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Resumen

La terapia fototermal plasmónica es una técnica relativamente nueva que aprovecha las

propiedades ópticas únicas de nanoestructuras metálicas como las nanobarras de oro para

inducir calor localizado en células principalmente tumorales bajo irradiación láser, y aśı,

estimular su muerte v́ıa apoptosis. Este estudio, enmarcado dentro del proyecto ”Terapia

fototermal plasmónica basada en nanoestructuras de oro como tratamiento terapéutico de

adenocarcinoma gástrico evaluado en un modelo in silico y un modelo ex vivo”, evaluó la

respuesta de células gástricas tumorales de la ĺınea AGS a las nanobarras de oro que fueron

internalizadas en ellas. Las nanobarras de oro se sintetizaron por métodos verdes mediante

una metodoloǵıa h́ıbrida que usó el extracto etanólico de la guayaba agria (Psidium guineen-

se) como agente reductor, y que permitió establecer un protocolo de śıntesis que dio como

resultado la obtención de nanobarras con relación de aspecto de 4 y un espectro de onda re-

sonante longitudinal en la región del infrarrojo cercano, alrededor de 827 nm. Seguidamente,

las células tumorales fueron tratadas con estas nanobarras y posteriormente irradiadas con

un láser de 840 nm para aśı generar el efecto fototermal plasmónico. Los resultados obtenidos

demostraron que las nanobarras de oro de śıntesis verde internalizadas en las células gástricas

tumorales pudieron generar un efecto fototermal plasmónico efectivo bajo las condiciones de

irradiación láser empleadas, lo cual se tradujo en un aumento localizado de temperatura, y

por consiguiente, en un daño térmico selectivo en las células AGS.

La muerte celular por apoptosis como consecuencia de la terapia se constató mediante

citometŕıa de flujo, utilizando pruebas de potencial mitocondrial y anexina V-7AAD. Estos

análisis confirmaron que las células tratadas exhibieron una disminución en el potencial
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mitocondrial y una mayor exposición de anexina V en su membrana celular, indicativos

t́ıpicos de este tipo de muerte.

Los hallazgos de esta investigación son innovadores y presentan un panorama prometedor

en la lucha contra el cáncer, ofreciendo la posibilidad de minimizar el daño a tejidos sanos

circundantes y mejorando la eficacia de los tratamientos en tumores localizados.

Palabras clave: Terapia fototermal plasmónica, Nanobarras de oro, Śıntesis verde,

cáncer, apoptosis, citometŕıa de flujo.
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Abstract

Plasmonic photothermal therapy is a relatively new technique that takes advantage of

the unique optical properties of metallic nanostructures such as gold nanorods to induce

localized heat in mainly tumor cells under laser irradiation, and thus stimulate their death

via apoptosis. This study, framed within the project ”Plasmonic photothermal therapy based

on gold nanostructures as a therapeutic treatment for gastric adenocarcinoma evaluated in

an in silico model and an ex vivo model” evaluated the response of gastric tumor cells from

the AGS line to the gold nanorods that were internalized in them. The gold nanorods were

synthesized by green methods using a hybrid methodology that used the ethanolic extract of

sour guava (Psidium guineense) as a reducing agent, and which allowed the establishment of

a synthesis protocol that resulted in the obtaining of nanorods. with aspect ratio of 4 and a

longitudinal resonant wave spectrum in the near-infrared region, around 827 nm. Next, the

tumor cells were treated with these nanorods and subsequently irradiated with an 840 nm

laser to generate the plasmonic photothermal effect. The results obtained demonstrated that

the green synthesis gold nanorods internalized in the gastric tumor cells were able to generate

an effective plasmonic photothermal effect under the laser irradiation conditions used, which

translated into a localized increase in temperature, and consequently, in a Selective thermal

damage in AGS cells.

Apoptotic cell death as a consequence of therapy was confirmed by flow cytometry, using

mitochondrial potential and annexin V-7AAD tests. These analyzes confirmed that the trea-

ted cells exhibited a decrease in mitochondrial potential and an increased exposure of annexin

V in their cell membrane, typical indicators of this type of death.
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The findings of this research are innovative and present a promising outlook in the fight

against cancer, offering the possibility of minimizing damage to surrounding healthy tissues

and improving the effectiveness of treatments in localized tumors.

Keywords: Photothermal therapy, Gold Nanorods,, Green synthesis, cancer, apoptosis,

flow cytometry
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Caṕıtulo 1

Introducción

1.1. Descripción del Problema y Justificación

¿Cuáles son los efectos del aumento de temperatura en células gástricas tumorales pro-

ducidos por la generación de plasmones resonantes localizados en nanobarras de oro inter-

nalizadas y sintetizadas por métodos verdes?

El cáncer no es de causa unidireccional, es una mezcla de múltiples factores dentro de los

que se destaca el cambio genético que controla el crecimiento y la apoptosis celular. Según el

Ministerio de Salud Colombiano, el cáncer es considerado un problema de salubridad pública,

donde la cantidad de personas que padecen y mueren como causa de esta enfermedad va en

un constante aumento con el pasar de los años (Ministerio de Salud y Protección Social de

Colombia, 2012).

Dentro de las múltiples manifestaciones de esta afección, se encuentra el cáncer de estóma-

go, que, para el contexto nacional, es el más letal (Portillo Miño et al., 2021). Variados son

sus oŕıgenes y abarcan un gran espectro de posibilidades, donde la bacteria Helicobacter

pylori es considerada como la principal causante, pero no la única, pues otros factores como

genética, dieta, alcoholismo, tabaquismo y obesidad también son factores a tener en cuenta

(Soond Zamyatnin, 2022)

Los avances tecnológicos han puesto al servicio de la salud tratamientos cancerológicos

como son quimioterapia, radioterapia, inmunoterapia y ciruǵıas oncológicas (Sitarz et al.,

2018), pero en los últimos años un procedimiento ha llamado la atención de quienes estudian
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este campo: La Terapia Fototermal Plasmónica.

El campo de la nanotecnoloǵıa, y en particular el uso de las nanopart́ıculas metálicas, han

demostrado resultados muy prometedores en aplicaciones biomédicas (Morán, 2016), y son

parte fundamental del método anteriormente mencionado, que no sólo puede llevar a buen

término un proceso frente a la enfermedad, sino que también supone una mejoŕıa frente a las

terapias actualmente utilizadas, pues direccionan su actuar sobre la zona espećıfica y evitan,

en principio, los efectos secundarios y adversos que estas generan en todo el cuerpo (Cobley

et al., 2010).

