nestina coincidía con la alta densidad de 

núcleos revelada por Hoechst delimitando el tumor (Figura 5.34A, B y C). 

Iba1 es un marcador bien establecido de microglía y macrófagos, que se regula al 

alza durante su activación [170]. En este modelo tumoral, las células fuera del 

tumor marcadas con un anticuerpo anti-Iba1 mostraban una morfología estrellada 

(Figura 5.35A-C), mientras que las células Iba1-positivas dentro del tejido tumoral 

presentan un tamaño más pequeño con una morfología redonda o ameboide (Figura 

5.35D-F), indicativo de la activación de estas células dentro del tejido tumoral 

[169]. Las células microgliales son atraídas hacia el tejido tumoral, lo que resulta 

en una tinción Iba1 aumentada que es muy útil para delinear los límites del tejido 

tumoral (Figura 5.35G-I). 

Debido a todas estas características, el tejido tumoral fue localizado y delineado 

con precisión mediante el marcaje con Iba1 (microglía que rodea al tumor y se 

infiltra), el marcaje con nestina y por una mayor densidad celular determinada 

mediante marcaje nuclear con Hoechst en todas las secciones analizadas (Figura 

5.34).  

Los efectos de los tratamientos con PTT también pueden determinarse mediante 

análisis histológicos, como lo demuestra una disminución significativa del tamaño 

de la masa tumoral delineada por los marcadores antes mencionados, en las 

secciones de cerebro de ratón tratadas con PTT (Figura 5.36F-J) en comparación 

con las no tratadas con PTT (Figura 5.36A-E). Además, las células presentes en la 

zona tumoral de las secciones de cerebro de ratón tratadas con PTT mostraron una 
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señal intensa cuando se marcaron con un anticuerpo anti-caspasa 3 activada 

(Figura 5.36F-J), un marcador de muerte celular apoptótica. Esto indica que las 

células tumorales de CT2A sufrieron procesos apoptóticos en respuesta a la 

irradiación láser en presencia de HA-GNRs. Sin embargo, no se observaron células 

apoptóticas en el tejido tumoral de las secciones de cerebro de ratón no tratadas 

(Figura 5.36A-E). 

 

Figura 5.34: Imágenes de fluorescencia de secciones de cerebros de ratones control 

mostrando el hemisferio derecho (A-C y F-H) donde se localiza el tumor. Las secciones se 

marcaron con anticuerpos anti- nestina en verde (A-E) y anticuerpo anti-Iba1 en rojo (F-

J), los núcleos se contrateñieron en todas las secciones con Hoechst. El cuadrado negro 

indica la zona del cerebro donde se tomaron las imágenes de fluorescencia a mayores 

aumentos: tejido cerebral normal (D e I) y dentro del tumor (E y J). Barra de escala de 

las imágenes del hemisferio derecho: 800 µm. Barra de escala de las imágenes: 100 µm. 
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Figura 5.35: Imágenes de fluorescencia de una inmunohistoquímica de Iba1. La 

población de microglía fuera del tumor (A-C), dentro del tumor (D-F) y en el límite del 

tumor (G-I) a diferentes aumentos. Primera barra de escala: 100 µm. Segunda barra de 

escala: 200 µm. 
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Figura 5.36: Imágenes de fluorescencia del hemisferio derecho (A-C y F-H) e imágenes de 

fluorescencia (D-E e I-J) de un ratón control (A-E) y tratado con PTT (F-J). Las secciones 

cerebrales se tiñeron con el anticuerpo primario anti-caspasa 3 activada y con Hoechst. 

La caspasa 3 activada aparece marcada en rojo y los núcleos en azul. Los cuadrados 

indican las diferentes zonas tumorales a las que pertenecen las imágenes de 

fluorescencia de un animal control (D-E) y de ratones con tratamiento de PTT (I-J). 

Barra de escala de las imágenes del hemisferio derecho: 800 µm Barra de escala: 200 µm. 
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Capítulo 6. Discusión 

6.1. Experimentos In vitro 

6.1.1. Caracterización y citotoxicidad de los GNRs  

Los tratamientos físicos localizados, como la PTT basada en GNRs, utilizan la 

hipertermia para inducir daños y destruir las células cancerosas y los tejidos 

tumorales. A diferencia de otros métodos, como la quimioterapia, la PTT no provoca 

el desarrollo de resistencias en las células, como ocurre con los tratamientos de 

quimioterapia [171]. Mediante el uso del calentamiento controlado a través de la 

hipertermia inducida por la luz, la PTT mediada por NPs puede atacar y eliminar 

eficazmente las células cancerosas sin riesgo de desarrollo de resistencias. La PTT 

mediada por nanopartículas de oro aumenta localmente la temperatura hasta 41-

46 ºC provocando sensibilización, respuesta térmica, desnaturalización de 

proteínas y apoptosis de células cancerosas  [63], [172]. Para llevar a cabo este 

tratamiento, el nanorod es la forma de nanopartícula más eficiente en la conversión 

de la energía lumínica en calor, debido a su alta absorción en la región del 

infrarrojo cercano. 

El uso de GNRs es muy común en diversas aplicaciones biomédicas, como la 

administración de fármacos, la bioimagen y la PTT. Los GNRs poseen propiedades 

ópticas que los hacen perfectamente adecuados para la aplicación de PTT debido a 

su capacidad para convertir la luz NIR en calor, un fenómeno conocido como SPR. 

Esta característica es crucial en los GNRs porque poseen dos picos específicos de 

absorción plasmónica, que vienen determinados por su tamaño. La localización de 

la SPR depende del tamaño de ambas dimensiones de los GNRs [173]. Los GNRs 

tienen una mayor eficiencia en la conversión fototérmica en comparación con otras 

formas de nanopartículas de oro, como las nanoesferas, que sólo presentan una 

única banda plasmónica [174], [175], [176], [177]. 

