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Resumen

La Terapia Fototérmica Plasmonica (PPTT) es un tratamiento del cancer en pleno desarrollo
basado en la introduccién de nanoparticulas metélicas en células cancerigenas y en la posterior
iluminacién del tumor mediante luz que sea absorbida por las nanoparticulas pero no por el
tejido celular. Al absorber la luz irradiada, las nanoparticulas se calientan e inducen a la muerte

celular pacifica de la célula tumoral que las alberga.

En la monografia se ha investigado si la PPTT es capaz de eliminar células tumorales sin causar
danos sobre células sanas. En primer lugar se ha seleccionado un laser adecuado para la terapia, y
entonces se han sintetizado ocho muestras de nanoparticulas de oro y se ha estudiado qué muestra
alcanza una mayor temperatura al ser iluminada mediante la luz del ldser. Para acabar, se han
introducido nanoparticulas 6ptimas en una muestra de células tumorales y se ha comprobado
que su calentamiento al ser iluminadas por el laser es mucho mayor que el de una muestra de

células convencionales en las mismas condiciones.
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1 Introducciéon

1.1 Tema y objetivos de la monografia

Desde nino he sabido que el cAncer es una de las principales causas de muerte en el mundo. Lo
que mas me llama la atencion de esta enfermedad, y me da pie a iniciar esta investigacién, son
los perjuicios que suponen para el cuerpo humano los tratamientos que se aplican actualmente
a los pacientes, como la quimioterapia o la radioterapia, ya que aunque eliminan las células
tumorales producen danos irreparables en los tejidos sanos. La siguiente monografia se centra
en el estudio de la Terapia Fototérmica Plasménica, del inglés Plasmonic Photothermal Therapy
(PPTT), un tratamiento en pleno desarrollo que aprovecha la gran absorcion de luz por parte
de nanoparticulas metalicas para eliminar tumores. La decisién de basar mi monografia en este
tratamiento fue tomada cuando supe que podria realizar parte de mi trabajo en las instalaciones
del Instituto de Ciencias Fotonicas (ICFO) gracias al programa BIYSC destinado a jovenes
cientificos. Llevando a cabo esta investigacion podria obtener respuestas a mi curiosidad cientifica
y aspirar a hacer una pequena contribucién a la cura de esta enfermedad. Pese a ser de carécter
interdisciplinar, la PPTT se basa fundamentalmente en la Fisica; este tema también me atrae
porque me permite ver cobmo mi ciencia favorita se aplica a fines biomédicos que algin dia llegaran

a beneficiarnos a todos.

Con esta monografia pretendo dar respuesta a la pregunta: jen qué medida puede la Terapia
Fototérmica Plasmoénica eliminar células tumorales minimizando los dafios sobre células sanas?
Para alcanzar una respuesta, antes habra que averiguar cuestiones como qué tipo de laser
y de nanoparticulas metélicas son los 6ptimos para poner en prictica esta técnica in vivo.
Posteriormente se pondra en préactica la termoablacién de células tumorales in vitro para sacar
conclusiones sobre la invasividad de la terapia, respondiendo asi a la pregunta de investigacion.
De todos modos, el hecho de que este sea un campo tan virgen implicara la extracciéon de unas

conclusiones parciales y abiertas a una futura ampliacion.

1.2 ;Qué es el cancer?

Toda célula realiza su propio ciclo celular. Este empieza con el nacimiento de la célula, sigue con
su crecimiento y la realizaciéon de funciones vitales y termina con la fase de divisiéon, en que da
lugar a nuevas células. En esta tultima fase, la célula debe replicar su ADN para transmitirlo a
Su sucesora; un error en este proceso supone una mutacion, una modificacion de la informacion
genética del individuo, que puede originar una célula cancerigena. Es posible que dicha célula
muera antes de reproducirse, o bien que se reproduzca extendiendo asi el cancer por el tejido en
cuestion. Asi pues, el cancer engloba un conjunto de enfermedades que se originan a raiz de una
mutacion y que se caracterizan por el desarrollo de células anormales que se dividen de forma

descontrolada originando tumores.



