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Uso de nanoparticulas (NP) en la terapia fotodinamica
(photodynamic therapy [PDT]) contra el cancer

Gabriela Victoria Roblero-Bartolon y Eva Ramon-Gallegos™
Laboratorio de Citopatologia Ambiental, Departamento de Morfologia, Escuela Nacional de Ciencias Bioldgicas-IPN, Campus Zacatenco, Unidad Profesional
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Resumen

La nanotecnologia es un campo interdisciplinario prometedor en el desarrollo de mejores métodos de diagndstico y tratamiento
en diferentes enfermedades, entre ellas el cancer. Debido a las propiedades opticas, magnéticas y estructurales de las NP,
se ha propuesto su uso en el desarrollo de tratamientos no convencionales contra el cancer, como la PDT En la PDT se
utiliza un agente fotosensibilizador (PS) que se acumula en las células tumorales y causa la muerte de las células malignas
después de la irradiacion con luz a una determinada longitud de onda. Sin embargo, el uso de la PDT presenta diferentes
problemas en su aplicacion debido a las caracteristicas de hidrofobicidad de los PS que dificultan la administracion y eficiencia
del tratamiento, razon por la cual se propone el uso de NP como vehiculos de transporte y su acoplamiento a PS para
optimizar la aplicacion del tratamiento. En esta revision se describe el uso de las NP en la PDT en el tratamiento contra el
cancer, sus caracteristicas y su mecanismo de accion molecular al ser acopladas a un PS.

PALABRAS CLAVE: Nanoparticulas. Terapia fotodindmica. Cancer.

Abstract

Nanotechnology is a promising interdisciplinary field for developing improved methods of diagnosis and treatment of different
diseases, including cancer. Give their optical, magnetic, and structural property, the nanoparticles have been proposed to be
use in the development of unconventional treatments for cancer such as photodynamic therapy (PDT). In PDT, a photosensitizing
agent is used that accumulates in tumor cells, generating reactive oxygen species that causes the death of malignant cells
after irradiation with light at a particular wavelength. However, the use of PDT presents different problems in its application
due to the characteristics of hydrophobicity of the photosensitizers, which hinder the efficiency of administration and treatment.
It is here where the use of nanoparticles is proposed as a delivery vehicle to optimize treatment application. In this review
we describe the use of nanoparticles coupled to PDT in the treatment of cancer and its molecular mechanism of action.
(Gac Med Mex. 2015;151:85-98)
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Tabla 1. Medicamentos aprobados contra el cancer utilizando nanotransportadores

Nombre comercial/compuesto  Fabricante Nanotransportador Indicacién

Abraxane/paclitaxel Abraxis AlbUmina unida a paclitaxel ~ Céncer de mama metastasico®
Biosciences

DaunoXome/daunorrubicina Diatos Liposoma Sarcoma de Kaposi®
(Francia)

Doxil/Caelyx/doxorubicina Ortho Biotech  Liposoma Sarcoma de Kaposi, cancer de mama

Myoset/doxorubicina Cephalon

(Europa)

Adaptado de Jain” y Yu, et al 8.

Aplicacién de la nanotecnologia
en la biomedicina

El desarrollo de la nanotecnologia comenzo a inicios
de la década pasada; los estudios realizados propo-
nen una explicacion de las interacciones entre las NP
y los sistemas bioldgicos, para comprobar su aplica-
cion en la biomedicina’. Existen diferentes trabajos
que sugieren que las NP pueden ser utilizadas como
distribuidores de farmacos para incrementar la res-
puesta a terapias con compuestos anticancerigenos3.
Una definicion de nanotecnologia podria ser la creacion
y utilizacién de materiales o sistemas cuyas dimensio-
nes se encuentran en la escala de nanometros en el
intervalo de 0.1-100 nm*, aunque hay excepciones,
como los liposomas.

La sintesis de las NP ofrece la posibilidad de mani-
pular aquellas de sus propiedades fisicas y quimicas
necesarias para lograr el objetivo de disefiar molécu-
las que proporcionen una interaccion biologica alta-
mente especifica. Estas presentan una variedad de
formulaciones para diversas aplicaciones, teniendo
ventajas sobre otras moléculas de farmacos en estu-
dios in vivo'. En la actualidad, las NP se han utilizado
como vehiculos para transportar compuestos directa-
mente a los tejidos cancerosos porque logran atrave-
sar las membranas de células endoteliales, vasculares
y tumorales®.

La nanotecnologfa permite una administracion mas
eficaz de farmacos contra el cancer, pero la aproba-
cién de los nanofarmacos en el mercado es lenta.
Hasta la fecha, existen diferentes tipos de farmacos
aprobados por la Administracion de Medicamentos y
Alimentos (Food and Drug Administration [FDA]), como

Liposoma no pegilado

recurrente, cancer de ovario'™

Terapia combinada contra cancer de mama
recurrente y cancer de ovario'"

Doxil®, que es una formulacién de liposomas con
doxorubicina aprobada en 1995 para el tratamiento del
sarcoma de Kaposi e indicada para el tratamiento
del cancer de mama y de ovario®, o Abraxane®, un
conjugado de albumina unida a paclitaxel aprobado en
2005 para el tratamiento del cancer de mama metas-
tasico’. En la tabla 1 se presentan algunos fabricantes
qgue producen farmacos acoplados a NP que estan
aprobados en tratamientos contra el cancer hasta el
ano 2010. Hasta la fecha, la integracion de la nano-
tecnologia con la biologia molecular y la medicina se
ha traducido en el desarrollo activo de una nueva area
de investigacion conocida como nanobiotecnologia?.