Los GNRs ofrecen varias ventajas sobre las nanopartículas de otras formas, como 

un mayor tiempo de circulación sistémica, un mayor tiempo de retención dentro 

del tumor y una mejor orientación hacia las células tumorales. Sin embargo, en el 



Javier Domingo Díez 

116 

 

contexto de los recientes avances en la inmunoterapia mediada por dispositivos, 

las formas esféricas pueden tener una ventaja, ya que tienden a acumularse más 

en los órganos inmunitarios, lo que conduce a una mayor eficiencia de entrega a 

las células inmunitarias [177]. En cuanto a la comparación de los bastones con las 

formas esféricas, los GNRs tienen una mayor eficiencia de focalización tumoral y 

un mayor tiempo de retención tumoral, mientras que las nanoesferas tienen un 

mejor aclaramiento renal. Además, la eficiencia de conversión térmica sigue siendo 

mejor en los GNRs una vez que son internalizados por las células cancerosas debido 

a la mayor aproximación entre las nanopartículas. Otra ventaja de los GNRs es su 

síntesis bien definida para modular su forma y relación de aspecto mediante 

métodos de crecimiento sembrado. De hecho, debido a su forma anisotrópica, los 

GNRs son biocompatibles y fotoestables en el tiempo [178].  

En nuestro caso, los GNRs recubiertos de PEGresultaron extremadamente eficaces 

para los tratamientos con PTT. Los LGNRs demostraron ser una mejor opción para 

elevar la temperatura tras la irradiación láser. Consiguieron un aumento de la 

temperatura ocho grados superior a la de los SGNRs en la concentración más alta 

(10 µg/mL). Incluso a concentraciones no citotóxicas como 2 µg/mL, los LGNRs 

produjeron un aumento de la temperatura de casi seis grados más que los SGNRs. 

Por lo tanto, los LGNRs son más eficaces para aplicaciones PTT, ya que pueden 

utilizarse a concentraciones más bajas. Además, basándose en modelos teóricos, se 

prevé que los LGNRs ofrezcan ventajas en diversas técnicas de imagen biomédica. 

Esto se debe al hecho de que los LGNRs tienen mayores secciones transversales de 

absorción y dispersión en comparación con los SGNRs utilizados habitualmente 

[179]. Como resultado, los LGNRs tienen el potencial de proporcionar capacidades 

de imagen mejoradas y detección de señal mejorada en varias aplicaciones de 

imagen biomédica. Además, la mayor superficie de los LGNRs los hace 

especialmente atractivos para aplicaciones biomédicas ya que el aumento de su 

superficie proporciona más sitios para la funcionalización, permitiendo que un 

mayor número de biomoléculas se adhieran a estos LGNRs [180].Esta capacidad 

de funcionalización mejorada permite que los LGNRs se conjuguen con un mayor 
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número de biomoléculas que se dirigen específicamente a ciertos tipos de células 

cancerosas, aumentando así la eficacia de la PTT. 

Además, hemos demostrado que los GNRs sintetizados permanecieron 

estructuralmente intactos incluso tras repetidas aplicaciones de láser (Figura 

5.6B). Este hallazgo es importante para posibles terapias futuras que impliquen 

múltiples rondas de tratamiento con láser tras las inyecciones de GNRs. Se ha 

observado que las altas intensidades de láser pueden inducir cambios estructurales 

en los GNRs irradiados, transformándolos en nanopartículas más cortas o incluso 

esféricas, lo que puede alterar significativamente sus propiedades ópticas [159]. 

La evaluación de la citotoxicidad de los GNRs es un aspecto crucial de los estudios 

de PTT in vitro e in vivo. La citotoxicidad de los GNRs se ve influida por la 

presencia de CTAB, que se utiliza en la síntesis de los GNRs [84], [181]. Sin 

embargo, cuando los GNRs se modifican con PEG en su superficie, se produce una 

reducción de la citotoxicidad [182],[183]. La síntesis, la forma, el tamaño, de la 

partícula, el método de biofuncionalización, el tipo de célula, la concentración y el 

tiempo de exposición de la partícula son cruciales para determinar la citotoxicidad 

y la internalización de las nanopartículas por las células [184], [185], [186].  El 

recubrimiento de los GNRs con PEG no sólo evita el contacto directo con  el CTAB, 

sino que también modifica la carga superficial y proporciona grupos funcionales 

que facilitan la biofuncionalización de las partículas. La citotoxicidad de los GNRs 

ha sido ampliamente estudiada en varias líneas celulares de tumores humanos, 

incluyendo Hep-2 [187] y A549 [188], así como en líneas celulares de roedores como 

CT2A [137] y B16F10 [189]. Estos estudios han proporcionado información valiosa 

sobre los efectos citotóxicos de los GNRs en diferentes líneas celulares. De hecho, 

a la hora de evaluar la citotoxicidad de los GNRs, es esencial tener en cuenta tanto 

los efectos dependientes de la concentración como las variaciones observadas entre 

líneas celulares. Se suele observar que la citotoxicidad de los GNRs aumenta con 

las concentraciones más altas. Sin embargo, es importante señalar que el tipo de 

línea celular específica puede influir significativamente en la respuesta citotóxica 

observada, como se ha demostrado en este estudio. En el caso de los LGNRs, las 

concentraciones altas pueden mostrar toxicidad en las células CT2A, mientras que 

no son tóxicas en las células B16F10 (Figura 5.12Figura 5.10). Se ha observado que 
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la captación de GNRs depende del tipo de nanopartícula utilizada, así como del tipo 

de célula, que desempeña un papel en el proceso de internalización [190]. La 

química superficial de las nanopartículas tiene un impacto significativo en la 

citotoxicidad, mientras que la morfología y el tamaño de las nanopartículas sólo 

afectan ligeramente a la viabilidad celular [185]. 

En cuanto a los GNRs funcionalizados, en este estudio se ha analizado el efecto de 

HA-GNRs, biofuncionalizados con HA de 200 y 700kDa, biomolécula utilizada en 

diferentes estudios debido a sus efectos anticancerígenos y antiproliferativos en 

tumores sólidos, GBM incluido [191]. En ambos tipos de HA el perfil citotóxico es 

el mismo tanto en células CT2A como B16F10, siendo no citotóxicos a una dilución 

de 1:100. Varios estudios [192], [193] han demostrado el efecto no citotóxico sobre 

las células cancerosas de nanopartículas basadas en HA con diferentes 

aplicaciones. 