1.3 Terapia Fototérmica Plasmoénica (PPTT)

La PPTT se basa fundamentalmente en la transformacion de energia luminica en energia térmica,
de aqui el atributo "Fototérmica". A nivel general, la terapia consiste en insertar nanoparticulas
metalicas en cada célula cancerigena para después irradiar luz transparente a nuestros tejidos
que sea absorbida en gran medida por las nanoparticulas. Si se lleva a cabo una buena sintesis de
nanoparticulas, estas suben facilmente de temperatura y calientan la célula cancerigena que las
envuelve, provocando asi su muerte. En funcién del calor proporcionado, las células moriran por
apoptosis o por necrosis. Si alcanzan una temperatura menor de 50 °C moriran por apoptosis,
es decir, se activard un mecanismo intracelular que programa la muerte pacifica de las células,
sin danar al resto del tejido. En cambio, si la célula alcanza temperaturas extremas moriré por
necrosis, una muerte celular muy violenta que induce a respuestas inflamatorias y produce danos

irreparables en las células que la rodean.

Existen diversas variantes de la Terapia Fototérmica Plasmoénica, que dependen de los fines
perseguidos. Algunos investigadores optan por inducir a una muerte celular por necrosis!!/, va
que permite asegurar una eliminacién completa de las células tumorales. Otros, por ejemplo,
optan por aprovechar las propiedades de las nanoparticulas de plata para tratar el cancer de
ovarios?. Como el objetivo de esta investigacion es minimizar los dafios sobre las células sanas
del tejido se optard por inducir a una muerte celular por apoptosis, dada su naturaleza pacifica.
Ademaés, los materiales utilizados deberan tener una citotoxicidad! minima. La citotoxicidad del
oro esta siendo investigada por equipos profesionales de Nanotoxicologia, y algunos resultados
sugieren que depende de pardmetros como el tamaiio de las nanoparticulas introducidas en el
cuerpol?). Todavia no se ha alcanzado una respuesta definitiva, pero se cree que el oro es un
material biocompatible y que sus dafios asociados son mucho menores que los provocados por
otras terapias del cancer. Por este motivo, se utilizaran nanoparticulas de oro (AuNPs) en la
terapia: se sintetizardn nanoparticulas de distintas formas para después elegir la 6ptima para un

tratamiento no invasivo.

Durante el tratamiento las AuNPs deben introducirse exclusivamente en las células tumorales,
yva que de lo contrario las células sanas también serfan eliminadas. Para ello debe adherirse a
cada nanoparticula la molécula organica cRGD, que es atraida por las integrinas «,, 33, una clase
de proteina contenida en todas las células pero que es sobreexpresada por las cancerigenas. Asi
pues, el cRGD se adhiere a las nanoparticulas y, atraidas por las integrinas a,, 3, penetran la

membrana de las células tumorales!®!.

La citotoxicidad es la propiedad de ser nocivo a nivel celular.



2 Seleccién del laser adecuado para el tratamiento

En esta seccién se escogera un laser para la puesta en prictica de la terapia, y posteriormente se
sintetizaran AuNPs que se calienten al recibir su luz. La mejor opcion seré elegir un laser cuya
luz sea transparente a los tejidos, ya que gracias al caracter selectivo de las nanoparticulas y a

su absorcion de la luz del laser las células tumorales podran ser eliminadas de todos modos.

El diagrama que compara la absorciéon de radiaciéon electromagnética de distintas longitudes de
onda por parte de una muestra se denomina espectro de absorbancia. La Figura 1 muestra el
espectro de absorbancia aproximado en el rango visible-infrarrojo de los principales componentes

de los tejidos del cuerpo humano, publicado en el sitio web de un centro especializado en medicina.

Espectro de absorbancia de los tejidos del cuerpo humano

Absorbancia

Melanin

HDR

Longitud de onda ()

Figura 1: Espectro de absorbancia de los tejidos del cuerpo humano. Fuente: Lasers & Health Academy,
Lasers in medicine.

Como puede observarse en la Figura 1, en general, a mayor longitud de onda menor absorcion
por parte de los tejidos, aunque sobre los 1.000 nm el agua empieza a absorber mucha luz. Por lo
tanto, se puede fijar una ventana 6ptica en el intervalo de los 755-1.064 nm, llamada Near-Infrared
Optical Window, donde la absorcién de luz por parte de los tejidos es minima. Teniendo en cuenta
la ventana é6ptica y la disponibilidad de los laboratorios del ICFO, se utilizara un laser emisor de
luz infrarroja de A=810 nm. De todos modos, en la Figura 1 puede distinguirse que los tejidos
no son completamente transparentes a la luz laser: esto implicaré que las células sanas sufrirdn

un pequeinio aumento de temperatura, aunque los danos provocados seran minimos.



3 Seleccién del tipo 6ptimo de nanoparticulas

3.1 Resonancia Plasmoénica de Superficie (RPS)

La PPTT se denomina “Plasmonica” en referencia a la Resonancia Plasmonica de Superficie
(RPS), el fenémeno fisico que explica el gran calentamiento de las nanoparticulas metélicas

cuando son iluminadas mediante luz de cierta longitud de onda.