Las formulaciones de un nanotransportador estan
disefiadas para reducir el tiempo de eliminacion de los
farmacos y proporcionar la proteccion de los agentes
de degradacién enzimatica o del medio ambiente*'2.
La nanobiotecnologia estd empezando a cambiar la
escala y el método de entrega del farmaco, y tiene un
gran valor para la investigacion de tratamientos contra
el cancer®, que en los Ultimos afos se han centrado
en el desarrollo de vehiculos moleculares que sirvan
como agentes anticancerigenos'®.

La topologia de una NP consiste en un nucleo, el
revestimiento y la superficie con grupos funcionales.
El uso de NP en la terapia del cancer muestra una
farmacocinética Unica; las NP se internalizan y estabi-
lizan réapidamente'. Debido a las diferentes aplicacio-
nes que han demostrado las NP, existen formulaciones
acopladas a farmacos aprobadas para uso clinico que
son utilizadas como nanoacarreadores' (Tabla 1).

El objetivo de esta revision es analizar aquellos tra-
bajos que, utilizando NP acopladas a PS, manifiesten
mejorar la eficiencia de la PDT en estudios realizados
in vivo e in vitro contra el cancer.



G.V. Roblero-Bartolon, E. Ramén-Gallegos: Nanoparticulas y terapia fotodinamica

PS
PS

PS,:
@

Reaccion tipo Ill

4
d

T¢ PS,

Reaccioén tipo |

Reaccion tipo Il

Figura 1. Diagrama de Jablonsky modificado para explicar los mecanismos de respuesta biolégica celular producidos por PS después
de la irradiacion con luz a una longitud de onda especifica. Procesos fotofisicos: absorcion (a), fluorescencia (b), conversion interna (c),
cruzamiento intersistema (d), fosforescencia (e), formacidn de especies reactivas de oxigeno (f), reaccidn del PS en estado triplete (T1%)

con biomoléculas e independiente de oxigeno (g).

NP en la PDT

La PDT es una tecnologia médica, aprobada por la
FDA, que usa laseres para activar farmacos fotosen-
sibles para tratar el cancer y otras enfermedades por
un medio no quirdrgico y de minima invasividad. Las
enfermedades que se pueden tratar deben estar en
sitios accesibles a la luz, tales como el esoéfago, la piel,
el estébmago, la vagina, el cuello del Utero, etc.™. Sin
embargo, recientemente, gracias al desarrollo de fi-
bras dpticas, su uso se ha extendido a 6rganos inter-
nos como el cerebro, el ovario y el higado, entre
otros.

La PDT requiere tres componentes: una sustancia
quimica fotosensible llamada PS, una fuente de luz
(lampara, laser, diodo emisor de luz [LED]) y oxi-
geno molecular (O,) intracelular; la interaccion
energética de estos tres elementos indispensables
en la PDT se detalla en el diagrama de Jablonski'”
(Fig. 1). EI PS en su estado electrénico basal, que
se encuentra en estado singulete (PS ), al absorber

luz de una longitud de onda apropiada (a), alcanza
un primer estado singulete excitado de vida corta
(PS,"). EI PS excitado puede regresar a su estado
basal (PS,) al emitir la energia absorbida como fluo-
rescencia (b) o por conversion interna (c). Alternativa-
mente el PS excitado (PS,*) puede cambiar a un primer
estado excitado de triplete (T,*) mediante un proceso
conocido como cruzamiento intersistema (d). Esta
es una transicion prohibida (spin forbidden); sin em-
bargo, un buen PS alcanza un alto rendimiento de
estos estados a la denominada capacidad de quan-
tum. El estado T,* tiene una vida media suficiente-
mente larga para tomar parte en las siguientes tres
reacciones quimicas (f), por lo que la accion fotodi-
namica en su mayoria es mediada por el PS en este
estado energético:

- Reaccion tipo I: el T, puede transferir un elec-
tron a un sustrato A (agua o biomolécula) o sus-
traer un atomo de hidrégeno de un sustrato AH,
para generar radicales libres peroxidos y supe-
roxidos.
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Tabla 2. PS conjugados a NP

PS Tipos de NP acopladas Abs (nm)

PpIX NP de silice mesoporoso® 630
NP de silice®®

Hematoporfirina NP de poliacrilamida®” 630

Acido 5-aminolevulinico Conjugado con AuNP%*® 630
Alginato y acido folico modificado con NP de quitosan®®

mTHPC NP de silice®, micelas* 652

BChl-a NP de PLGA*! 740

Ceb NP de glicol-quitosan?? 690

Ftalocianinas Pc-4 AuNP*®, liposomas* 680

PEG-PCL NP de micelas*®, NP de silice*®

NP de PLGA*48

Ftalocianinas de zinc CdTe QD*50

BChl-a: bacterioclorofila-a; Ce6: clorina e6; PEG-PCL: polietilenglicol-poli-e-capro-lactona.

- Reaccidn tipo II: se transfiere la energia de exci-
tacion electronica al oxigeno molecular en estado
normal de triplete (°0,) presente en el tejido, dan-
do lugar al oxigeno singulete ('0,), el cual es
altamente reactivo y citotéxico.

- Reaccidn tipo Ill: consiste en reaccionar directa-
mente con biomoléculas por una via independiente
de oxigeno.