La Terapia Fototermal Plasmónica tiene como principio conducir a hipertermia a las

células canceŕıgenas mediante la generación de plasmones resonantes localizados (LSPR)

en nanoestructuras metálicas, las cuales han sido previamente internalizadas en el sistema

con la finalidad de inducir muerte apoptótica y una posterior disminución de la zona tu-

moral (Pérez-Hernández et al., 2015). Este es un procedimiento que se debe ejecutar bajo

ciertas propiedades fundamentales, donde el establecimiento del tiempo de tratamiento, la

concentración de nanopart́ıculas a utilizar, la longitud de onda y la potencia del láser para

irradiación, determinan el éxito del mismo, pues una falla en cualquiera de los parámetros,

podŕıa conducir a la destrucción tisular v́ıa necrosis (y no por la apoptosis necesaria), em-

peorando aśı la condición inicial (Pérez-Hernández, 2016).

Para entender el comportamiento de las nanopart́ıculas de oro (más espećıficamente,

nanobarras de oro) y la funcionalidad de la irradiación de las mismas en un organismo vivo,

se hace imprescindible la comprensión primaria de dichos ambientes en un entorno in vitro.

Con tal fin, se han establecido una serie de métodos que evalúan los efectos de la irradiación

con luz láser tanto en células gástrics tumorales como en fibroblastos 3T3 con nanobarras

de oro internalizadas, disponiendo de técnicas de medición de temperatura, determinación

de v́ıa de muerte celular y seguimiento del tratamiento.

De esta forma, el proyecto busca el conocimiento y la descripción detallada de las conse-

cuencias de la internalización e irradiación de nanobarras de oro en células sanas y de la ĺınea

AGS, de modo que la comparación de los efectos bajo diferentes condiciones, permita evaluar
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y establecer conclusiones que expliquen el comportamiento celular ante un tratamiento como

el propuesto, con el objetivo de particularizar y enumerar el impacto obtenido de la experi-

mentación y los factores influyentes que deben tenerse en cuenta para una futura aplicación

in vivo. Asimismo, el estudio adquiere más relevancia al enfocarse en células estomacales,

pues son elementos que al convertirse en tumorales generan un cáncer muy agresivo y en

donde no se tiene claro aún el efecto de un tratamiento por hipertermia, y que, además, al

tratarse de un órgano interno, crea la necesidad de conocer cuáles son verdaderamente los

parámetros ópticos de irradiación para generar efectos plasmónicos que puedan aumentar la

eficiencia de la terapia.

1.2. Antecedentes y Estado del Arte

A nivel mundial, alrededor de 11 millones de casos nuevos de cáncer son detectados por

año, donde aproximadamente el 80 % se manifiesta en páıses en v́ıa de desarrollo, y alĺı,

conviven en un contexto de desigualdad social y necesidades básicas insatisfechas. Sumado

a esto, y teniendo en cuenta que cerca del 30 % de los cánceres son prevenibles, se hace

necesario el planteamiento de acciones que no sólo controlen, sino que también mitiguen,

detecten y prevengan los factores de riesgo asociados a esta enfermedad (Ministerio de Salud

y Protección Social de Colombia, 2012).

En los más de cien años que lleva investigándose el cáncer, se ha demostrado que existen

algunas condiciones y comorbilidades que aumentan las posibilidades de desarrollar neopla-

sias, destacándose el envejecimiento, consumo de tabaco y alcohol, exposición a radiaciones y

agentes qúımicos, ciertas infecciones virales y bacterianas, exceso de producción de hormonas,

antecedentes familiares y sobrepeso (Ministerio de Salud y Protección Social de Colombia,

2018), y con el paso del tiempo, en la búsqueda de soluciones ante uno de los problemas de

salud pública más preocupantes, globalmente hablando, la exploración médica y cient́ıfica

no se detiene.

Debido al impacto y las repercusiones que el cáncer trae a la sociedad, el interés sobre

el tema se expande por todo el planeta. Según plataformas como Scopus y Google Trends,
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Estados Unidos, Reino Unido, Irlanda, China y Japón son los páıses que sobresalen tanto

en t́ıtulos publicados por regiones como en búsquedas web durante los últimos 5 años. (Ver

Anexo 1. Vigilancia tecnológica). Las bases de datos registran documentos de investigación

en cáncer que datan de 1866 -11 para ese año- y su crecimiento ha sido exponecial, llegando

a un pico de 235661 publicaciones en 2022. Asimismo, considerando la multifactoriedad

del cáncer, la medicina no es el único campo de exploración, pues también se ciñe a otras

áreas del conocimiento como ingenieŕıa, ciencia de materiales, f́ısica, enfermeŕıa, bioqúımica

e inmunoloǵıa, y a su vez, los principales autores en el tema son de diversos oŕıgenes (Tabla

1.)

Autor Cantidad de publicaciones entre 2019 y 2023

Pawlik, T.M. 613

Briganti, A. 602

Shariat, S.F. 567

Karakiewicz, P.I. 457

Saad, F. 447

Curigliano, G. 400

Brenner, H. 389

Lorenz, J. 373

Baradaran, B. 346

Doki, Y. 345

Tabla 1. Principales autores de documentos relacionados con cáncer. Elaboración propia

con datos obtenidos de Scopus

Hablando espećıficamente del cáncer de estómago, recientemente se han establecido múlti-

ples causas y circunstancias que hacen de una persona más susceptible a presentar esta

condición, siendo la bacteria Helicobacter pylori la principal causante, seguido de factores

genéticos, úlceras, dieta alta en sal, obesidad, el virus Epstein-Barr, consumo de alcohol,

entre otros (Rawla Barsouk, 2019). La infección por Helicobacter pylori no sólo ha sido aso-

ciada al aumento en el riesgo de desarrollar cáncer por las lesiones causadas a nivel gástrico,
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también se ha establecido como un contribuyente en la progresión del mismo por la infla-

mación generada a partir del sistema inmune del paciente, y su posterior manifestación de

proteasas catepsinas lisosomales (Soond Zamyatnin, 2022). Entonces, teniendo en cuenta

que Helicobacter pylori está presente en aproximadamente el 60 % de la población mun-

dial (muchas veces de forma asintomátca) y en el 84 % de los diagnosticados con cáncer de

estómago (Sitarz et al., 2018), algunos investigadores han ido demostrando que, en ciertos

páıses desarrollados como Japón, la incidencia de esta bacteria ha venido disminuyendo, y

por consiguiente, está sucediendo lo mismo con el cáncer gástrico, con la salvedad de que

ésta es sólo una de las variantes de la enfermedad y que es posible desarrollarla sin necesidad

de la infección bacteriana (Abe Ushiku, 2022).