La estructura de las nanoparticulas metéalicas consiste en una red cristalina de cationes y una nube
de electrones deslocalizados. Cuando se irradia luz de cierta longitud de onda, su campo eléctrico
oscilante induce a la oscilacién coherente de los electrones deslocalizados de la nanoparticula
metélical® |, como se ilustra en la Figura 2. Mientras los electrones oscilan en grupo a lo largo
de la nanoparticula, chocan contra los cationes produciendo calor, lo que se conoce como Efecto
Joule. Asi, la energia de la luz se transforma en energia cinética y en calor, lo que permite el

posterior calentamiento de la célula tumoral que alberga las nanoparticulas.
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Figura 2: Diagrama de la oscilacion de los electrones a causa del campo eléctrico de la luz. Fuente:

Clean Energy Institute U. of Washington, Gold Nanoparticles — Surface Plasmon Resonance.

La Resonancia Plasmoénica de Superficie es un acoplamiento entre la frecuencia de oscilacion
del campo eléctrico de la radiacién y la del desplazamiento de los electrones a través de la
nanoparticula, que provoca una gran absorcién de luz. Por lo tanto, que se produzca la RPS
depende de la distancia recorrida por los electrones, es decir, de la forma de la nanoparticula
o aspect ratio?: nanoparticulas de distinta forma alcanzan la RPS al ser irradiadas por luz de
distinta longitud de onda, y cada nanoparticula metalica alcanza la resonancia con luz de una

Unica longitud de onda.

2En el caso de los nanocilindros, es la proporcion diametro-longitud



3.2 Sintesis de distintas muestras de nanoparticulas de oro

Una vez escogido el laser que se va a utilizar, es necesario
sintetizar AuNPs adecuadas para la terapia. Estas deberan
alcanzar la RPS al recibir un haz de luz de A = 810
nm para inducir a las células tumorales a una muerte por
apoptosis. Como la resonancia depende de la forma de la
nanoparticula, se han sintetizado ocho muestras de AulNPs
de distintos tamanos y formas, esferas, cilindros y prismas,
para escoger las que presenten una mayor absorcién de la

luz del laser.

La metodologia que se ha seguido para la sintesis de
cada tipo de nanoparticula se explica detalladamente en

el Apéndice 1. Tras acabar la sintesis las AuNPs quedan Figura 3: Disolucion de AuNPs, del
grupo de nanoprismas sin AgNOsg.

en disolucién, como se muestra en la Figura 3, y pueden
Realizacion: 18/07/16.

ser analizadas para determinar la muestra 6ptima para ser

iluminada mediante el laser escogido.

3.3 Introduccién a la espectrofotometria de absorcion

La espectrofotometria de absorcion es la técnica que me permitira determinar la muestra 6ptima
de AuNPs para la terapia. Su objetivo es recoger datos sobre la absorciéon de luz de distintas
longitudes de onda por parte de una muestra, y se llevara a cabo mediante un espectrofotémetro
lector de placas facilitado por el ICFO. En su interior, un laser emite luz que pasa a través de
la muestra contenida en una placa de pozos. Algunos fotones de la luz incidente son absorbidos
por la muestra, una pequena parte se pierde por dispersiéon en la solucién y el resto se sigue
desplazando en la direcciéon de propagacion. Finalmente, el haz de luz es captado por un detector

que mide su intensidad luminosa; el proceso se repite con luz de las longitudes de onda deseadas.

LASER A X

™~ ]a ~_|pETECTOR]

Figura 4: Diagrama simplificado de la espectrofotometria de absorcion. Un haz de luz de longitud de
onda \ atraviesa la disolucion de AuNPs y es recogido por el detector. La muestra absorbe parte de la

intensidad luminosa, por lo que la amplitud de la final es menor. Realizacion propia mediante Pizelmator.



Asi pues, la espectrofotometria de absorcion compara la intensidad luminosa emitida y la no
absorbida por la muestra para obtener conclusiones sobre la absorbancia A, indicador de la
tendencia de la muestra a absorber luz de cierta longitud de onda. La absorbancia se relaciona

con la concentraciéon de nanoparticulas mediante la Ley de Beer-Lambert,

A1) < o

0

donde Iy es la intensidad luminosa que llega al detector e Iy la intensidad luminosa emitida
por el laser. La Ley de Beer-Lambert relaciona la absorbancia con la extincién molar €3, la

concentraciéon de la muestra c y la longitud de la cubeta L.