La reaccion tipo Il parece tener un papel central en
la citotoxidad fotodinamica por la interaccion de alta
eficiencia del 'O, con diferentes moléculas biolégicas.
Las tres reacciones pueden ocurrir simultdneamente y
en competencia para generar muerte celular, pero la
relacion entre ellas depende del tipo de PS y la natu-
raleza de las moléculas del sustrato con las que inte-
ractlian los productos de las reacciones'® 9.

EI PS en su estado triplete (T,*) puede también re-
gresar a su estado basal (PS)) al emitir un foton (fos-
forescencia) (e). Finalmente es degradado por la luz;
este proceso es conocido como fotoblangueamiento™.

La aplicacion clinica de la PDT se lleva a cabo de
la siguiente manera:

- Se administra el farmaco fotosensibilizante al

paciente por via tépica o sistémica.

- Se espera un tiempo para que el farmaco fotosen-
sibilizante se acumule selectivamente en las cé-
lulas tumorales o afectadas por otra enfermedad.
Aqui también se puede medir la fluorescencia.

- Se introduce una fibra 6ptica en la cavidad del
paciente para llevar la luz al tumor.

- Se irradia el tumor de forma localizada con un

sistema laser u otra fuente de luz®.

La PDT tiene un costo relativamente bajo, es no in-
vasiva, se puede aplicar a nivel local y no se observan
efectos secundarios severos. Las limitaciones del mé-
todo estén relacionadas con la distribucién del PS'y la
irradiacion local y profunda del tejido, debido a que
las longitudes de onda de luz no penetran lo suficiente
dentro del tejido'®?!. Hasta la fecha, los PS disponibles
en el mercado tienen caracteristicas especificas que
pueden beneficiar a los pacientes, pero ninguno es
totalmente satisfactorio.

En general, los principales inconvenientes de los PS
son: vida media corta dentro del tejido; retencion par-
cial en el tejido normal, son dificiles de sintetizar y
poco estables; sin embargo, no son mutagénicos y son
minimamente alergénicos, de facil reconstitucion y ren-
tables??. A pesar de estos inconvenientes, el éxito cli-
nico es posible. La nanotecnologia ofrece muchas
ventajas para optimizar la administracion de los PS
mejorando la PDT?3, donde las NP se pueden emplear
como: PS, portadoras de moléculas fotosensibilizan-
tes, esqueletos para fotosensibilizar las moléculas y
acarreadores con multiples funciones®2°,

Las NP tienen el potencial de mejorar la PDT mas
alla de sus limitaciones actuales®'. Hay muchas ma-
neras de modificar los PS: por ejemplo, acoplando-
los con agentes de entrega dentro de liposomas?,
micelas?-3°, NP de ceramica3', nanoparticulas de
oro (AuNP)® y NP de polimeros®. En la tabla 2 se
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Figura 2. Numero de publicaciones realizadas en el drea de las NP y la PDT.

presentan los PS que han sido conjugados a distintos
tipos de NP, asi como la longitud de onda de absor-
cién maxima de cada PS, mostrando que se encuentra
dentro del espectro de absorcion de luz visible, me-
jorando la eficiencia de excitacion de cada PS. La
ventaja de usar NP es que el PS se entrega al sitio
del tumor de una manera mas selectiva y con baja
toxicidad, lo cual hace muy poco dafio a los tejidos
normales’34,

Los primeros estudios en el area de las NP aco-
pladas a los PS se iniciaron en 1991; para esta re-
vision se han examinado las publicaciones realiza-
das en el area en diferentes bases de datos
latinoamericanas como BIREME®!, LILAC®? y SCIE-
LO®, en bases de datos europeas como SCOPUS%
y SCIENCEDIRECT®, y finalmente dentro del siste-
ma de PubMed®®. Se han encontrado 514 articulos
originales publicados hasta el primer trimestre del
afio 2014; realizando una busqueda del numero de
patentes en la base de datos USPTO con las pala-
bras clave nanoparticulas y terapia fotodindmica se
encontraron 196 patentes registradas hasta la fecha®.
En la figura 2 se presenta la grafica del numero de
publicaciones por afo.

Los primeros trabajos fueron publicados por dos
grupos, uno de ellos el de Brasseur, et al., en 1991,
que utilizé el PS hematoporfirina acoplado a NP
organicas de polialquilcianoacrilato; el conjugado
demostrd una facil liberacion del PS a partir de la
formulacién®’.

El numero de publicaciones, sin embargo, no se
incrementd significativamente hasta el afio 2003, cuan-
do de manera simultanea comenzaron las patentes de
diferentes NP acopladas a PS; se habia descrito el
mecanismo de sintesis y algunas pruebas in vitro. En-
tre estos trabajos se encuentran los de Konan, et al.
(2003) empleando el PS meso-tetra (4-hidroxifenilo)
porfirina unido a NP con poli(D,L-4cido lactico co-gli-
célico) (PLGA) usando la técnica de emulsificacion-di-
fusion®. La fototoxicidad fue evaluada en la linea ce-
lular de cancer de mama EMT-6 y se encontré mas
efecto citotoxico con las NP a bajas concentraciones
del PS que cuando éste se administré solo en la linea
celular®®.