Autor Cantidad de publicaciones entre 2019 y 2023

Li, P. 169

Huang, C.M. 159

Lu,J. 159

Zheng, C.H. 146

Lin, J.X. 133

Xie, J.W. 131

Che, Q.Y. 129

Yoshikawa, T. 129

Shitara, K. 122

Wang, J.B. 117

Tabla 2. Principales autores de documentos relacionados con cáncer gástrico. Elaboración

propia con datos obtenidos de Scopus

La expresión génica ha sido estudiada como un mecanismo de detección temprana de

cáncer gástrico. Si bien existe muy poca información af́ın, el uso de biopsias analizadas

por medio de microarreglos de expresión génica, pruebas PCR e histopatoloǵıa, ha permi-

tido asociar a grupos de protéınas claudinas (CLDN1) y metaloproteinasas (MMP9) con

los cambios moleculares en la mucosa estomacal que terminan por convertir la gastritis en
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cáncer (Rivas-Ortiz et al., 2022). De igual forma, respecto al tratamiento, el cáncer es ma-

yormente contendido con quimioterapia, radioterapia, inmunoterapia, gastrectomı́a e incluso

la combinación de dos o más de estos métodos (Sitarz et al., 2018). Sin embargo, en tiempos

recientes, una nueva forma de combatir el cáncer en general ha venido haciéndose un espacio:

La Terapia Fototermal Plasmónica.

La implementación de la Terapia Fototermal Plasmónica como tratamiento contra el

cáncer tiene registros de casi 20 años, y desde ese entonces se habla de la capacidad de

absorción del infrarrojo cercano de las nanopart́ıculas metálicas y de la diferencia de aumento

de temperatura entre las células tratadas versus las no tratadas (Hirsch et al., 2003). Para

ese caso en particular, las nanopart́ıculas utilizadas fueron nanoesferas, que de hecho siguen

siendo muy populares a la fecha, pero con el paso del tiempo y debido a sus caracteŕısticas,

las nanobarras de oro fueron haciéndose un espacio en el estudio de la terapia fototermal (Lal

et al., 2008 y Bagley et al., 2013, citados en Liao et al., 2021). Aqúı, vale la pena resaltar que,

dependiendo de las condiciones de iluminación láser, las nanobarras de oro también poseen

una eficiencia de conversión fototermal (PCE) superior al 50&, valores comparables con las

nanojaulas del mismo metal, pero que están por encima de las cifras PCE que presentan las

nanoesferas (H. S. Kim & Lee, 2018).

Dentro de los estudios más recientes que involucran a las nanobarras de oro en terapia

fototermal plasmónica, se encuentra el realizado por Kang et al. (2017), en dónde se da la

aplicación de nanobarras de oro conjugadas con porfirina y trastuzumab en el tratamiento

de cáncer de seno. Aqúı, se utilizaron nanobarras con relación de aspecto de 4 (40 nm de

longitud / 10 nm de ancho), observando un aumento de temperatura que va desde los 25°C

hasta casi los 65°C mediante la irradiación con láser a una longitud de onda de 808 nm con

una potencia de 2 W/cm2 durante 12 minutos en 4 ciclos de calentamiento-enfriamiento. El

aumento de la temperatura se ve directamente relacionado con la concentración de las nano-

part́ıculas, pues a mayor concentración más efecto hipertérmico, sin embargo, y dependiendo

del linaje celular empleado, esto también repercute en la viabilidad celular, pues altas con-

centraciones de nanopart́ıculas (también en combinación con una modificación en la potencia

del láser) sugieren una reducción significativa en la misma. Tras 12 d́ıas de irradiación en un
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ambiente in vivo con células canceŕıgenas cultivadas en ratones, se logró demostrar que la

combinación de las nanobarras conjugadas en combinación con irradiación láser, disminuyen

significativamente el volumen tumoral.

Otras investigaciones de relevancia que utilizan nanobarras de oro en terapia fototermal

plasmónica indican que éstas, tienen la capacidad de inhibir los procesos invasivos y me-

tastásicos de las células canceŕıgenas (Aĺı et al., 2017), que al momento de la irradiación el

tipo de tejido es más importante que su cercańıa a la epidermis, pues en los tejidos con altos

niveles de absorción se da un mayor calentamiento (Cheong et al., 2021), y que los patrones

de muerte celular en este tratamiento dependen de qué tanto sea el aumento de la tempera-

tura, pues 6°C de diferencia (de 43°C a 49°C) incrementan sustancialmente la cantidad de

células muertas y el porcentaje de necrosis en las mismas (Zhang et al., 2018).

La aplicación de Terapia Fototermal con Nanobarras de Oro ha demostrado ser capaz

de obtener resultados positivos y esperanzadores, aunque también trae consigo algunos retos

(Taylor et al., 2022). Uno de los principales desaf́ıos frente a todo el proceso, es la biocom-

patibilidad celular de las nanobarras de oro, y en general, de todas las nanopart́ıculas que

puedan implementarse en la terapia fototermal (Xie et al., 2021). Debido a la citotoxicidad

que presentan los GNRs, originaria de su śıntesis qúımica y a los residuos de CTAB (Bromu-

ro de hexadeciltrimetilamonio) que esta genera, se hace necesaria la conjugación mediante

intercambio de ligandos y el recubrimiento de las nanobarras con elementos que le permitan

ser absorbidas por la célula de manera más “natural”, eliminando aśı su carácter dañino y,

por ende, aumentando la viabilidad celular del procedimiento (Zhao et al., 2021). Cuando se

habla del método de recubrimiento de superficie de las nanopart́ıculas, se entiende que los

materiales llamados a cumplir esta función son normalmente poĺımeros, como, por ejemplo,

la albúmina de suero bovino (BSA), que gracias a su eficacia en la reducción de toxicidad

y al impedimento que le confiere a las part́ıculas en relación a su agregación, se convierte

en la “camisa” ideal (Zhao et al., 2021). Respecto al intercambio de ligandos, se recurre a

los “tioles” para eliminar el Bromuro de Hexadeciltrimetilamonio (CTAB) que se encuentra

en la superficie de las nanopart́ıculas de oro obtenidas mediante śıntesis qúımica. Aqúı, el

polietilenglicol (PEG) puede eliminar por completo el CTAB, pero también confiere gran
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solubilidad y prevención de adhesión de protéınas no deseadas, por lo que es la molécula más

utilizada para dicho fin (Ali et al., 2017). Ambas metodoloǵıas logran resultados positivos y

aumento de la viabilidad celular.

Pero existe otra forma de obtener nanobarras de oro biocompatibles con las células, y esa

es mediante la śıntesis verde, también conocida como biośıntesis. Su obtención se da a partir

del uso de extractos vegetales, casi siempre obtenidos de cáscaras de fruta, y a diferencia de

la śıntesis qúımica, este método consigue que los GNRs muestren niveles de citotoxicidad

muy bajos, independientemente de la concentración que sea utilizada (Pechyen et al., 2021).