Los datos referentes a la absorbancia de luz de distintas longitudes de onda por parte de la
muestra recogidos por el espectrofotémetro pueden representarse graficamente en un espectro de
absorbancia. Seguidamente se analizaran los espectros de absorbancia de las ocho muestras de
AuNPs sintetizadas, para determinar cuél es la mas eficiente al ser iluminada mediante el laser

emisor de luz de A = 810 nm.

3.4 Estudio de la absorbancia de nanoparticulas de oro

Tras la sintesis las nanoparticulas se encuentran

4 a una contentracion suficiente como

en disolucion
para que la luz que llegue al detector durante la
espectrofotometria sea casi nula, lo que dificulta
la toma de datos. Para evitar este problema se
diluiran al 50% las respectivas disoluciones de AuNPs
en agua desionizada MilliQ® para llevar a cabo la
espectrofotometria de absorcion. Por cada muestra
sintetizada se introduciran 125 ul de agua y 125 ul de

disolucién de AuNPs en uno de los pozos de una placa

mediante una pipeta de precisién micrométrica, como se

ilustra en la Figura 5. i ' ol
Como sabemos que el agua absorbe luz en el rango 1
infrarrojo (Figura 1), si se representara el espectro de ]

absorbancia de una muestra de AuNPs disuelta al 50% Figura 5: Preparacion  para la
podria identificarse un pico de absorbancia en el rango  espectrofotometria de absoreion.
del infrarrojo a causa del agua. Para evitar dicho error, Realizacion: 19/07/16

se estudiara paralelamente el espectro de absorbancia

de 125 pl de agua, y tras sustraer la absorbancia de los

3La extincion molar € es una magnitud que define la capacidad de una muestra de absorber radiacion

electromagnética de cierta longitud de onda.
4Las nanoparticulas de oro se encuentran disueltas en agua junto a otros compuestos residuales que no absorben

luz del rango visible-infrarrojo, por lo que los restos de la sintesis no se tendran en cuenta durante el estudio de

la absorcion de luz por parte de cada muestra.
5Agua con un alto grado de purificacién, de la que se han eliminado las sales ionizadas.



125 pl de agua a la de las disoluciones acuosas de AuNPs mediante un programa de calculo®, se

obtendra finalmente el espectro de absorbancia de 125 ul de cada muestra de nanoparticulas.

Se ha configurado el espectrofotometro para tomar datos de de longitudes de onda entre 400 nm
y 990 nm. La incertidumbre de la absorbancia es de 0,001 unidades”, por lo que no se aprecia en

el grafico, y la incertidumbre de A puede omitirse dada la gran precision del espectrofotémetro.

Espectro de absorbancia de las muestras de AuNPs
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Absorbancia
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Figura 6: Espectro de absorbancia que contrasta la absorcién de luz de longitudes de onda entre

400 nm y 990 nm por parte de las ocho muestras de AuNPs sintetizadas. Fuente: propia.

En el grafico queda plasmado que la absorbancia de una muestra en funcion de la longitud de onda
de la luz que la atraviesa sigue un modelo de distribucién normal. La explicaciéon de este fendmeno
es que la sintesis ha sido imperfecta, y ha llevado a pequenas variaciones en las dimensiones de las
nanoparticulas de una misma muestra y por lo tanto también en sus resonancias. No obstante,
el diagrama permite identificar que la muestra que absorbe una mayor cantidad de luz del laser
escogido es la de Cilindros #2, con un pico de absorbancia en A = 808 nm, que ademas es
notablemente mayor que el resto. Este fenémeno es coherente con un estudio que afirma que la
absorbancia de los nanocilindros de oro puede llegar a duplicar la de las nanoesferas®/. Asimismo,
ademas del pico principal, en el espectro de absorbancia de los nanocilindros puede observarse
un pico secundario alrededor de los 530 nm, que corresponde a la oscilaciéon transversal de los

electrones de las nanoparticulas.

El valor de la absorbancia en el pico de Cilindros #2 es de 2,192 unidades, por lo que se deduce

que:

I
A=—log <I£> =2,192 (2)

SLos datos del grafico pueden ser visualizados por cualquier usuario en el siguiente enlace:
https://docs.google.com/spreadsheets/d/1kPtSdloWgVBWid3MBFcFQIMVHUrMS1PyjRHwaUDs1-E/edit?usp=sharing
"La absorbancia no tiene unidades por si misma puesto que viene dada por un logaritmo.