Otro tipo de NP patentadas en 2003 fueron las ela-
boradas por el grupo de Prasad, con NP de ceramica
que servirfan como acarreadores de PS®. Continuaron
otros trabajos, como el de Ricci-Junior, et al., que en
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Tabla 3. Clasificacion de las NP usadas en la PDT

NP pasivas

Biodegradables Principalmente

PLA 'y PLGA biodegradacion

No biodegradables  Ceramica (silice)

Matriz sélida/capsulas que contienen PS de liberacion controlada a través de la

El PS es adsorbido/unido covalentemente a una superficie porosa; ademas se utiliza

para la coencapsulacion de dos fotones

Oro NP de 5 nm que actian como portadores unicamente

Oxido de hierro
Poliacrilamida

NP activas

Transporta los farmacos directamente o coencapsulado en las micelas

Encapsula dos fotones de un colorante por la microemulsion

PS QD
Autoiluminado BaFBr:Eu*, Mn*

Conversion
ascendente

NaYF,:Yb,Er/Tm

2006 propusieron la sintesis de nanocépsulas que
contenian zinc acopladas a ftalocianinas recubiertas
con PLGA con un diametro de 265 nm, las cuales
generaron un 60% de muerte celular después de la
PDT en la linea celular P388D1, macréfagos muri-
nos3348, Otros tipos de PS acoplados a NP se mues-
tran en la tabla 2.

NP desarrolladas para la aplicacion
de la PDT

Dado que la eficacia de la PDT es atribuida a la
produccién del oxigeno singulete ('0,) utilizando NP
se pueden seguir dos estrategias para lograr este
objetivo: con NP biodegradables que liberan los PS o
con NP no biodegradables en cuyo caso no es nece-
sario liberarlos'. En una revisién de Konan, et al. se
dividen los procesos de entrega del PS en base pasi-
va y activa de acuerdo con la presencia o ausencia
de la molécula blanco en la superficie de la célula
blanco®’. Sin embargo, esta definicion no considera
el papel desempefiado por las NP en el proceso de
la PDT.

El uso de las NP como portadoras tiene un papel
importante como intermediario activo en el proceso
de activacion fotodinamica. Hasta la fecha, ha sur-
gido una nueva clasificacion por su funcion; las NP
pueden dividirse en dos clases: como portadoras
pasivas o activas para la excitacion del PS. Como
portadoras pasivas pueden ser subclasificadas

Las NP transfieren energia de la luz incidente directamente al oxigeno circundante
Centelleo (con persistencia luminosa), la excitacion de los rayos X activa al PS unido

Transduce la luz de baja energia con las emisiones de energia, activa al PS asociado

segun la composicion del material en biodegradables
y no biodegradables (por ejemplo, NP ceramicas y
metélicas); y se denominan activas por el mecanis-
mo de activacién en la terapia que favorece el pro-
ceso de excitacion del PS®. En la tabla 3 se muestra
la clasificacion de las NP que han sido utilizadas
en la PDT.

Dentro de las NP acopladas a PS que se encuentran
actualmente en fases preclinicas, estan por ejemplo
las formulaciones de meta-tetrahidroxifenilclorina
(mTHPC) cubierta con liposomas de Foslip®. Sin em-
bargo, diversos estudios han reportado efectos secun-
darios de Foslip®, como taquipnea, salivacion y excita-
cién®, dafio reducido en tejidos sanos®8%, selectividad
del tumor®® y alta absorcion en la piel®’. Se ha evalua-
do el uso potencial de una formulacién liposomal de
Foslip® en un modelo de ratén para la recurrencia local
del cancer de mama®®. Los datos muestran que Foslip®
es un PS muy satisfactorio para la PDT, con eficacia
prometedora, selectividad mejorada y efectos secun-
darios reducidos. Son necesarios mas estudios para
su desarrollo y la optimizacion de la formulacion de
liposomas para la PDT.

La ftalocianina de silice 4 (Pc-4) se ha probado cli-
nicamente®. Es uno de los PS més eficientes basado
en ftalocianinas y ha demostrado una alta actividad
fotodinamica. Sin embargo, es un agente hidrofobo
que es insoluble y tiene una tendencia a agregarse
en soluciones acuosas que reducen su actividad
fotodinamica®. Se ha incorporado en NP de silice
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porosas (Pc-4SNP) logrando mejorar su solubilidad,
estabilidad, entrega del PS a las células A375 de
melanoma y mostrando un incremento en la activi-
dad fotodinamica en comparacion con la ftalocianina
libre*e.

Un tipo diferente de portadores de PS son las NP de
lipidos recubiertas de silice mesoporosa (MSN) encap-
suladas con el fin de mejorar la focalizacién y biocom-
patibilidad del PS en la PDT. Los resultados muestran
una mayor absorcion in vitro en células humanas de
carcinoma de mama MCF-7 en comparacion con el
agente no recubierto’. Recientemente se han realiza-
do estudios preclinicos con un nuevo tipo de PS liquido
iénico (cholinium-purpurina-18 [Chol-Pu-18]) y AuNP.
Se prepararon utilizando el PS soluble basado en un
hidréxido de purpurina y colina”” mostrando una mejor
respuesta con el conjugado al aplicar la PDT en lineas
celulares.

Estos resultados sugieren que la utilizacion de las
NP como distribuidoras de PS incrementa la respuesta
al tratamiento por la PDT. En las siguientes secciones
abordamos la aplicacion de diferentes tipos de NP
acopladas a PS que han sido probadas en estudios in
vitro e in vivo y han demostrado una mejor respuesta
que con la PDT convencional.