Con estos retos “superados”, la investigación en terapia fototermal ha ido ahondando

en otros aspectos de importancia e influyentes, como lo son la potencia de irradiación, el

tamaño de nanopart́ıculas y la concentración de las mismas, y las posibles afectaciones al

tejido sano.

En búsqueda de las condiciones óptimas para el tratamiento, los más recientes estudios

han ido demostrando y comprobando la intervención directa de la potencia de irradiación

en el aumento de temperatura, confirmando que una mayor potencia facilita la llegada de la

hipertermia en el sistema (Ashrafi et al., 2016; Zhao et al., 2021). Sin embargo, un tiempo

prolongado de irradiación bajo una potencia alta, generaŕıa efectos adversos incluso en el

tejido sano circundante, por lo que no sólo se recomiendan periodos cortos de irradiación,

sino también intercalarlos con intervalos de enfriamiento, para aśı mantener la distribución

del calor dentro de los márgenes adecuados (D. Kim & Kim, 2021).

El tamaño de las nanobarras también es relevante. Cuando las nanopart́ıculas de oro son

muy grandes, tienden a acumularse en la superficie de los tejidos y a reducir su eficiencia

hipertérmica, mientras que un tamaño reducido de estas facilitaŕıa su penetración, a tal

punto que incluso podŕıan permear la membrana nuclear de las células tratadas, contribu-

yendo en una distribución de calor más uniforme (Pratap et al., 2021; X. D. Zhang et al.,

2011). A su vez, la concentración interviene tanto en el aumento de temperatura como en la

distribución de calor; a mayor concentración de nanobarras, más delta de temperatura, pero

menos uniformidad de distribución, mientras que una concentración de nanobarras más baja
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determina un delta de temperatura más pequeño pero una mejor distribución de calor a lo

largo del tejido tratado (Ashrafi et al., 2016; Xie et al., 2021).

Como muestra de la fuerza que ha tomado la terapia fototermal en el tratamiento del

cáncer, está la cantidad de publicaciones cient́ıficas que incluyen en su cuerpo el término

“Photothermal Therapy” y el aumento de papers en diversas bases de datos. Los principales

autores investigadores en el tema son de origen asiático (Tabla 3.), correspondiéndose con

el interés de búsquedas web y el posicionamiento de Corea del Sur como el páıs con la

mayor atención puesta en la Terapia Fototermal. De igual manera, el origen de los estudios

publicados es mayoritariamente Chino. (Ver Anexo 1. Vigilancia tecnológica).

Autor Cantidad de publicaciones entre 2019 y 2023

Fan, Q. 63

Tang, B.Z. 63

Chen, Y. 54

Wu, A. 44

Yang, P. 41

Lin, J. 40

Zhang, H. 40

Xie, Z. 37

Dong, X. 36

Huang, P. 36

Tabla 3.Principales autores de documentos relacionados con terapia fototermal. Elaboración

propia con datos obtenidos de Scopus

Al igual que lo atractivo de la terapia fototermal, el interés en las nanobarras de oro y su

aplicación en tratamiento tumoral ha aumentado, pues estas son acreedoras de un potencial

que transmite seguridad y efectividad en el tratamiento en cuestión (An et al., 2017; Zong

et al., 2021). Las principales bases de datos corroboran y establecen un seguimiento a la

producción cient́ıfica conexa con las nanobarras de oro, dejando en evidencia el crecimiento
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en los escritos relacionados al tema particular, aunque con un leve decaimiento en los últimos

5 años (Ver Anexo 1. Vigilancia tecnológica).

Autor Cantidad de publicaciones entre 2019 y 2023

Liz-Marzán, L.M. 32

Ha, J.W. 31

Mahmoud, N.N. 21

Link, S. 20

Wu, X. 19

Khlebtsov, B.N. 18

Khlebtsov, N.G. 18

Wang, J. 17

He, Y. 14

Kan, C. 14

Tabla 4. Principales autores de documentos relacionados con nanobarras de oro.

Elaboración propia con datos obtenidos de Scopus

Si bien los fibroblastos 3T3 han sido ampliamente estudiados e incluidos en numerosos

estudios biológicos por su facilidad de adhesión, cultivo y crecimiento (Scopus reporta do-

cumentos que datan de 1964 y hasta la fecha se han publicado más de 64000 t́ıtulos que

circunscriben esta ĺınea celular), su uso en terapia fototermal plasmónica no está ni cerca

de esa cifra. De hecho, en total se han divulgado apenas 181 art́ıculos relacionados (siendo

el primer informe del año 2008) y en la búsqueda de los últimos 5 años, solo aparecen 118

papers (Tabla 5).
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Autor Cantidad de publicaciones entre 2019 y 2024

Cheng, Y. 9

Zhang, Q. 9

Xiao, J. 6

Zhou, Z. 6

Cuiz, Z. 5

Fan, Q. 5

Li, Z. 5

Liu, X. 5

Tan, L. 5

Wang, Y. 5

Tabla 5. Principales autores de documentos relacionados con fibroblastos 3T3 y Terapia

Fototermal. Elaboración propia con datos obtenidos de Scopus

Chueh et al. (2014) en un estudio de diferenciación de efectos citotóxicos de nanopart́ıcu-

las de oro en diferentes ĺıneas celulares en mamı́feros, demostraron que las AuNP’s, mediante

autofagia, disminuyen el crecimiento celular en fibroblastos 3T3. A través del tratamiento

con una solución acuosa comercial de nanobarras de oro de longitudes entre 10-40 nm y con

periodos de incubación de 24, 48 y 72 horas, se determinó que tanto el tiempo del procedi-

miento como la concentración de las nanopart́ıculas están directamente relacionados con la

tasa de supervivencia de las células 3T3, no aśı con la progresión del ciclo celular. La viabili-

dad se ve disminuida a medida que aumentan los dos parámetros anteriormente mencionados,

pero el porcentaje de células en G1, S y G2/M se mantiene estable. Igualmente, se comprobó

que esta ĺınea celular, en comparación con otras como MRC-5 (también fibroblastos pero de

origen humano) tiene una mayor proporción de internalización de nanopart́ıculas.

Por su parte, Kalpama et al. (2013) utilizaron los fibroblastos 3T3 para la evaluación

de la citotoxicidad de nanopart́ıculas de oro sintetizadas por métodos verdes. Teniendo co-

mo base el extracto de las hojas de Torreya nucifera, Cinnamomum japonicum y Nerium

indicum, lograron conseguir nanoesferas de oro de 20 nm y 50 nm, y tras un periodo de
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incubación (con células) de 24 horas a 37°C y 5 % CO2 bajo diferentes concentraciones de

nanopart́ıculas, establecieron que salvo aquellas nanoestructuras derivadas de C. japonicum,

las nanopart́ıculas de oro procedentes de la biośıntesis exhiben bajos niveles de toxicidad,

sin importar la concentración de las mismas.