I 0,643
T:Tg:m 0 (3)
La intensidad luminosa relativa que atraviesa la muestra se denomina Transmitancia T', y puede
expresarse como porcentaje (T%). En este caso, (T'%)=0,643%, por lo que cuando se ilumina la
muestra Cilindros #2 con luz de A = 808 nm, esta absorbe un 99,357% de la intensidad luminosa

irradiada.

3.5 Calentamiento de algunas muestras de nanoparticulas

Como la muestra Cilindros #2 es la que presenta una mayor
absorcion de la luz del laser, por el Principio de Conservaciéon
de la Energia también serd la que alcanza una mayor
temperatura al recibir su luz. El objetivo de esta seccién sera
comprobar dicha hipdétesis, comparando céomo evoluciona la
temperatura de tres muestras de AuNPs a lo largo del tiempo
al ser iluminadas por el laser. El experimento se llevara a cabo
mediante un instrumento llamado hyperboz, que incorpora un
laser emisor de luz de A = 810 nm que ilumina la muestra,

contenida en una placa de pozos. Los pardmetros del laser son

controlados mediante el software OsTech V.0.2.1, y el software
FLIR ResearchIR procesa los datos de temperatura recogidos Figura 7: Léser emisor de luz

mediante un multimetro, conectado a un cable de cobre que se d¢ A = 810 nm situado dentro
de la hyperbox. Fuente: propia.

encuentra en contacto con la muestra. Durante el experimento
Realizacion: 20/07/16

se mantendra constante la potencia del laser, de 2 W, y el

volumen de disolucién de AuNPs, de 1 ml.

Calentamiento de 3 muestras de AuNPs
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Figura 8: Grafico temperatura-tiempo de tres de las muestras de AuNPs sintetizadas. Fuente: propia.



La Figura 8 es el grafico temperatura-tiempo construido a partir de los datos recogidos® a partir
de las tres muestras de AuNPs, durante 7 minutos de exposiciéon y 10 minutos de reposo. No
se consideran incertidumbres puesto que el objetivo del grafico es la comparacion entre distintas

muestras de AuNPs de forma principalmente cualitativa.

En la Figura 8 queda reflejado que la temperatura de las muestras no aumenta linealmente en
el tiempo. Esto es debido a que al calentar cualquier cuerpo a una temperatura mayor a la del
ambiente, sufre una pérdida de energia directamente proporcional a la diferencia de temperatura
entre cuerpo y el ambiente. Los resultados plasmados en el grifico son muy coherentes, pues
permiten comprobar que las muestras de AuNPs de mayor absorbancia, y por lo tanto de menor
transmitancia T, alcanzan una mayor temperatura al ser iluminadas con el laser durante un
mismo tiempo. De este modo, queda comprobado que la muestra Cilindros #2 contiene las

nanoparticulas 6éptimas poner en practica la PPTT in vitro.

8Los datos son demasiado numerosos como para figurar en la monografia. Acceso a la hoja de calculo:
https://docs.google.com /spreadsheets/d/1EcTTLQqeMt3SCuyeYZBYoxdhOOgbdm c9EhwupVzTYI/edit?usp=sharing
9El célculo de la transmitancia 7' de las muestras de AuNPs, expresada en el lado derecho de la Figura 8, es

analogo al realizado en la seccion 3.4: T(%) = 103~4.



4 Termoablacion de células tumorales in vitro

4.1 Inserciéon de nanoparticulas de oro en células tumorales

A continuaciéon deben introducirse las nanoparticulas en células tumorales de origen animal,
aportadas por uno de los laboratorios de ICFO, con objeto de poner a prueba la
termoablaciéon in wvitro. Primeramente la muestra de nanoparticulas debera liberarse de
restos de reactivos utilizados para la nanofabricacion, como el componente CTAB (Bromuro
de hexadeciltrimetilamonio), que tiene una alta citotoxicidad: se centrifugara la muestra de

nanoparticulas para eliminar los restos indeseados por decantacion.

El siguiente paso es adherir la molécula organica cRGD a las nanoparticulas, ya que es la
responsable de guiarlas hasta las células tumorales. Los detalles de estos procedimientos no se
trataran porque no son el centro de mi investigacién, sino un medio para extraer mis conclusiones
sobre mi pregunta de investigacion. Una vez preparadas para el tratamiento, las AuNPs se dejan
durante 12 horas en contacto con tres distintas muestras de células tumorales cultivadas en
una placa de pozos, para que el cRGD guie a las nanoparticulas hacia el interior de las células
tumorales. Tras la espera, se eliminan de la placa los restos de disolucién de AuNPs y se anade

medio celular!?.