NP biodegradables a base
de polimeros

Las NP biodegradables estan hechas de polimeros
que se degradan liberando al PS™. Consisten en una
mezcla de polimeros de &cido lactico y acido glicoli-
co. El aumento en la velocidad de biodegradacion se
logra por el incremento de la proporcion molar de
acido glicélico en el copolimero. Konan, et al., en
2003, sintetizaron NP con un diametro de 150 nm con
una combinacion (50:50 PLGA:poli DL-l&ctico) carga-
da con un PS de segunda generacién meso-tetra
(p-hidroxifenilo) porfirina (p-THPP). En este estudio
encontraron que los efectos de la PDT utilizando el
conjugado de NP con p-THPP generé el 95% de la
muerte celular?’. Sin embargo, aun no hay reportes
de estudios in vivo acerca del uso de las NP biode-
gradables.

Se debe considerar que la fotoactividad in vitro de-
pende principalmente de las propiedades fotoquimi-
cas y penetrantes de las NP cargadas con el PS en
las células, mientras que la actividad in vivo se rige
por diferentes factores, como la farmacocinética y dis-
tribucion tisular de las NP, las cuales son afectadas
por los componentes del tejido’.

NP no biodegradables
a base de polimeros para la PDT

La utilizacion de NP no biodegradables presenta
muchas ventajas. La principal es que no se necesita
tiempo para la biodegradacion de las NP; el PS esta
protegido del medio ambiente por las NP, que sirven
como plataformas multifuncionales y son de menor
tamano®. Los polimeros de poliacrilamida pueden ser
utilizados para la sintesis de NP no biodegradables,
pero la mayoria son a base de ceramica (silice) o
metalicas’?.

NP de ceramica

Son sistemas inorganicos de superficie porosa que
han emergido como vehiculos para farmacos con un
gran potencial; pueden estar elaborados a partir de
materiales de silice, titanio y aluminio”™74,

Los primeros sistemas de NP de silice unidas a PS
fueron sintetizados y probados por Kopelman, et al. en
2003 y por Gary-Bobo, et al. en 20117576, Utilizaron NP
de silice mesoporosa (MSN) acopladas al PS 5-p-ami-
nofenilo-10,15,20-sulfonatofenilo-porfirina; este conju-
gado estuvo acoplado al ligando de galactosa y al
farmaco camptotecina (CPT). El efecto fotodinamico
se evaluo en lineas celulares de cancer de colon HCT-
116, de mama MDA-MB-231 y de pancreas Capan-1;
se encontré un porcentaje de muerte celular del 73 'y
el 79% en las células del cancer de colon y mama,
respectivamente, y en las del cancer de pancreas se
observé una muerte del 100% después de la PDT?’.
Por microscopia confocal se evalud la localizacion del
conjugado en los lisosomas de las células’®’’. Prasad,
et al. encapsularon en una matriz de silice el PS 2-de-
vinilo-2-(1-hexiloxietilo) pirofeoférbido (HPPH), un PS
que se encuentra actualmente en ensayos clinicos de
fase | y Il. Los experimentos in vitro mostraron que el
conjugado inducfa un porcentaje de muerte celular del
60% después de la PDT,

Quantum dots (QD)

Los QD fueron identificados en la década de
1980 vy su sintesis se logrd reproducir a princi-
pios de la de 1990. En la actualidad se les ha en-
contrado mudltiples aplicaciones como celdas sola-
res, LED y agentes de imagen y diagnostico. Ademas,
por sus caracteristicas, Bakalova, et al. en 2004 su-
girieron que podrian utilizarse como posibles PS en
la PDT78,
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Debido a que muestran amplios espectros de absor-
cién, se ha sugerido que la conjugacion de éstos a los
PS podria proporcionar mayor flexibilidad para utilizar
diferentes longitudes de onda de excitacion para ac-
tivar al PS. Sin embargo, la mayoria de estos comple-
jos no son solubles en agua y aun no se han demos-
trado las propiedades de biocompatibilidad vy
biodisponibilidad de estos compuestos, por lo cual no
podrian ser optimos para entornos bioldgicos’.

NP magnéticas

Estan elaboradas a partir de dxido de hierro u otros
compuestos superparamagnéticos. Hay dos tipos de
oxido de hierro que han sido investigados principal-
mente para su uso en la formulacion de NP magnéti-
cas: maghemita (y-Fe,O,) y magnetita (Fe,0,), ambos
biocompatibles, aunque el candidato mas promete-
dor es la magnetita. Generalmente estan recubiertos
con dextran, fosfolipidos u otros compuestos para
inhibir la agregacion e incrementar su estabilidad.
Sus caracteristicas magnéticas les confieren utilidad
en técnicas para obtener imagenes por resonancia
magnética®373.74,

AuNP

Las AuNP se pueden preparar faciimente, obtenién-
dose sistemas coloidales monodispersos estables con
un tamafio de entre 1y 150 nm a partir del acido te-
traclorodurico (HAuCI,)¥. Las AuNP poseen propieda-
des quimicas Unicas que les dan aplicaciones prome-
tedoras en la terapia génica y la entrega de farmacos
a células especificas. Las nanocapsulas de oro han
sido probadas en varios modelos de cancer, tanto in
vitro como in vivo’®74,

Entre otras nanoestructuras, las AuNP juegan un
papel importante en la terapia del cancer debido a que
pueden mejorar el dafio inducido por la radiacion;
producen calor durante la exposicion a los rayos UV y
radiacion cercana al infrarrojo, por lo que ofrecen la
posibilidad de destruccién de las células cancerosas
a través de la ablacion térmica; mejoran la administra-
cién de farmacos anticancerigenos que son altamente
insolubles en agua o inestables en el medio biologico;
aumentan el tiempo de vida media de farmacos y
agentes de imagen a través de la modificacion de
superficies de las NP para evitar la pérdida del farma-
co causada por la répida eliminacién y metabolismo®’.