En lo que se refiere al perfil citotóxico de las PEG-GNRs, todos los PEG-GNRs 

probados no tuvieron ningún efecto sobre la viabilidad celular cuando se utilizaron 

hasta 2 μg/mL. Sin embargo, al aumentar la concentración de PEG-GNRs hasta 5 

μg/mL, las células CT2A toleraron mejor los CGNRs, mientras que la viabilidad de 

las células de melanoma se vio afectada por la presencia de GNRs pequeños. Esto 

confirma que los distintos tipos celulares muestran sensibilidades disímiles a la 

presencia de GNRs, siendo los GNRs pequeños más citotóxicos para las células de 

melanoma, que muestran una mayor susceptibilidad a los SGNRs y CGNRs en 

comparación con las células CT2A. Por lo tanto, es crucial analizar cuidadosamente 

los efectos dependientes de la concentración y considerar las características 

específicas de las diferentes líneas celulares para evaluar con precisión la 

citotoxicidad de los GNRs. Este conocimiento exhaustivo ayudará a determinar 

concentraciones seguras y eficaces para diversas aplicaciones y tipos celulares. En 

cuanto a la toxicidad de los LGNRs, algunos estudios han indicado que estos GNRs 

se acumulan principalmente en el hígado y el bazo, más que en otros órganos como 

el corazón, el riñón y el pulmón, donde se han detectado SGNRs [184], [194]. Por 

otro lado, los SGNRs se acumulan en grandes cantidades en los tejidos [184], 
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aunque, cabe señalar que los LGNRs se excretan a un ritmo más lento en 

comparación con los SGNRs [194]. 

6.1.2. Internalización de los PEG-GNRs 

Las nanopartículas metálicas suelen entrar en la célula principalmente a través 

de endocitosis [195], y su captación se ve influida por factores como la forma, el 

tamaño, la carga superficial y el tipo de célula [196]. En este estudio, tanto las 

células de glioblastoma como las de melanoma internalizaron los LGNRs y los 

SGNRs, tal y como demostró la microscopía confocal (Figura 5.15). Se observó que 

la unión y la captación de los GNRs presentaban ligeras variaciones en función del 

tipo celular (Figura 5.16). Las células B16F10 mostraron una captación de GNR 

ligeramente superior a la de las células CT2A. Sin embargo, no se observaron 

diferencias significativas en la captación entre los LGNR y los SGNR en ambas 

líneas celulares. Estos resultados concuerdan con hallazgos previos que han 

descrito variaciones en la capacidad de internalización de partículas en diferentes 

líneas celulares [197]. 

6.1.3. Tratamiento con PTT mediado por GNRs 

Los resultados del presente estudio demostraron que los tratamientos PTT 

aplicados a temperatura ambiente fueron eficaces para eliminar de forma 

significativa tanto las células CT2A como las B16F10. Además, todos los tipos de 

GNRs fueron eficaces en los tratamientos PTT in vitro, aunque los LGNRs fueron 

sólo ligeramente superiores en la inducción de la muerte celular en ambas líneas 

celulares. Este hallazgo es coherente con la capacidad de los LGNRs de generar un 

mayor aumento de temperatura tras la irradiación láser. Cabe señalar que los 

LGNRs produjeron un aumento de temperatura significativamente mayor tras la 

irradiación láser en comparación con los SGNRs, como se muestra en la Figura 

5.6A. Sin embargo, no provocaron una reducción significativa de la viabilidad 

celular en comparación con los SGNRs en ningún tipo celular (Figura 5.17). Esta 

discrepancia puede atribuirse a la disminución de temperatura observada al 

irradiar los LGNRs en un medio similar a las células, como es la agarosa, en 
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comparación con una solución acuosa. En una solución acuosa el aumento de la 

temperatura de los LGNRs es mayor que los SGNRs en la excitación de SPR debido 

a la mayor dependencia de la longitud de onda de los LGNRs.  Por lo tanto, el ligero 

aumento de la mortalidad celular producido por los LGNRs en comparación con los 

SGNRs puede atribuirse al cambio sustancial del SPR de los LGNRs en un medio 

viscoso, lo que provoca una menor absorción y, en consecuencia, una menor 

generación de calor [178]. 

Al comparar las células vivas residuales tras los tratamientos con PTT, los 

resultados revelaron que las células B16F10 mostraron una mayor resistencia a 

los tratamientos de hipertermia, con tasas de viabilidad celular superiores al 25% 

para todos los GNRs utilizados. Por el contrario, las células CT2A mostraron tasas 

de viabilidad celular inferiores para todos los GNRs probados. 

El melanoma es ampliamente reconocido como un tumor altamente resistente a los 

agentes citotóxicos debido a su desarrollada resistencia contra la apoptosis [198], 

que es la principal forma de muerte celular inducida por los tratamientos PTT, 

como se muestra en la Figura 5.18. Sin embargo, el rápido aumento de temperatura 

proporcionado por la aplicación del láser a partir de 37 °C promovió una 

eliminación completa de las células B16F10, dando lugar a tasas de muerte celular 

de casi el 100% (Figura 5.17D). Dado que la sobreexpresión de varias proteínas de 

choque térmico (HSP) se ha propuesto como un mecanismo plausible subyacente a 

los efectos antitumorales observados en los tratamientos de hipertermia [199], es 

posible que la temperatura alcanzada durante el tratamiento PTT aplicado a 37 

°C, pudiera desempeñar un papel en la alteración de la expresión de estas 

proteínas. Esta alteración en la expresión de las HSP podría contribuir a un mayor 

grado de muerte celular cuando las células se exponen a temperaturas más altas 

en un periodo de tiempo más corto. 

Se ha descrito que la mortalidad de las células de melanoma aumentaba al aplicar 

potencias de láser crecientes utilizando la misma concentración de GNRs [189]. En 

nuestro caso, las células B16F10 no se eliminaron completamente cuando el láser 

se aplicó a 4 W a RT. Sin embargo, cuando las células de melanoma se irradiaron 

a 37 °C, una temperatura más representativa del entorno celular in vivo, fue 

posible lograr una eliminación completa de las células de melanoma. 
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Sorprendentemente, este resultado se consiguió incluso con una potencia láser 

reducida de 1 W, utilizando la misma concentración de GNRs, un nivel de potencia 

más cercano al valor de la exposición máxima recomendada bajo irradiación de luz 

NIR [200]. 