La Figura 9 es una fotografia de un tejido
celular tras la insercién de nanoparticulas
tomada mediante un microscopio de
dos fotones, instrumento basado en
la microscopia de fluorescenciall. La
fotografia ha sido tomada después de
sustituir los restos de disoluciéon de AuNPs
de los pozos que contienen las células por el
medio celular, por lo que el hecho de que en
la Figura 9 se identifiquen nanoparticulas
(puntos rojos) implica que la penetracion
en las células ha resultado satisfactoria.

Una vez comprobado dicho fenémeno, se

puede poner en practica la termoablaciéon

. . . Figura 9: Microscopia de dos fotones de un tejido
de células tumorales in wvitro para sacar

celular con AuNPs en su interior. El color rojo es

conclusiones sobre la invasividad de la ) ) o
arbitrario. Realizacion: 21/07/16

PPTT.

107 fquido que proporciona alimento a las células cultivadas in vitro.
' Clase de microscopia en que los electrones de un material absorben radiacién electromagnética y la reemiten

con una longitud de onda mayor que la inicial.
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4.2 Calentamiento de células tumorales in vitro

Tras llevar a cabo los procedimientos preparatorios, puede llevarse a cabo un experimento para
determinar si la PPTT puede inducir a la muerte de las células tumorales minimizando los
efectos sobre las células sanas. Serfa interesante hacer un cultivo celular con células sanas y
enfermas para observar el efecto de forma mas realista, pero la tecnologia necesaria esta fuera de
mi alcance. En su lugar, se calentaran en la hyperbox las tres muestras de células tumorales con
nanoparticulas y se compararén los resultados con los del calentamiento de una placa con células
sin nanoparticulas en las mismas condiciones. El material utilizado en el experimento es mismo
que en la seccion 3.5: las células se encuentran en placas de pozos y se medira su temperatura

mediante un multimetro.

La experimentaciéon se ha llevado a cabo con tres muestras de células cancerigenas con
nanoparticulas y una muestra de células cancerigenas sin nanoparticulas, emitiendo una
intensidad luminosa de 100 W/cm? durante un tiempo de exposicion de 45 segundos. Las

temperaturas alcanzadas por cada placa de células se recogen en la Tabla 1:

Tabla 1. Incremento de temperatura de distintas muestras de células tumorales al recibir
luz de intensidad luminosa 100 W/cm? durante 45 segundos
T, (°C) T¢(2C) AT (°C)
Muestra 1 [con AuNPs] 24,5 65,3 40,8
Muestra 2 [con AuNPs] 24,6 69,0 44,4
Muestra 3 [con AuNPs] 24,6 72,7 48,1
Muestra 4 [sin AuNPs] 24,6 29,6 5,0

Una intensidad luminosa de 100 W /cm? puede parecer excesiva, pero en este caso no lo es: es
necesaria mucha mas energia para calentar una capa de células adherida a una placa de pozos
que para calentar células en suspension (pertenecientes a un tejido en tres dimensiones). En
un tratamiento in vivo podria lograrse un incremento de temperatura en las células con AuNPs
como el plasmado en la Tabla 1 mediante con una intensidad luminosa mucho menor, aunque
la intensidad luminosa y el tiempo de exposicién necesarios dependerian de la situaciéon de las
células tumorales en el cuerpo. De todos modos, la conclusién a la que me permite llegar la
Tabla 1 es que en las mismas condiciones en que las células que contienen AuNPs sufren un gran
aumento de temperatura, la temperatura de las células sanas apenas se ve modificada. Si se tiene
en cuenta que el aumento de temperatura necesario para inducir a la apoptosis celular apenas
supera los 10 °C, queda claro que las células tumorales situadas a poca profundidad pueden ser
eliminadas de forma no invasiva, ya que el incremento de temperatura de las células sanas es

insuficiente como para inducir a la muerte celular.
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5 Conclusiones

Tras llegar a este punto puede concluirse que se han cumplido los objetivos de esta monografia
y que se podra responder la pregunta de investigaciéon planteada en un inicio. No obstante, un
problema tan complejo como la cura de una enfermedad mortal requiere de una investigacion
que aborde el tema con mucha mas profundidad antes de que la terapia se aplique a pacientes

humanos.