La relación entre cáncer gástrico, terapia fototermal y nanobarras de oro está documenta-

da con algunas investigaciones que dan cuenta de los efectos positivos de este tratamiento. Se

ha demostrado que la terapia fototermal con nanobarras de oro tiene una incidencia directa

en la muerte apoptótica de las células gástricas canceŕıgenas sin afectar las células normales

de la mucosa estomacal, pues después de peŕıodos de irradiación, la temperatura se eleva a

niveles de hipertermia y los ensayos de anexina-v demuestran esta v́ıa de muerte (Yang et

al., 2016). De igual forma, el tumor no sólo disminuye la velocidad de su crecimiento, sino

que, al cabo de algunas semanas de procedimiento, su volumen se ve reducido, generando

un panorama esperanzador en el combatir de esta enfermedad (Yang et al., 2017; Yang et

al., 2016). Sin embargo, en bases de datos como Scopus, sólo se relacionan 10 documentos

totales que involucran estas palabras clave (Tabla 6).

Autor Cantidad de publicaciones totales

Cui, D. 3

Zhang, C. 3

Zhi, X. 3

Bao, C. 2

Ni, J. 2

Pan, F. 2

Wang, k. 2

Yang, Y. 2

Yang, Y. 2

Chai, J. 1

Tabla 6. Autores relacionados con la aplicación de terapia fototermal con nanobarras de oro

en células gástricas tumorales. Elaboración propia con datos obtenidos de Scopus
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1.3. Hipótesis

Cuando los tejidos presentan estados de hipoxia y disminución del pH extracelular, se

hacen más termosensibles. Siendo aśı, la termosensibilidad espećıfica de las células canceŕıge-

nas es en promedio, mayor a la de las células sanas, pues como caracteŕıstica principal se

tiene que los tejidos tumorales son ácidos y faltos de ox́ıgeno (Chen et al., 2019; Muz et al.,

2015).

Al implementar en cultivos celulares una terapia fototermal plasmónica basada en nano-

barras de oro sintetizadas por métodos verdes, se espera que gracias a la termosensibilidad

espećıfica de las células se evidencien diferencias en los resultados que esta produce, de modo

que estudiar el efecto del tratamiento en células sanas y tumorales posibilitaŕıa encontrar que

estas últimas se vean más afectadas, evidenciando en ellas un mayor aumento de temperatura

bajo las mismas condiciones de irradiación y poniendo de manifiesto su muerte apoptótica,

para aśı, confirmar la efectividad del procedimiento.
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1.4. Objetivos

1.4.1. Objetivo General

Evaluar el efecto de la terapia fototermal plasmónica en células gástricas tumorales, con

nanobarras de oro internalizadas.

1.4.2. Objetivos Espećıficos

Realizar una revisión bibliográfica que dé cuenta de los avances y la actualidad en el

estado del arte de la terapia fototermal plasmónica con nanobarras de oro.

Analizar los efectos fototermales en células gástricas tumorales a partir de los datos

obtenidos de la inducción de la muerte celular dada a través de la generación LSPR en

nanobarras de oro internalizadas.

Verificar el mecanismo de muerte celular durante el proceso de terapia fototermal

plasmónica.
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Caṕıtulo 2

Marco Teórico

Cuando se habla de cáncer es necesario no referirse a él como una única enfermedad, pues

la realidad muestra que es un compendio de más de cien caracteres, muy distintos entre śı,

pero que comparten una caracteŕıstica principal: el crecimiento anormal y desordenado de las

células somáticas, generalmente ocasionado por alteraciones genéticas y la acumulación de

mutaciones puntuales (Instituto Nacional de Canceroloǵıa E.S.E., 2004). Dicho crecimiento

descontrolado se traduce en la formación de masas tisulares conocidas como tumores, que

se diferencian por su disposición de expansión sobre las distintas zonas del cuerpo, consi-

derándose malignos a aquellos capaces de diseminarse, y benignos, a los que no (Cedeño et

al., 2022).

Según la Agencia Internacional para la Investigación del Cáncer, en 2020 se atribuyeron

a esta condición alrededor de 11 millones de muertes en el mundo, ubicándola como la causa

principal de fallecimiento (una de cada seis personas muere en el planeta como consecuen-

cia del cáncer). Aśı mismo, se espera que para 2040 el número de nuevos casos de cáncer

reportados aumente a 29,5 millones, con un número de decesos ascendente a 16,4 millones.

Sin embargo, entre el 30 % y el 50 % de los diagnósticos podŕıan evitarse simplemente con la

reducciones de los factores de riesgo y la aplicación de estrategias preventivas (OMS, 2022).

Dentro de las múltiples variedades de esta afección, el cáncer gástrico está calificado como

uno de los tipos más letales alrededor del mundo, especialmente en hombres de avanzada

edad. Estad́ısticamente, los tumores estomacales ocupan el quinto lugar en manifestaciones,
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pero el tercero en mortalidad, causando más de un millón de nuevos casos y un estimado

de decesos de 783000 personas para el año 2018 (Rawla & Barsouk, 2019). En Colombia, el

cáncer de estómago es el más letal y el tercero con mayor incidencia, y su aparición se asocia

al desarrollo inflamatorio de las mucosas estomacales ocasionado por la infección bacteriana

de Helicobacter pylori, traducido primeramente en gastritis para luego progresar a atrofia,

metaplasia, displasia y finalmente, cáncer (Oliveros et al., 2019). Ahora bien, existen otros

factores de riesgo asociados como los son una edad mayor de 50 años, ser de sexo masculino,

tener dietas salinas, el alcoholismo y el tabaquismo (Portillo Miño et al., 2021).

Independientemente de la tipificación, el tratamiento del cáncer está principalmente cen-

trado en quimioterapia, radioterapia, inmunoterapia y ciruǵıa de remoción, procedimientos

considerados altamente invasivos y que contrario a lo que se busca, reducen la calidad de

vida del paciente (Sitarz et al., 2018), por consiguiente, se hace necesaria la búsqueda de

alternativas y es ah́ı donde la terapia fototermal plasmónica basada en nanobarras de oro se

abre paso.

2.1. Terapia Fototermal Plasmónica

Figura 1. Resúmen gráfico de la Terapia Fototermal Plasmónica. Fuente propia.