En cuanto a los tratamientos con PTT para eliminar células de glioblastoma, existe 

una importante variabilidad en los resultados descritos en la bibliografía debido a 

la amplia gama de parámetros que pueden aplicarse. Estos parámetros incluyen 

la concentración de nanopartículas, la potencia del láser y la duración de la 

aplicación, así como el tipo de biofuncionalización de las nanopartículas. Las tasas 

de mortalidad celular utilizando GNRs similares a los SGNRs aquí descritos, 

aumentaron hasta el 80% utilizando una potencia láser menor (1,5 W) pero con 

una alta concentración de GNRs presentes en el medio de cultivo celular durante 

la irradiación láser a 808 nm [136]. Además, se ha probado la PTT utilizando un 

láser de baja potencia con una alta concentración de nanopartículas, dando como 

resultado una tasa de mortalidad celular del 60% tras el tratamiento con PTT 

[201]. Otras estrategias incluían la biofuncionalización de los GNRs para dirigirlos 

a células de glioblastoma que permitían alcanzar tasas de mortalidad celular que 

oscilaban entre el 20 y el 60% tras PTT [138], [139]. Por lo tanto, las tasas de 

mortalidad de células de glioblastoma obtenidas en este estudio tras la aplicación 

de PTT utilizando LGNRs y SGNRs a baja concentración (2 μg/mL), son superiores 

a las descritas en la literatura existente para eliminar células de glioblastoma 

mediante PTT. Además, la aplicación de los tratamientos PTT a 37 °C, que se 

asemeja mucho a las condiciones fisiológicas, permitió reducir la potencia del láser 

a 1 W, un valor más cercano a la irradiación láser de baja potencia, para obtener 

tasas de muerte celular similares o incluso superiores. Este ajuste condujo a una 

eliminación casi completa de las células CT2A y B16F10 en este estudio. 

6.1.4. Caracterización de la muerte celular con PTT mediada por GNRs 

La apoptosis y la necrosis son las dos vías de muerte celular más frecuentemente 

observadas tras los tratamientos con PTT. Los procesos de necrosis y apoptosis en 

respuesta a la PTT dependen de la potencia del láser y de la temperatura alcanzada 
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dentro de los tejidos cancerosos durante la irradiación [202], siendo la irradiación 

de baja energía la que induce la apoptosis en lugar de la necrosis. En la necrosis se 

produce una pérdida de la integridad de la membrana celular, lo que conduce a 

una fuga incontrolada del contenido celular al espacio extracelular. Esta fuga 

puede inducir respuestas inflamatorias que pueden dañar los tejidos adyacentes. 

Por el contrario, las células apoptóticas mantienen la integridad de su membrana 

plasmática, evitando así daños inflamatorios a las células y tejidos circundantes 

[203]. Además, la apoptosis puede estimular la respuesta inmunitaria para inhibir 

el desarrollo de crecimiento tumoral secundario, ya que las células apoptóticas 

suelen activar la inmunidad antitumoral mediante un proceso conocido como 

cebado cruzado de células T [204]. Por lo tanto, la eficacia de los LGNRs y los 

SGNRs para promover la muerte celular apoptótica en lugar de la necrosis (como 

se ilustra en la Figura 5.18) demostró que estas nanopartículas son óptimas para 

los tratamientos de PTT. 

Además, cuando las células apoptóticas no se eliminan eficazmente (por ejemplo, 

debido a su elevado número), pueden progresar a necrosis secundaria y perder la 

integridad de su membrana (células PI+). Este proceso conduce a la liberación de 

patrones moleculares asociados al peligro (DAMPs), moléculas que estimulan el 

sistema inmunitario [205]. Teniendo en cuenta que los análisis de citometría se 

realizaron 24 horas después de los tratamientos con PTT, es posible que algunas 

de las células apoptóticas iniciales sufrieran necrosis secundaria. Como resultado, 

en una situación in vivo, estas células necróticas podrían estimular potencialmente 

la respuesta del sistema inmunitario para detectar y eliminar las células 

cancerosas. 

Existe una ligera discrepancia en el número de células vivas obtenido a partir del 

ensayo XTT y el análisis de citometría de flujo en células B16F10 24 horas después 

de los tratamientos PTT. El ensayo XTT parece arrojar un mayor índice de células 

vivas (Figura 5.17B) en comparación con la citometría de flujo (Figura 5.18B), que 

utiliza marcadores apoptóticos y necróticos. Esta incoherencia puede deberse al 

uso de diferentes ensayos para evaluar la viabilidad celular, en los que algunas 

células apoptóticas tempranas (células Anexina V+) pueden seguir reduciendo el 

reactivo XTT, lo que hace que se clasifiquen como células vivas en el ensayo XTT, 
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mientras que, en la citometría de flujo, estas células pueden teñirse con anexina 

V. Es posible que las células anexina V-positivas aún mantengan la integridad de 

su membrana celular y, por lo tanto, las deshidrogenasas necesarias para la 

reducción del XTT permanezcan activas dentro de estas células, dando lugar a la 

clasificación de las células apoptóticas tempranas como células vivas en el ensayo 

XTT.  

Estudios previos han demostrado que los GNRs pueden acumularse en el interior 

de endosomas y lisosomas [206], y que puede producirse una fuga lisosomal tras 

los tratamientos con PTT promoviendo y desencadenando la muerte celular [207]. 

La permeabilización de las membranas lisosomales causada por los tratamientos 

con PTT provocó la liberación de enzimas lisosomales al citosol, desencadenando 

mecanismos de muerte celular tanto apoptóticos como necróticos. La ruptura de 

las membranas lisosomales se produjo antes de la muerte celular, como demuestra 

la disminución de la tinción del marcador lisosomal mientras las células seguían 

siendo viables (células positivas para la calceína). Esto sugiere que la ruptura de 

la membrana lisosomal precedió a la de la membrana plasmática. Estos resultados 

concuerdan con otros estudios que utilizan nanopartículas para la eliminación de 

células cancerosas [160], [161]. Por lo tanto, dirigir los GNRs a los lisosomas podría 

mejorar potencialmente los resultados de los tratamientos antitumorales con PTT. 