Ya que el objetivo de la investigacion era eliminar células tumorales sin inferir dafios sustanciales
en tejidos sanos, se ha disenado con tal de inducir a una muerte celular por apoptosis, lo que
implica un incremento de temperatura de las células tumorales menor que 10 °C. Primeramente
se ha estudiado el espectro de absorbancia de los tejidos y se ha concluido que el laser utilizado
debe ser emisor de luz infrarroja de A = 810 nm. A continuacioén se han sintetizado ocho muestras
de nanoparticulas de oro de distintas dimensiones y formas, y se ha determinado mediante una
espectrofotometria de absorcion que la muestra Cilindros #2 es la que absorbe en mayor medida la
luz del laser. Por lo tanto, se ha podido comprobar experimentalmente que dicha muestra también
alcanza una mayor temperatura al ser iluminada por luz de A = 810 nm. Finalmente se han
comparado los efectos del laser en cultivos de células tumorales con y sin nanoparticulas de oro,
y el incremento de temperatura de las células sin nanoparticulas ha resultado ser mucho menor
que el de las células con nanoparticulas. Por lo tanto, se concluye que la Terapia Fototérmica
Plasmonica si permite eliminar células tumorales minimizando los dafios colaterales sobre el resto
del tejido.

Debe tenerse en cuenta que mis conclusiones son aplicables a la eliminacién de células tumorales,
pero todavia no a la cura de tumores. Aun asi, la técnica que se ha puesto en practica acompafiada
de la regulaciéon adecuada de parametros como la concentracién de nanoparticulas, la zona de
inyeccion, la potencia del laser y el tiempo de exposiciéon podria servir para curar tumores
superficiales, como los de tipo melanoma. En caso de querer extrapolar las conclusiones a células
tumorales situadas a mayor profundidad, serfa necesario realizar un estudio teniendo en cuenta
que la intensidad luminosa decae exponencialmente cuando penetra un medio como el agua
o nuestro cuerpo. Como alternativa, una variante de la PPTT para la cura de tumores més
profundos podria ser la introduccién una fibra 6ptica dentro del cuerpo mediante un catéter para

irradiar luz en el tumor minimizando las pérdidas energéticas.

De todos modos, para aplicar la terapia a pacientes humanos deben controlarse multitud de
factores que no se han estudiado en esta monografia. Quiza el estudio més importante es el de si
la terapia es capaz de eliminar todas las células de un tumor, ya que de lo contrario este se vuelve
a reproducir. Para ello deberia estudiarse el proceso de inserciéon de las nanoparticulas en las
células mediante la molécula cRGD, asi como las inyecciones de nanoparticulas a subministrar al
paciente durante el tratamiento. Otras cuestiones a investigar son la relacién entre la potencia
del laser y el incremento de temperatura de los nanocilindros de oro, la cuél todavia no se ha

7]

resuelto por completol”), o qué concentraciones de oro son toleradas por nuestro cuerpo a largo

plazo y a la vez son suficientes para eliminar células tumorales.
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Todas estas posibles ampliaciones de la investigacion hacen evidente que esta monografia es solo
un primer paso en el laborioso y complejo proceso de curar una enfermedad. De todos modos,
encuentro muy enriquecedor haber tenido acceso a un tema de investigacién tan presente en

nuestra sociedad como la cura del cancer.
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7 Apéndices

7.1 Sintesis de nanoparticulas de oro

Sintesis de nanoesferas

Existen diversos métodos de fabricaciéon de nanoparticulas de oro, que varian segtn los propoésitos
de la nanofabricacién. En esta seccion, se ha optado por el método de sintesis de nanoesferas
mediante la reducciéon del oro gracias al citrato trisdédico. Los pasos de la sintesis se disponen a

continuacién.

1. A partir de una disolucion de éacido clorodurico (HAuCly) a concentracion 4 mM, que es la
que contiene el oro que constituird las nanoesferas, se forman dos disoluciones de HAuCl4

en agua destilada a concentracion de 0,5 mM y 1,0 mM respectivamente.

2. Se calientan las disoluciones de HAuCly hasta su punto de ebulliciéon, que al estar en

disolucién acuosa muy poco concentrada serd alrededor de los 100 °C.
3. Se prepara una disolucion de citrato trisddico a una concentracion 0,01 g/ml.

4. Cuando hiervan las disoluciones de HAuCly, se introducen 10 ml de citrato trisodico
disuelto. Este es el responsable de la reduccién del oro, que hace posible la formacién

de nanoparticulas.

5. Tras la reduccion de las particulas de oro, se formaridn puntos de nucleacion el tamano de
los cuales empezard a aumentar hasta formar las nanoesferas. Se esperan 10 minutos y se
separa la disolucién de la fuente de calor. El resultado de la sintesis son las muestras de

nanoesferas Esferas #1 y Esferas #2, que se muestran en la Figura 10.