Fundamentada en la hipertermia y llevando a los tejidos tumorales a un intervalo de tem-

peraturas que va desde los 38°C hasta los 45°C para prescindir y evitar el crecimiento de las

células canceŕıgenas a través del daño y sensibilización de las mismas, la terapia fototermal
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plasmónica es un tratamiento alternativo contra el cáncer que genera calor desde el exte-

rior por medio de un plasmón de resonancia de superficie localizado en una nanoestructura

metálica, generalmente de oro o plata. Para generar el efecto deseado, es necesario utilizar

una fuente de radiación láser que además de gestar el plasmón, debe estar fuera de la ventana

biológica para eludir la absorción de luz por parte de la célula. La magnitud del aumento

de la temperatura, el tiempo de irradiación y el tamaño de las nanopart́ıculas, son los facto-

res determinantes en la efectividad de la terapia fototermal, donde se busca obstaculizar la

necrosis de los tejidos y encontrar una muerte celular v́ıa apoptosis (Rivas, 2018).

El uso de nanopart́ıculas de oro en este tratamiento contra el cáncer tiene su base en

la internalización de las mismas de parte de las células tumorales, de modo que, al ser

sometidas a radiación con luz láser, la temperatura del sistema experimentará un incremento

que deberá ser controlado con el fin de asegurar una muerte celular apoptótica en el tejido

canceroso, afectando lo menos posible a las células sanas. Cabe aclarar que para que las

nanopart́ıculas puedan ser utilizadas en estos tratamientos, deben ser de baja toxicidad,

poseer gran absorción en longitudes de onda espećıficas, ser de fácil esparcimiento en ĺıquidos

biocompatibles y a su vez generar comodidad al momento de funcionalizarse para su ingreso

en las zonas tumorales (Louis & Pluchery, 2017). Es por esto que los estudios se han centrado

en nanopart́ıculas de metales nobles, ya que cumplen con los parámetros anteriormente

mencionados.

2.2. Nanobarras de oro

En ese aspecto y teniendo en cuenta que el oro es considerado un metal pesado y noble que

al encontrarse en forma de nanopart́ıcula cumple con los requerimientos para ser utilizado

en terapia fototermal, las nanorods son su geometŕıa con más terreno ganado en estudio e

implementación. Estas nanoestructuras en forma de barra o bastón se sintetizan en muchos

tamaños y se identifican por tener propiedades qúımicas y ópticas que pueden alterarse

dependiendo de los parámetros de obtención, donde sus dos bandas de resonancia plasmónica

superficial vaŕıan según de la relación de aspecto (Onaciu et al., 2019).
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Al igual que las demás formas que pueden adoptar las nanopart́ıculas de oro, las nano-

barras ostentan caracteŕısticas esenciales que traducen su accionar en gran absorción óptica,

conversión fototérmica y mejora en la intensidad del campo eléctrico, remarcando que es su

generación de plasmones de superficie lo que las destaca como part́ıcipes activas en trata-

mientos de hipertermia (Liao et al., 2021).

2.2.1. Plasmón de superficie localizada

Figura 2. Diagrama ilustrativo de un plasmón de superficie. Willets y Van Duyne (2007).

Un plasmón, generado particularmente en los metales mediante la aplicación de campos

eléctricos o impulsos de fotones, es la oscilación colectiva de los electrones de conducción

presentes en la última capa de valencia, por lo tanto, un plasmón de superficie no es más que

una onda de densidad de carga que aparece en la zona externa de dichos materiales (Espinosa,

2013). Los plasmones de superficie son clasificados en plasmones superficiales de propagación

y plasmones superficiales localizados, siendo los primeros aquellos que pueden excitarse en

las peĺıculas metálicas, mientras que los segundos han de provocarse en nanopart́ıculas,

posibilitando una amplia gama de aplicaciones que van desde interacciones moleculares hasta

usos biomédicos (Chen & Ming, 2012).

Aśı, una resonancia de plasmón de superficie localizada se crea cuando se induce una

vibración que resuena con la forma de la superficie metálica (Rodŕıguez-Oliveros et al.,

2015), de modo que cuando una nanopart́ıcula se expone a luz láser, los electrones libres

de sus átomos se estimulan a un estado de oscilación que genera la separación de las cargas

superficiales y establece un dipolo eléctrico, pudiendo usarse la luz absorbida para obtener
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imágenes ópticas, y la dispersada, para generar de calor. (Gutierrez-Cruz et al., 2022).

Aunque las nanopart́ıculas esféricas muestran una única banda de resonancia superficial,

las ciĺındricas exhiben dos, y su espectro se asocia con la relación de aspecto y el método de

śıntesis por el cuál son obtenidas (Gutierrez-Cruz et al., 2022).

2.2.2. Śıntesis verde de nanobarras de oro

Cuando en los procesos de śıntesis de nanopart́ıculas se usan extractos de plantas, bacte-

rias, hongos o cualquier otro tipo de material orgánico como agente reductor y estabilizante,

se considera que este es un proceso de śıntesis verde, o biośıntesis. Para las nanobarras de

oro son especialmente efectivos los extractos de plantas, pues gracias a su facilidad para

donar electrones, la alta cantidad de compuestos fenólicos que alĺı se encuentran juegan un

papel fundamental en la eficiencia biológica y cataĺıtica del proceso. No obstante y a pesar

de que conjuntamente a las ventajas ya mencionadas, esta metodoloǵıa de obtención ofrece

menores niveles de citotoxicidad y hace más efectivo el tratamiento de la terapia fototermal,

su implementación no es la esperada (Maĺınika, 2018; López, 2021; Pechyen et al., 2021).

La śıntesis verde de nanobarras de oro inicia con la preparación y el lavado del material

vegetal para eliminación de impurezas y una posterior obtención de sus extractos en solventes

orgánicos, donde la finalidad es la obtención de los principios activos, que son particularmente

antioxidantes. Estos extractos se dejan en reposo por al menos una hora, se protegen de la

luz, se almacenan a temperaturas bajo cero y su uso recomendado es posterior a las 24 horas

de consecución. Seguidamente y bajo los protocolos de Li et al.(2018) y Scaraberi et al.

(2015), se realiza la śıntesis de semillas y nanobarras usando CTAB como agente precursor

y H[AuCl4] para reducción, para finalmente adicionar el extracto del material vegetal que

cumple la función de estabilizar.
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2.3. Fibroblastos 3T3

Figura 3. Fibroblastos 3T3. Fuente propia.

Y es que si bien la śıntesis verde de nanomateriales tiene como base la disminución de

citotoxicidad y el aumento de la biocompatibilidad, esta debe ser corroborada en laboratorio,

y para ello, los fibroblastos 3T3 han jugado un papel fundamental en investigación cient́ıfica,

pues son una de las células más utilizadas incluyéndose en múltiples estudios no sólo de

terapia fototermal, sino también de análisis protéicos y morfológicos, debido a su sencilla

adhesión y fácil cultivo (Mukhopadhyay, 2015).