La utilizacion de AuNP acopladas a PS fue pro-
puesta por primera vez por Russell, et al., en 2002,

mostrando un claro aumento en el rendimiento cuan-
tico del '0,, atribuido al metal por una mayor fluores-
cencia®. Se han empleado otros PS como porfirinas,
clorinas, protoporfirina IX (PplX)-ALA. Una caracteris-
tica atractiva de este enfoque es que las AuNP no son
toxicas y ya se utilizan en la terapia. Por lo tanto, se
puede esperar que la aprobacion y aplicacion clinica
al final sean mas faciles de conseguir?'.

En 2008, Cheng, et al. desarrollaron un conjunto
integrado por AuNP, polietilenglicol (PEG) y ftalocia-
nina-4 (Pc-4), para la administracion in vivo de féar-
macos en la PDT8. Cuando el PS Pc-4 se inyecta in
vivo en la PDT, tarda uno o dos dfas hasta que se
acumula en el sitio del tumor. Utilizando el conjuga-
do de NP se redujo el tiempo de acumulacion en el
tumor a 2 h348283,

En 2011, Cheng, et al. evaluaron la eficiencia del
conjugado de AuNP con ftalocianinas en ratones y
demostraron un sistema de liberacion rapida del far-
maco y penetracion en tumores en cuestion de horas.
La farmacocinética de los conjugados en un periodo
de prueba de siete dias demostré una excrecion ra-
pida del farmaco, verificada a través de la fluorescen-
cia de éste en la orina. Este estudio sugiere que la
entrega no covalente a través de AuNP ofrece un
enfoque atractivo para los farmacos contra el cancer
para penetrar profundamente en el centro de los tu-
mores®,

Este trabajo muestra el potencial de la PDT como
diagndstico utilizando conjugado de AuNP con fta-
locianinas en ratones. El sistema mostré una ver-
satilidad unica, ya que permitié la administracion
de farmacos, el control cuantitativo del proceso de
entrega y la terapia del cancer. Sin embargo, en el
estudio las imagenes de fluorescencia de los tu-
mores en los ratones mostraron la localizacion del
conjugado no solo en el tumor, sino también en
otras areas. Estos tipos de sistemas de adminis-
tracion pueden ser mejorados, por ejemplo, con
anticuerpos monoclonales con especificidad por los
receptores-ligandos para el sitio del tumor. Utilizan-
do este sistema de NP acopladas a PS en el futuro el
proceso de entrega de farmacos podria ser facil-
mente controlado y cuantificado®.

En la tabla 4 se presentan diferentes modelos de
estudios de aplicacion de la PDT con PS acoplados
a NP. Se muestran los principales resultados de
estudios realizados en diferentes lineas celulares de
cancer (in vitro). La mayoria de estos estudios su-
gieren que existe un porcentaje de muerte celular
igual o superior al 90% después de haber recibido
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Tabla 4. Modelos de estudio de aplicacion de la PDT con PS acoplados a NP

PS

NP

Modelo de estudio

Porcentaje de Dosis de luz

muerte celular

In vitro

Fotofirina® Complejos de micelas Células de pulmoén A-549 88% 80 J/cm?
encapsuladas en
dendrimeros de ftalocianina
HPPH?®® NP de silice Células de colén Colon-26 95% 3.2 mW/cm?
Pc-4%6 Pc-4 encapsulada en NP Células melanoma A375 92% 25 mW/cm?
de silice B16F10
ZnPc* PCL Células de pulmon A-549 92% 100 J/cm?
PHPPS? NP de magnetita (Fe,0,) Células de colon SW480 40% 4.35 Jlom?
Meso-tetrafenilo Encapsulado con PLGA Células de glioblastoma 95% 42 mW/cm?
porpholactol®
Ce6® NP de albimina Células de cancer colorrectal ~ 90% 6 J/cm?
HT29
NP magnéticas® Células de céncer géstrico 80% 30 mW/cm?
MGC803
PpIx®t.e2 AuNP Células de CaCU Hela 92% 64.23 Jlcm?
In vivo
PS NP Modelo de estudio Modelo de estudio in vivo
in vivo
Zinc Encapsulado con PLGA Ratones atimicos con Disminucion del tamario del tumor en

Ftalocianina®

tumores implantados

comparacion con los controles después
de la PDT

Ce6® NP de albumina Ratones atimicos con Disminucién significativa del tamano del
(CeB6-HSA-NP) tumores implantados con tumor; hubo una alta acumulacién del
células HT-29 conjugado en el sitio del tumor.
Efectos secundarios con dafos al higado
Ce6* Nanorods de oro Ratones atimicos con Disminucion del tumor después de la PDT
tumores implantados seguida de la PTT. Tratamiento sinérgico
Pc-48284 AuNP Ratones atimicos con No se observaron efectos secundarios
tumores implantados con con el conjugado.
células de glioma (9L) Se encontré una disminucién del tumor y
una penetracion eficiente del farmaco en
el tumor
Ensayos clinicos
PS NP Pacientes Fase ensayo Observaciones
Pc-4% Pc-4 encapsulada en NP Pacientes con linfoma no Fase | Captura de
de silice Hodgkin en estadio I1A-IIA pacientes

PCL: poli-e-capro-lactona; PHPP: 2,7,12,18-tetrametilo-3,8-di( 1-propoxietilo)-13,17-bis-(3-hidroxipropilo)porfirina; Ce6: clorina e6; PTT: terapia fototérmica.