6.1.5. Efecto sinérgico entre PTT mediada por GNRs y quimioterapia 

La eficacia del efecto sinérgico entre la PTT y la quimioterapia es mayor que la 

eficacia de cada terapia por separado. La ayuda auxiliar de una terapia emergente 

como la PTT junto a un tratamiento antitumoral convencional como la 

quimioterapia puede tener muchos beneficios, siendo el principal la eliminación de 

los efectos secundarios producidos por la quimioterapia al permitir reducir la dosis 

de fármacos utilizados [208]. Los fármacos más utilizados en clínica como la 

doxorrubicina son cargados en las NPs o en nanocarriers en su para sr utilizados 

en combinación con PTT [209], o con otros compuestos como el quitosan [210], [211]. 

En nuestro caso, se ha utilizado el 5-FU, fármaco específico para tratar el 

melanoma [212].  
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Las células B16F10 son más resistentes al calor que las CT2A independientemente 

de la temperatura ambiente a la que se realice la PTT (Figura 5.17). Por esta razón, 

solamente se han realizado los experimentos in vitro de PTT en combinación con 

quimioterapia mediada por 5-FU en esta línea celular en concreto. Los parámetros 

de la PTT cambian al añadir un elemento externo, siendo en este caso el 5-FU. La 

citotoxicidad del 5-FU (Figura 5.20) muestra un aumento lógico según aumenta su 

concentración. Concretamente, hay un gran cambio en la morfología de las células 

de 0,25 µg/mL a 0,5 µg/mL, donde estas se ven más alargadas, y es a partir de 1 

µg/mL, donde la mortalidad se incremental doble aproximadamente, 

manteniéndose constante en esa viabilidad celular hasta llegar a la máxima 

concentración testada, de la cual partimos por la investigación de Kazi et al [150]. 

No se aprecian efectos citotóxicos ni por separado con el 5-FU a 0.5 µg/mL y 0.25 

µg/mL ni en presencia de las SGNRs e incluso cuando las células están en presencia 

de los dos componentes, SGNRs y 5-FU. 

Los experimentos de PTT en combinación con 5-FU se realizan con las SGNRs a 2 

µg/mL y a 1 µg/mL utilizando el 5-FU en las siguientes concentraciones: 0.5 µg/mL 

y 0.25 µg/mL. El tiempo de irradiación no cambia, se mantiene constante a 10 

minutos en todos los experimentos donde se ha aplicado la PTT pero sí la potencia, 

a la que se realiza, 4.5 W y 1.2 W. Los resultados muestran que se consigue 

eliminar un gran número de células cuando la PTT se aplica en presencia del 5-

FU, en todas sus concentraciones con la combinación de las SGNRs tanto a 2 µg/mL 

como a 1 µg/mL, en comparación con la aplicación de PTT exclusivamente. Por lo 

tanto, se demuestra el efecto sinérgico entre la PTT y la quimioterapia in vitro.  Al 

no haber diferencias significativas de mortalidad entre los grupos SGNRs a ambas 

concentraciones en combinación con el 5-FU en sus concentraciones mencionadas 

a 4.5W (Figura 5.21 y Figura 5.22) se realiza el experimento irradiando a 1.2W. En 

este ensayo, bajan la dosis de SGNRs a la mitad siendo 1 µg/mL y hasta una 

disminución de cuatro veces la potencia del láser (Figura 5.23). Aun así, se 

observan diferencias en la viabilidad celular dependiendo de la concentración de 5-

FU usada, siendo más eficiente la concentración de 0.5 µg/mL con una mortalidad 

del 60 % frente al 40% cuando la concentración disminuye 0.25 µg/mL.  
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Comparando los resultados obtenidos con diversos estudios, por ejemplo, en el 

trabajo de Singh et al [213]; donde las GNRs están conjugadas con el fármaco en 

un nanocomplejo de polidopamina, observamos que las concentraciones que se 

usan en ese estudio, son bastante mayores que las utilizadas en esta tesis, donde 

se ha logrado disminuir la dosis de SGNRs añadidas a las células B16F10 in vitro. 

Los estudios realizados en esta tesis difieren en la estrategia seguida en otras 

investigaciones, donde la PTT es la que induce la liberación del fármaco de las NPs 

[214], [215] o la utilización de hidrogeles que son irradiados donde se encuentra 

tanto el fármaco como las GNPs [216], [217]. La novedad del estudio que se 

presenta indica que la PTT puede actuar como un efectivo coadyuvante de la 

quimioterapia, permitiendo utilizar dosis de fármaco mucho menores, que no 

producirían efectos secundarios indeseados. 
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6.2. Experimentos In vivo  

6.2.1. Modelo murino de melanoma  

Una vez caracterizada la evolución del tumor a lo largo del tiempo en distintos 

puntos temporales (4, 7, 11, 15 y 23 días) tras la inyección de 100.000 células 

B16F10 (Figura 5.25), se determinó la aplicación de la PTT a la semana, cuando el 

tumor tiene un diámetro aproximado de 5 mm. Teniendo en cuenta el diámetro del 

tumor, éstos se pueden clasificar en pequeño (<3mm de diámetro), mediano (3-15 

mm de diámetro) y grande (>15mm de diámetro). Un tumor de melanoma de 

dimensiones grandes está asociado con una gran mortalidad, por tanto, una baja 

supervivencia y con alta probabilidad de producir metástasis hacia otros órganos 

del cuerpo como pueden ser el hígado o los pulmones [218]. En nuestro modelo, el 

tamaño del tumor en algunos animales tiene unas dimensiones grandes (>15mm) 

23 días después de la inyección de las células, por tanto, se decidió no sobrepasar 

este punto temporal en ninguno de los estudios. El tumor se caracteriza por una 

alta vascularización, muy hemorrágico y encapsulado. Las células del melanoma 

forman diversos patrones arquitectónicos que incluyen nidos, verticilos, 

trabéculas, láminas, nódulos, rosetas, glándulas y formaciones papilares. Sufren 

diferenciación schwanniana, fibroblástica, miofibroblástica, rabdoide, osteoide, 

cartilaginosa, ganglionar y de músculo liso [219]. La tinción inmunohistoquímica 

se utiliza ampliamente para diferenciar los melanomas, como por ejemplo un 

melanoma primario o melanoma nevoide [220]. 