Los fibroblastos son probablemente las células más importantes del estroma en los te-

jidos y órganos, y sus funciones principales son la producción de la matriz extracelular, el

mantenimiento de la homeóstasis, la śıntesis de colágeno y la secreción de citoquinas para

promover destrucción tisular e incitar la reabsorción ósea (Acosta, 2006). Son células que

pueden provenir de cualquier lugar del cuerpo, aunque con funciones heterogéneas que están

directamente relacionadas con un microambiente, de modo que la expresión génica de los

mismos es espećıfica de cada tejido, organismo y etapa del desarrollo (Alfonso, 2022).

En ese sentido, la ĺınea celular de fibroblastos embrionarios NIH 3T3 es obtenida a partir

de un aislamiento en ratón llevado a cabo en 1962 en el Departamento de Patoloǵıa de la

Facultad de Medicina de la Universidad de Nueva York por George Todaro y Howard Green.
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La expresión “3T3” hace referencia al protocolo de inoculación y transferencia celular para

la ĺınea y significa ”transferencia de 3 d́ıas, inóculo 3 x 105 células”(Todaro & Green, 1962).

Los fibroblastos NIH 3T3 se duplican entre 20 y 26 horas, y dentro de las condiciones

ideales para su crecimiento se encuentra la presencia de suero espećıfico en el medio de

cultivo para proporcionar factores de crecimiento adicionales, antibióticos para prevenir el

crecimiento bacteriano, 5 % de CO2 y 37°C de temperatura (NIH3T3.com).

2.4. Células gástricas tumorales AGS

Figura 4. Células AGS. UK Health Security Agency, culture collections.

A pesar de que un análisis preliminar de la terapia fototermal plasmónica en fibroblastos

3T3 da luces sobre los posibles resultados a obtener, se hace necesaria la continuidad del

mismo en células espećıficas, y teniendo en cuenta que la condición objetivo de este estudio

es el cáncer de estómago, las células AGS, particularmente empleadas en estudios de ciencias

biomédicas, proyección de medicamentos, interacciones patógeno-huesped y por supuesto,

cáncer gástrico (www.cytion.com), son la ĺınea a emplear.

AGS es una ĺınea celular hiperploide, con 49 cromosomas, aislada en 1979 de una paciente

blanca de 54 años con adenocarcinoma gástrico no tratado y que muestra una morfoloǵıa

epitelial del tejido estomacal. Son adherentes, su tiempo de duplicación va desde 24 hasta 48
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horas y su manutención en condiciones de laboratorio es relativamente fácil, donde exihbe

un patrón de crecimiento agresivo con potencial tumorigénico (www.cytion.com).

En investigaciones sobre cáncer gástrico, se usan como modelo para estudiar los mecanis-

mos moleculares y celulares relacionados a la enfermedad, además de proporcionar un medio

de exploración para las interacciones entre las células tumorales y Helicobacter pylori, dejan-

do en evidencia la relación existente entre los factores bacterianos, la proliferación tumoral,

la apoptosis y las respuestas inflamatorias (www.cytion.com).
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Caṕıtulo 3

Materiales y métodos

Este trabajo hace parte del proyecto ”Terapia fototermal plasmónica basada en nanoes-

tructuras de oro como tratamiento terapéutico de adenocarcinoma gástrico evaluado en un

modelo in silico y en un modelo ex vivo” desarrollado desde la convocatoria RETO DE FO-

COS ESTRATÉGICOS AÑO 2022, adscrito al Grupo de Automática y Diseño, Grupo de

Óptica y Espectroscoṕıa, Grupo de Enerǵıa y Termodinámica, Grupo de Dinámica Cardio-

vascular, Grupo de Estudio y Control de Enfermedades Tropicales, Grupo de Investigación

en Ingenieŕıa Biomédica, Grupo de Investigación e Innovación Ambiental y ejecutado por la

Universidad Pontificia Bolivariana (UPB), Universidad de Antioquia (UdeA), Escuela de In-

genieŕıa de Antioquia (EIA) e Institución Universitaria Pascual Bravo (I.U.Pascual Bravo).

Su objetivo, como el nombre lo indica, es desarrollar una plataforma de terapia fototermal

plasmónica basada en nanopart́ıculas de oro para adenocarcinoma gástrico evaluada en un

modelo in silico y en un modelo ex vivo, de modo que previo al desarrollo del presente estudio,

se hab́ıan ejecutado valoraciones que daban cuenta de posibles resultados prometedores.

Siguiendo una metodoloǵıa hibrida a partir de la modificación de los métodos con y sin

semillas reportados por Scarabelli et al., (2015) y Li et al., (2018) para la śıntesis qúımica

de nanobarras, y seguida de un proceso de purificación a través de técnicas de centrifuga-

ción, se lograron obtener nanobarras por śıntesis verde a partir del extracto etanólico de la

guayaba agria con una relación de aspecto de 4 y cuya longitud de onda máxima longitudal

se encuentra en 827 nanómetros (Figura 4).
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Figura 4. Espectro UV-Vis (a) y micrograf́ıas TEM (b) de nanobarras de oro obtenidas con
el extracto de la guayaba agria. (Montoya, 2023).

A continuación, estas nanobarras se sometieron a procesos de irradiación de 2100 segun-

dos totales con 4V de potencia y un láser de 840 nm (600 segundos de estabilización del

sistema, 900 segundos de irradiación y 600 segundos de relajación del sistema), garantizando

la temperatura inicial de 37°C dentro de un incushaker con sensor de temperatura, para

aśı representar, de la mejor forma posible, la naturaleza térmica del cuerpo humano. Con

las mismas condiciones se realizaron tres mediciones, cada una de ellas posterior al tiempo

de relajación del sistema y se determinó la existencia de un aumento promedio máximo de

temperatura de 3,6°C, comprobando, en principio, la efectividad de las nanoestructuras, del

proceso de irradiación, de la generación de plasmones y de la posible implementación positiva

de las nanobarras de oro sintetizadas por métodos verdes en los tratamientos de hipertermia

(Figura 5).
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Figura 5. Aumento de temperatura producto de la irradiación de las nanobarras de oro
sintetizadas por métodos verdes. (Serna et al, 2023)

Bajo estos parámetros, se definió un protocolo donde el propósito era el estudio del efecto

fototermal plasmónico generado por las nanobarras de oro sintetizadas por métodos verdes

a partir del extracto etanólico de la guayaba agria sobre células gástricas tumorales. Para

ello, el primer paso fue la evaluación de la citotoxicidad de las nanobarras de oro en células,

esto con el fin de determinar una concentración efectiva de nanoestructuras que certificara

altos porcentajes de viabilidad celular. Como segunda medida se estableció un sistema de

irradiación donde mediante luz láser se estimularon las nanobarras internalizadas en las

células y se pretend́ıa generar muerte celular. Finalmente y con el objetivo de determinar la

v́ıa de muerte celular práctica del procedimiento anterior, se ejecutaron ensayos de citometŕıa

de flujo.