PDT en comparacion con los controles. Se presentan
los resultados de estudios in vivo realizados en ra-
tones atimicos con tumores implantados: se han en-
contrado efectos sorprendentes con la PDT logrando
una disminucion del tamafio de los tumores o incluso

de silice.

la ablacion del tumor en tratamientos combinados
con terapia térmica y PDT. Finalmente, se reporta el
comienzo de un ensayo clinico en pacientes con
linfoma utilizando como PS Pc-4 encapsulada en NP
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Figura 3. Desarrollo de AuNP acopladas al PS PplX en México. A: micrografia del conjugado tomada por TEM. B: espectro de absorcion
de la PplX en la linea roja y espectro de absorcion del conjugado en la azul. C: tratamiento con PDT en células HeLa con PplX y con el
conjugado. D: colocalizacién del conjugado en las células HelLa (imdgenes tomadas con permiso de los autores)’’.

Desarrollo de NP acopladas
a PS en México

En México existen varias instituciones adscritas a
diferentes centros de investigacién que trabajan con
nanotecnologia y nanociencia. Diferentes grupos estan
en desarrollando NP acopladas a PS para la PDT. El
primer trabajo publicado en México de NP combina-
das con la PDT lo realiz6 nuestro grupo de trabajo:
probamos que el uso de la PDT acoplada a AuNP in-
crementaba el porcentaje de muerte celular en células
de carcinoma cervicouterino C33-A del 50% con PDT
convencional al 70% con PDT utilizando el conjugado
de NP%.%,

Se caracterizaron estas NP y se determiné la difusi-
vidad térmica por espectroscopia de lente térmica
(TLS) del PS, la PplX, en solucién mezclada con AuNP
a diferentes concentraciones. Los resultados mostra-
ron que este valor aumentaba proporcionalmente con
la concentracion de las NP debido a la fuerte interac-
cion electrostatica entre la PplX'y las NP, favoreciendo
el aumento de la intensidad del pico de absorcion de
luz, asf como la transferencia de calor entre el PSy las
NP?. Esto se demostrd en medios de cultivo que con-
tenfan AuNP, en los cuales increment6 la difusividad
térmica en comparacion con el control®,

Por otro lado, la evaluacion del tiempo de relajacion
no radiactiva (NRRT) in vitro de la PpIX en combinacion
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con AuNP se realizd con espectroscopia fotoacustica
(PAS), encontrando un valor de la sefial NRRT de la
PpIX con AuNP mayor al valor medio de la PplX es-
tandar. Se demostré que el tiempo de relajacion con-
cordaba con la vida util del estado triplete de las
porfirinas usadas en la PDT%. Ademas, se observo un
pico de absorcién maxima a 404 nm en un rango de
frecuencia de 17-80 Hz%. Esto llevd a proponer la
sintesis de AuNP acopladas a PplX, un conjugado
llamado AuNP-PplX por el método de coloides mono-
dispersos de Maldonado, et al. En 2010%', se obtuvie-
ron NP con un diametro de 25 nm caracterizadas por
microscopia electrénica de transmision (TEM)91.100
(Fig. 3 A). Se encontr6 que la PplX tenfa un pico de
absorcion a 409 nm y uno secundario a 550 nm, mien-
tras que el conjugado presentaba un pico ancho prin-
cipal a 409 nm y uno secundario a 620 nm'® (Fig. 3
B), caracteristica muy deseable en todos los nanobio-
sistemas disefiados para una futura aplicacion en el
diagnastico del cancer.

Al aplicar la PDT en las células de cancer cervicou-
terino (Hela) se encontré que habfa un incremento
significativo de la efectividad utilizando el conjugado
como PS, en comparacion con la efectividad obtenida
al aplicar la PDT clésica (con PplX) (Fig. 3 C). En las
células Hela al aplicar la PDT con PpIX + NP se ob-
tuvo una mayor efectividad (45% de mortalidad) con
respecto al tratamiento con la PDT clésica (27% de
mortalidad), pero al emplear el conjugado como PS se
alcanzd una muerte celular del 91%°1.

En 2012, Roblero-Bartoldn, et al. demostraron que
las AuNP-PpIX se acumulan en el nucleo vy el cito-
plasma de las células Hela, y no tienen afinidad por
la mitocondria’™!. En la figura 3 D se muestra la
fluorescencia que indica la localizacion intracelular
del conjugado en células Hel.a por microscopia con-
focal. Nuestro grupo se ha integrado de forma inter-
disciplinaria en el disefio, sintesis y caracterizacion
de AuNP acopladas a la PplX. Por otro lado, Eshghi,
et al., en 2013, publicaron la sintesis de un conjuga-
do semejante al nuestro, de AuNP acopladas a PplIX
(GNP), pero de un diametro de 7 nm. Encontraron
que el conjugado tenfa un pico de absorcion de 630
nm y alta eficiencia para la producciéon de ROS. El
GNP demostré ser un eficiente PS para la PDT en la
linea celular Hela. El efecto de la toxicidad inducida
por el conjugado fue comparado con los experi-
mentos control, y se encontrd un porcentaje de
muerte celular del 92% en las lineas tratadas, lo
que sugiere que el conjugado de PplIX-GNP es un
excelente candidato para la PDT®2. Esto indica el

potencial que tienen los nanoconjugados de oro y PS
en la optimizacion de la PDT.