Una vez establecido el modelo tumoral se aplicó la PTT durante 25 minutos a 450 

mW inmediatamente después de la inyección de SGNRs y un solo día. Con una sola 

aplicación de PTT, en tumores pequeños crecidos durante 4 días, el tumor 

desaparece dejando una pequeña cicatriz. Esto concuerda con otros estudios 

encontrados en la literatura, como el trabajo de Pandesh et al [221], en el que 

tratan tumores de volúmenes grandes (100 mm3) irradiando durante 6 minutos, 

pero irradiando con el láser a una potencia de 2.5W/cm2 (mucho mayor que la 

utilizada en esta tesis) y utilizando unas NPs compuestas de óxido de hierro con el 
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núcleo de oro. En el estudio de Pandesh et al, el tumor se localiza en el flanco 

derecho consiguiendo una disminución drástica del tumor. 

Sin embargo, cuando se realiza PTT en tumores medianos (<15 mm), el tumor no 

desaparece, aunque no prolifera tanto comparado con el control (sin tratar con 

PTT) como se puede observar en la Figura 5.26. 

Según la bibliografía, el número de NPs inyectadas para el tratamiento del tumor, 

así como la potencia y el tiempo de irradiación varía dependiendo del estudio como 

se puede encontrar en la literatura científica (Tabla 2.1. Estado del arte de la 

aplicación de PTT con GNRs para el tratamiento de melanoma.. Lo ideal sería 

utilizar una dosis baja de NPs y baja potencia del láser junto con una reducción del 

tiempo de irradiación. Las SGNRs utilizadas en los experimentos de PTT están 

recubiertas con PEG, el siguiente paso después de toda la optimización y 

estandarización del modelo murino de melanoma y los parámetros de PTT 

establecidos debe ser la terapia dirigida. Las estrategias en la aplicación de PTT 

son muy diversas, como por ejemplo su combinación con la inmunoterapia o la 

utilización de nanocompuestos [222]. En el estudio de Balakrishnan et al [223]; 

utilizan NPs conjugadas con Prussian Blue inyectadas en el tumor e 

inmediatamente se irradia durante 10 minutos probando diferentes potencias 

(0.75, 1, 1.5 y 2W). Posteriormente se inyectan 5 dosis del anticuerpo anti CD37, o 

anticuerpos contra los check points inmunomoduladores como anti PD-L1 y 

CTLA4. Generan una respuesta inmunogénica mediante la filtración de linfocitos 

T CD8+ citotóxicos y activación sistémica de células dendríticas y linfocitos T con 

memoria inmunológica. Otro ejemplo es la funcionalización de polidopamina en 

NPs en el tumor situado en la espalda irradiado durante 5 minutos a 1.8W/cm2 y 

tres dosis de dichas NPs como en el trabajo de Chen et al [224]. Por tanto se 

encuentran resultados de una gran disparidad de parámetros y estrategias para 

eliminar el tumor de melanoma.  

En nuestro caso, se han tratado tumores pequeños y medianos, con una baja dosis 

de irradiación (450 mW) en un solo día durante 25 minutos y con una dosis de 

SGNRs. Los resultados son prometedores y la optimización del modelo murino de 
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melanoma está realizado, aunque queda por establecer el comportamiento de 

GNRs biofuncionalizados que reconozcan específicamente a las células tumorales.  

6.2.2. Modelo murino de glioblastoma  

En cuanto a los experimentos in vivo realizados en el modelo murino de 

glioblastoma, se utilizaron células CT2A para inducir el tumor dentro del cerebro 

de los ratones. El tumor CT2A es una masa hipercelular homogénea con límites 

bien definidos. El patrón hemorrágico, angiogénico e infiltrativo del tumor, que 

conduce a lesiones satélites en el cerebro, fue confirmado por inmunohistoquímica. 

Los rasgos característicos de un glioma de grado alto, gran actividad mitótica, alta 

densidad de células, proliferación microvascular y hemorragia espontánea fueron 

confirmados por estudios previos [153]. Además, las células del glioma CT2A son 

neoplásicas con pleomorfismo con forma fusiforme grande y redonda pequeña con 

núcleos prominentes [152]. El abundante espacio intersticial entre las células 

confirma una alteración intersticial en el interior del tumor, otra característica del 

tumor CT2A. 

Las células utilizadas para producir el modelo de glioma, células CT2A, presentan 

en su membrana una sobreexpresión de la glicoproteína CD44, siendo el receptor 

de HA, responsable de muchas funciones en las células tumorales como adhesión, 

migración y señalización celular implicadas en la respuesta a la lesión e invasión 

del cáncer cerebral [225], [226], [227]. Esta es la estrategia terapéutica que lidera 

este trabajo, con el fin de dirigir los GNRs específicamente a las células CT2A y 

aumentar la eficacia de la PTT. Existen evidencias científicas de la mejora de la 

circulación sanguínea y la acumulación de nanopartículas biofuncionalizadas con 

HA en el tumor, mostrando una alta captación celular y baja citotoxicidad, no sólo 

en tratamientos de PTT, sino también con otras estrategias como sistemas de 

liberación de fármacos en combinación con PTT [228] o nanodispositivos [229]. 

Las 700kDa-HA-GNRs se han utilizado en PTT como tratamiento contra el tumor 

debido a sus propiedades anticancerígenas, tales como su efecto antiangiogénico, 

antiproliferación de células cancerígenas, activación del sistema inmune y buena 

captación específica por las células cancerosas [230]. Este trabajo demuestra la 
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reducción de la masa tumoral en el grupo GNRs y en el grupo PTT en comparación 

con el control. En los ratones a los que sólo se inyectó GNRs sin irradiación láser, 

el tumor se redujo casi a la mitad tras una semana de adición de GNRs respecto a 

los ratones de control. Esto sugiere que el efecto de los propios 700kDa-HA-GNRs 

podría detener de forma momentánea la proliferación y división de las células 

CT2A. Un estudio ha demostrado esta reducción con micelas simples de HA donde 

la masa tumoral de GBM se redujo también sólo con el efecto terapéutico de HA 

sin ningún otro mecanismo molecular o agente externo [231]. En cuanto al 

tratamiento con hipertermia, PTT, la reducción del tumor CT2A se evidencia tanto 

a la semana de aplicación de la PTT como incluso dos semanas después de la 

irradiación. El efecto positivo de la aplicación de la PTT es demostrable tanto por 

volumetría del tumor, obtenida a partir de las imágenes por RM, como por la 

prueba de comportamiento en campo abierto para comprobar el sistema locomotor 

exploratorio de los ratones, siendo un buen indicador de su estado general (Figura 