Figura 10: Muestras de AuNPs Esferas #1 y Esferas #2, tras la sintesis. Realizacion: 18/07/2016
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Sintesis de nanocilindros

En el caso de la sintesis de nanocilindros, se seguird el método Seed-Mediated Growth, basado
en el uso de semilla, una disolucion de pequenas AuNPs que durante la sintesis forman puntos
de nucleacion a partir de los cuales pueden fabricarse nanoparticulas del tamano deseado. El

procedimiento seguido en el laboratorio figura a continuacion:

1. Se preparan tres soluciones de 100 ml conteniendo 4cido cloroaurico (HAuCly, 0,5 mM)
y CTAB (75 mM). Se observa que la mezcla de estos dos componentes cobra un color

amarillo-dorado, debido a la formaciéon de un complejo oro-bromo.

2. Se prepara una solucién de nitrato de plata (4mM). Mientras el CTAB es el responsable de la
forma cilindrica, el AgNOs permite modular este crecimiento (cuanto mas AgNO3 se anade
més alargados son los nanocilindros). Por lo tanto se prepararan tres soluciones distintas
con distintos volimenes de AgNOgs: 1,200 ml, 1,950 ml y 3,800 ml: de esta forma, las
muestras resultantes contendrén cilindros de distintas dimensiones y por lo tanto diferiran

en cuanto a pico de absorbancia.

3. Se prepara una solucion de acido ascorbico 13,9 mg/ml, ya que se utilizara como reductor

para transformar el oro soluble Au3t que proviene del HAuCly en oro metélico Au®.

4. Se anade la cantidad deseada de nitrato de plata 4 mM a cada solucion de HAuCly
con CTAB y se introducen en un agitador magnético con control de temperatura,
estabilizandola a 30 °C.

5. Se anade progresivamente la solucién de acido ascorbico 13,9 mM hasta que la soluciéon
queda incolora. En ese momento se anaden 0,3 ml de semilla y se sigue anadiendo de

forma progresiva acido ascérbico hasta alcanzar 1 ml.

6. La formacion de nanocilindros se traduce en un tono rosado de la disolucién tras unos 3
minutos. Al terminar la adicion de 4cido ascorbico, se permite que la reaccién continte
durante 15 minutos més. Se repite el proceso con las tres distintas cantidades de nitrato

de plata. El resultado se muestra en la Figura 11.

Figura 11: Muestras de AuNPs Cilindros #1, Cilindros #2 y Cilindros #3, tras la sintesis. La diferencia
de color indica la obtencién de nanocilindros de distinto aspect ratio. Realizacion: 18/07/2016
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Sintesis de nanoprismas

El método seguido para la sintesis de nanoprismas es muy semejante al seguido para la
sintesis de nanocilindros, aunque hay algunas novedades como el uso de salicato de sodio o la
concentracion del CTAB, que son causa de que el crecimiento de las nanoparticulas sea distinto.

El procedimiento seguido en el laboratorio es el siguiente:

1. Se disuelven 150 g de salicato de sodio (NapSiO3) en 62,5 ml de agua desionizada.

2. Se anaden 25 ml de CTAB (200mM). La solucién debe estar en constante agitacion mediante

un agitador magnético, y a una temperatura constante de 30°C.

3. Se anade cierto volumen de nitrato de plata (AgNOs, 4 mM). El volumen de AgNO3 es
variable: se preparan tres soluciones distintas variando el volumen de nitrato de plata, ya

que este determina la forma de los nanoprismas: 0 ml, 0,2 ml y 0,4 ml.

4. Se introducen 12,5 ml de acido cloroaurico (HAuCly, 4mM) en la solucion, que se mantiente

en constante agitacion hasta que se vuelva incolora.

5. Tras la espera, se introducen 0,3 ml de semilla a la disolucién, que creard los puntos de

nucleacion para la formacién de los nanoprismas.

6. Se prepara una solucion de acido ascorbico 13,9 mg/ml, ya que se utilizara como reductor
para transformar el oro soluble Au®t que proviene del HAuCly en oro metalico metalico

AW,

7. Se esperan 20 minutos mientras se mantiene la solucién en agitacion vigorosa. Tras la
espera, se almacenan las disoluciones de nanoprismas de oro resultantes, mostradas en la

Figura 12.
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Figura 12: Muestras Prismas #1, Prismas #2 y Prismas #3, tras la sintesis. Realizacion: 18/07/2016
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