Otro grupo de trabajo en México se encuentra en
la Universidad Auténoma Metropolitana (UAM) y esta
dirigido por la Dra. Tessy Lopez. Este grupo ha pu-
blicado la sintesis de NP de dioxido de titanio (TiO,)
acopladas con el PS zinc-ftalocianina (ZnPc). El con-
jugado fue estable a temperaturas altas de 250 °C, y
el efecto fotodinamico se prob6 en cuatro lineas ce-
lulares: células epiteliales de mono (Vero), células de
carcinoma hepatocelular humano (HepG2), células
de leucemia aguda monocitica (THP-1) y células de
un cultivo primario de fibroblastos derivados de hu-
mano (HDF). Demostraron que el conjugado se loca-
lizaba preferentemente en los organulos como las
mitocondrias y los lisosomas, lo cual podria sugerir
el mecanismo de muerte celular por apoptosis des-
pués de la PDT. Ademés, en este trabajo se encontrd
que la linea celular HepG2 fue sensible a la PDT,
induciéndose un porcentaje de muerte celular de
hasta el 90%'%2,

Conclusiones y perspectivas

Es importante observar que en los ultimos 35 afos
miles de pacientes han sido tratados con la PDT en el
mundo. El uso de esta terapia ha ido en aumento,
pero, aunque podemos observar que la PDT para en-
fermedades como la degeneracion macular, el cancer
de piel y el es6fago de Barret ya esta bien establecida
y aprobada por la FDA, a nivel internacional su uso
aun resulta marginal. Esto puede deberse en parte a
los siguiente factores relacionados con los PS: la ca-
pacidad de absorcion de luz se encuentra en las re-
giones espectrales visibles por debajo de 600 nm, lo
cual obstaculiza la penetracion en los tejidos; la pre-
paracion de formulaciones que permitan la administra-
cion parenteral es compleja debido a que la mayoria
de los PS son hidréfobos, y la selectividad para la
acumulacion en tejidos enfermos a menudo no es su-
ficiente para el uso clinico. Esto dificulta la aceptacion
de la PDT, porque es una terapia personalizada, es
decir, dependiendo del tipo de tumor se tienen que
ajustar variables como tipo y dosis del PS, longitud de
onda a irradiar, tipo de tejido (si estd mas o menos
irrigado), intervalo de tiempo entre la administracion
del PS y la irradiacion (intervalo farmaco-luz) y con-
centracion de oxigeno en el tejido a tratar. Por todo
esto, las NP ofrecen soluciones para mejorar la apli-
cacion de la PDT, favorecen las propiedades de los
PS confiriéndoles propiedades de caracter hidrdfilo y
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el tamafio apropiado para la orientacion a los tejidos
tumorales, aumentando la permeabilidad, el efecto de
retencion y la especificidad, esta Ultima con el uso de
biomarcadores como anticuerpos y péptidos. Ademas,
permiten la activacion de luz de baja energia, lo cual
permitiria penetrar en los tejidos.

Las propiedades fisicas y quimicas de las NP las
convierten en una herramienta Util en terapias contra
el cancer. Varios investigadores se han centrado en
buscar estrategias para incrementar la eficiencia de
la PDT, y las NP ofrecen esa posibilidad, ya que se
ha visto que existe una transferencia energética entre
las NP y el PS siempre y cuando ambos se encuen-
tren a una distancia menor o igual a 10 nm. Para este
fin se han empleado NP de ZnO, Auy Fe,O,, y PS,
principalmente porfirinas y ftalocianinas. Algunas
ventajas que ofrece el uso de las NP en la PDT es
que se evita la dispersion del PS remanente hacia
otras partes del cuerpo, disminuyendo la fotosensibi-
lidad; otra ventaja es que aumenta la capacidad de
quantum del PS utilizado, incrementando la eficiencia
de la terapia.

La aplicacion de la PDT utilizando conjugados de
NP con PS ayuda a mejorar significativamente la efi-
ciencia de dicha terapia. Estos resultados son alenta-
dores y nos llevan a la busqueda de aquellos aspectos
que hagan posible incrementar ain mas la efectividad
de la terapia hasta lograr el 100% de eliminacion de
células cancerosas, asi como a mejorar la PDT como
método de diagndstico, de tal manera que permita
detectar el cancer en etapas tempranas de la enfer-
medad para mejorar las expectativas del paciente.
Para ello es necesario realizar mas estudios para ase-
gurar que no existan efectos secundarios adversos
que no hayan sido reportados hasta la fecha en los
modelos in vivo.

La PDT ha sido adoptada como una terapia emer-
gente para algunas enfermedades en EE.UU., la Co-
munidad Europea, Inglaterra, Canad4, Rusia, Japén,
Corea del Sur y paises de América Latina como Brasil,
Argentina, Chile, México, Venezuela, San José, Costa
Rica, Guatemala, Honduras, Nicaragua, Panama, Re-
publica Dominicana, El Salvador y Trinidad y Tobago.
Consideramos que la PDT combinada con la nanotec-
nologfa pronto estara al alcance de todos como una
terapia establecida mas que experimental.
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