5.33). Por lo demás, la PTT ha funcionado con bastante éxito, aunque no se 

eliminaron todas las células cancerosas y no se detuvo la progresión tumoral, muy 

probablemente debido al tamaño inicial del tumor y a la penetración limitada del 

láser en el tejido tumoral. Las células supervivientes seguían proliferando, y se 

desarrolló una masa tumoral secundaria después del tratamiento durante mucho 

tiempo, como se muestra en Figura 5.32B. La irradiación en este trabajo fue con 

láser de 450 mW durante 25 minutos, mucho menor que las potencias utilizadas 

en numerosos estudios donde la potencia de irradiación varía entre 1-2W/cm2 en 

diferentes intervalos de tiempo. Además, la PTT con HA-GNRs se ha aplicado en 

numerosos cánceres como en el trabajo de Di Gao et al [232]; donde utilizaron esas 

potencias durante 10 minutos con HA-GNRs en combinación con una 

quimioterapia obteniendo una casi total eliminación del tumor de ovario, 

proponiendo un efecto sinérgico entre la PTT y la quimioterapia de tratamiento 

convencional. Además, en este estudio se muestra una buena relación entre el 

aumento de temperatura producido por la aplicación de la PTT y la mejora de la 

captación de los HA-GNRs junto con la sobreexpresión de CD44 en las células 

cancerosas en comparación con las células humanas no cancerosas. Otro estudio 

realizado por Xu Weijun et al [233]; utilizó GNRs con HA y HER2 anticuerpo de 
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doble orientación con alta estabilidad y circulación en sangre a largo plazo. La 

irradiación fue durante 5 minutos a 2 W/cm2 con una eliminación del tumor de 

cáncer de mama en ratones.  

Para caracterizar el tumor, las secciones de tejido se tiñeron con anticuerpos para 

detectar nestina y Hoechst para revelar las células positivas nestina y la densidad 

celular y la proliferación, respectivamente. La nestina está sobreexpresada en los 

tejidos de GBM en comparación con los gliomas de grado bajo, por lo que la nestina 

es una diana prometedora para combatir las células del glioblastoma. En los 

estudios de Gonçalves et al; [138], [139], se utilizó un péptido de nestina unido a 

los GNRs para realizar PTT en cultivos celulares 3D basados en hidrogel con 

células de glioblastoma con alta captación por las células cancerosas y alto 

porcentaje de células muertas. Estudios recientes, revelan el papel de la nestina 

en la célula tumoral, como la participación en la progresión mitótica o la respuesta 

a fármacos. Un déficit de nestina genera un proceso de apoptosis de las células y 

afecta al huso mitótico [168]. Nuestro trabajo revela que las células CT2A son 

nestina positivo y que la marca de nestina coincidía perfectamente con la densidad 

y proliferación de células tumorales mostradas en la Figura 6. Haciendo posible la 

detección de los límites del tumor mediante este marcador.  

La microglía reactiva se analizó mediante inmunohistoquímica utilizando un 

anticuerpo anti-Iba1. Fuera del tumor la microglía presentaba un fenotipo 

ramificado cuya función es la vigilancia y mantenimiento de la homeostasis. 

Dentro del tumor el fenotipo cambia a forma ameboide que corresponde a células 

redondeadas activadas sin ramificación relacionadas con procesos de metástasis y 

hemorragia intracraneal [169], [170]. Una de las características del tumor CT2A 

es ser un modelo hemorrágico e infiltrativo, como antes se ha mencionado. Las 

células microgliales que rodean el tumor cambian su fenotipo de forma ramificada 

a ameboide como se observa en la Figura 5.34 y Figura 5.35, lo que posibilita el uso 

del marcador Iba1 como otra herramienta para explorar los límites del tumor, la 

tinción microglial coincide perfectamente con el aumento del marcaje con nestina 

y el aumento del número de núcleos marcados por la tinción con Hoechst.  
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En cuanto a la biofuncionalización de los GNRs con HA, se ha demostrado que el 

HA modula la inflamación en el sistema nervioso central, con efectos 

antiinflamatorios para las células de alto peso molecular (>500kDa) y 

proinflamatorios para las células mieloides de bajo peso molecular, incluida la 

microglía. En estos términos, los astrocitos también modulan la inflamación, pero 

actualmente no está claro el vínculo entre HA y este tipo celular. La activación de 

la microglía se produce principalmente a través del receptor Toll-like-4 (TLR4). La 

activación de las células microgliales se clasifica en macrófagos M1¸ cuyas 

funciones son la producción de citoquinas proinflamatorias y actúan como células 

neurotóxicas y M2, activadas por señales de apoptosis y su papel es la remodelación 

y reparación [170]. Algunos estudios [234], [235] informan de la activación de la 

función antiinflamatoria mediante la modulación de los receptores TLR4 con MW-

HA como el HA de nuestros GNRs biofuncionalizados. Además, los 700kDa-HA-

GNRs dirigidos priorizan específicamente a las células CT2A mediante el receptor 

sobreexpresado CD44 y no a las células de la microglia o astrocitos mediante los 

receptores TLR4 como se demuestra en el trabajo de Hayward et al [236]; en el que 

se utilizan liposomas conjugados con HA en células de glioblastoma en presencia 

de células de la microglia y astrocitos. La especificidad de los 700kDa-HA-GNRs 

hacia las células de glioblastoma frente a otros tipos de células y el efecto 

antiinflamatorio en el cerebro hacen de HW-HA una perfecta candidata para ser 

biofuncionalizada en los GNRs para la aplicación de PTT.  

La PTT genera calor mediante los GNRs para contribuir a la permeabilidad de la 

vasculatura del tumor y las membranas de las células cancerosas. La PTT puede 

desencadenar el mecanismo de apoptosis para aumentar potencialmente el efecto 

antiinflamatorio a través de la activación de los macrófagos que producen 

citoquinas antiinflamatorias. La inducción de apoptosis en lugar de necrosis 

depende de los parámetros de la PTT, como la potencia del láser, el tiempo de 

irradiación y la concentración de GNRs. Si se generan células muertas por necrosis, 

mediante la ablación del tumor, se generan DAMPS que benefician el crecimiento 

de los tumores secundarios si los hay o reproducirse el tumor primario nuevamente 

al quedar células tumorales sin eliminar. Sin embargo, si la muerte ocurre por 
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mecanismos de apoptosis puede dar lugar a una respuesta inmunogénica [237]. En 

este estudio se encontraron células apoptóticas en múltiples zonas del cerebro de 

ratones tratados con PTT mediante la detección de caspasa 3 activada dos semanas 

después de la aplicación de PTT, como se muestra en la Figura 5.36. Karlsson y 

colaboradores [238] han demostrado el mecanismo de inducción de la apoptosis 

mediante la activación de la caspasa 3 en células de glioma resistentes a Fas. Esto 

demuestra que las células de glioma podrían ser manipuladas por agentes externos 

como el calor generado por GNRs con irradiación láser para desencadenar la 

apoptosis, evitando el proceso de inflamación, apoyado en las propiedades de HW-

HA y la inducción preferente de la apoptosis como mecanismo de muerte celular. 

La activación de la apoptosis por PTT también fue demostrada por otros trabajos 

de este grupo [136], [157] en células de glioblastoma in vitro, promovido por la 

ruptura de la membrana lisosomal, donde los PEG-GNRs de diferentes tamaños 

pueden encontrarse dentro de las células desencadenando el mecanismo de muerte 

celular por apoptosis, como se demuestra en esta tesis doctoral. 

Por lo tanto, los resultados obtenidos en los modelos in vivo del tratamiento del 

glioblastoma con PTT mediada por HA-GNRs, indican que la terapia es muy eficaz, 

lográndose un aumento de la supervivencia de los animales tratados. Aún así, no 

se ha logrado una eliminación total de las células tumorales, muy probablemente 

debido al tamaño del tumor y a la poca penetración del láser en los tejidos 

tumorales, lo que conlleva al crecimiento del tumor a lo largo del tiempo. La PTT 

podría, por tanto, resultar de gran utilidad para completar los tratamientos 

quirúrgicos en los que se elimina la mayoría de la masa tumoral. Debido a la gran 

capacidad infiltrativa del tumor, hay células no visibles que durante la cirugía 

escapan a la operación. Estas células residuales, responsables de muchas de las 

recaídas, podrían ser eliminadas mediante el tratamiento de PTT combinada con 

HA-GNRs durante la cirugía. 
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Capítulo 7. Conclusiones 

1. Se han establecido los parámetros óptimos necesarios para realizar una 

aplicación eficaz de la PTT tanto in vitro como in vivo.  Los parámetros 

analizados han sido la potencia del láser, el tiempo de irradiación, el tipo y 

la concentración de los distintos GNRs utilizados. 

2. Se demuestra la eficacia de los PEG-GNRs y los HA-GNRs para promover 

la muerte celular mediante PTT de forma eficaz en líneas celulares de 

glioblastoma y melanoma. El uso de tratamientos de PTT basados en GNRs 

a una temperatura fisiológica de 37 °C ha dado como resultado una mayor 

eficacia del tratamiento de PTT, que permite disminuir la intensidad del 

láser utilizado y que condujo a la eliminación total de células de glioblastoma 

y de células de melanoma. Esto es particularmente significativo, teniendo 

en cuenta que el melanoma es conocido por su alta resistencia al calor. 

3. Se caracteriza que los GNRs son internalizados en las células CT2A y 

B16F10 y su principal vía de muerte celular producida por los tratamientos 

de PTT mediados por GNRs es la apoptosis, lo cual es favorable ya que la 

presencia de células apoptóticas evita la inflamación asociada a los 

mecanismos de muerte celular producida por necrosis. Además, la tinción 

lisosomal tras los tratamientos de PTT sugiere que la fuga del contenido 

lisosomal precedió a la ruptura de la membrana plasmática y podría servir 

como uno de los desencadenantes de la muerte celular mediada por 

apoptosis.  

4. Debido a la alta eficacia de ambos tipos de PEG-GNRs en la PTT, los LGNR 

pueden ser útiles para mejorar la biofuncionalización debido a su mayor 

superficie, lo que puede ser útil para promover una alta sensibilidad y 

especificidad en el reconocimiento de células o tejidos cancerosos diana. 

5. La combinación de la PTT con la quimioterapia permite disminuir la dosis 

del fármaco utilizada de forma convencional en los tratamientos de 

quimioterapia, proporcionando una reducción de los efectos secundarios 

asociados a la quimioterapia (). 
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6. Los estudios realizados en modelos animales de melanoma indican que la 

PTT es capaz de eliminar totalmente el tumor cuando se aplica en tumores 

de pequeño tamaño (2 mm de diámetro). Al mismo tiempo se observa que el 

tratamiento de PTT en tumores de diámetros mayores (4.5 mm), disminuye 

la velocidad con la que se incrementa el tamaño del tumor en comparación 

con animales sin tratar. 

7. Se demuestra el tipo de muerte celular por apoptosis producida en el tumor 

de glioblastoma inducido en los ratones C57/BL-6 a través del análisis de 

caspasa 3 activa por inmuniohistoquímica incluso más de 20 días después 

de la aplicación de PTT. Se revela el comportamiento de la microglía reactiva 

en presencia del tumor de glioblastoma, mostrando la capacidad infiltrativa 

y activación por cambio de morfología de estas células dentro del tumor. 

8. La aplicación de PTT mediada por HA-GNRs en modelos animales de 

glioblastoma es muy eficiente y disminuye de forma significativa el tamaño 

del tumor intracraneal, prolongando la vida de los animales tratados con 

PTT frente a los no tratados a casi el doble de días. Añadir resultados de 

comportamiento brevemente, por ejemplo: Además, durante todo el tiempo 

de análisis, los animales tratados con PTT mostraron un comportamiento 

exploratorio mucho más activo en comparación con los ratones control no 

tratados. 
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