3.1. Śıntesis de nanobarras de oro

Como se mencionó previamente, la śıntesis verde de nanobarras de oro se dio siguiendo

una metodoloǵıa hibrida a partir de la modificación de los métodos con y sin semillas repor-

tados por Scarabelli et al., (2015) y Li et al., (2018) para la śıntesis qúımica. El proceso inició

con la preparación de la guayaba agria que debe usarse completa, en estado de maduración

apto para el consumo y con un lavado previo. Como primera medida, la fruta es cortada y
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licuada para obtener una mezcla homogénea, y posteriormente, se deja reposar durante una

hora para su almacenamiento a -20 °C.

Por medio de solventes orgánicos y con base en la propuesta de Contreras-Calderón et.

al (2011), se realizó la separación de los principios activos de la guayaba agria y el extracto

obtenido se guardó durante 24 horas a -20 °C y protegido de la luz.

A continuación, a una solución de CTAB al 50 mM, se adicionó HAuCl4 al 100 mM

y se agitó por 5 min a 400 rpm. Inmediatamente, se agregó AgNO3 a 100 mM y se agitó

suavemente. Seguidamente, se agregaron 320 µL el extracto de guayaba agria y, por último,

para completar la śıntesis de semillas, se dispusieron 24 µL NaBH4 a 10 mM con agitación

final de 5 min.

Continuadamente, se agregó HCl a 1 M y HAuCl4 a 50 mM a una solución de CTAB

al 0.1 M bajo 5 minutos de agitación a 400 rpm. Después, se añadió AgNO3 a 10 mM y se

agitó por 20 segundos. Acto seguido, se agregó ácido ascórbico al 100 mM y se agitó por 30

segundos. Luego, se adicionaron 14.4 µL de solución de semillas y se agitó durante 3 minutos

a 500 rpm.

Como medida final, 1.5 mL de la solución resultante se centrifugaron a 5400 rpm du-

rante una hora. Alĺı, se descartó el sobrenadante y resuspendió el pellet en agua destilada

para nuevamente centrifugar a la misma velocidad durante 16 min. El sobrenadante de esta

segunda centrifugación corresponde a las nanobarras de oro caracterizadas en la figura 4.

3.2. Evaluación de la citotoxicidad de nanobarras de

oro

Si bien se ha reportado que las nanobarras de oro sintetizadas por técnicas verdes son

menos citotóxicas que las obtenidas por métodos qúımicos, determinar una concentración

efectiva de las mismas y que garantice un alto porcentaje de viabilidad celular, es fundamental

para la terapia fototermal plasmónica. Con ese panorama, el diseño experimental se planteó
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en base a definir tanto la concentración de nanobarras como el tiempo de tratamiento.

Figura 6. Diseño experimental inicial (a) y definitivo (b) para valoración de citotoxicidad
por colorimetŕıa v́ıa reducción de metil tiazol tetrazolio (MTT). Elaborado en

biorender.com.

En placas de 96 pozos y siguiendo el modelo de la figura 6a, se sembraron 90 µL con

10000 fibroblastos 3T3 y medio de cultivo DMEM (medio Eagle modificado de Dulbecco),

y se llevaron a incubadora durante 24 horas (37 °C y 5 % CO2). Con las nanobarras ya

sintetizadas y purificadas, se prepararon diluciones en medio de cultivo con factor de cambio

de 1/2, iniciando en 50 % v/v y llevándolas hasta 1,56 % v/v. Tras retirar el DMEM de los

pozos sembrados 24 horas antes, se adicionaron las diluciones y se dio el tiempo estipulado

para cada tratamiento. Fundamentado en art́ıculos publicados por otros autores (Kang et

al., 2017; Liao et al., 2021; Xie et al., 2021, Zong et al., 2021), los tiempos de internalización

de las nanobarras escogidos fueron de 1 hora y 24 horas, y cada uno de los tiempos se efectuó

en placas diferentes. Posterior a cada tratamiento, se efectuó la evaluación de citotoxicidad

mediante ensayo colorimétrico por reducción de metil tiazol tetrazolio (MTT) (4 horas) con

isopropanol ácido fŕıo (15 horas en incushaker a 37 °C y 70 rpm) y lectura de absorbancias

(570 nm) en multiskan. Como control positivo se utilizó peróxido de hidrógeno, en los pozos

exteriores de cada placa se adicionaron 200 µL para evitar la evaporación de los tratamientos

y también se midió la absorbancia de solo el medio de cultivo. Todos los ensayos se realizaron

para un n = 3.

La viabilidad celular se determinó con la siguiente fórmula:
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Viabilidad celular =
(
Abs. de células tratadas − Abs. del medio
Abs. de células control − Abs. del medio

)
· 100

Ecuación 1. Cálculo de viabilidad celular.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en la primera tanda de ensayos, donde sólo se

obtuvieron viabilidades celulares prometedoras con 1 hora de interacción células-nanobarras y

una concentración de 1,56 % v/v (resultados que serán mostrados y analizados más adelante),

se modificó el modelo inicial (Fig. 6a) y se diseñó un nuevo experimento partiendo de esa

concentración de nanopart́ıculas, realizando nuevas diluciones con factor de cambio de 0,3 %

para llegar a una concentración final también de 0,3 % (Figura 6b).

El protocolo de estas nuevas pruebas fue el mismo utilizado anteriormente: placas de

96 pozos, siembra de 10000 fibroblastos 3T3, 24 horas de incubación a 37 °C y 5 % CO2,

extracción del medio de cultivo, adición de los tratamientos únicamente durante 1 hora, retiro

de las diluciones para agregar nuevamente DMEM e iniciar el ensayo de MTT (4 horas) con

isopropanol ácido fŕıo (15 horas en incushaker a 37 °C y 70 rpm) y una lectura final de

absorbancias en multiskan. La viabilidad celular se determinó con la fórmula previamente

descrita.

Con las concentraciones efectivas determinadas en los fibroblastos, se realizó el mismo

procedimiento de MTT para las células gástricas tumorales (AGS), manteniendo los mismos

tiempos y la misma cantidad de células por pozo (10000).

3.3. Irradiación

Con el objetivo de incidir un aumento de temperatura en las células sanas y tumorales

con nanobarras de oro internalizadas y dando continuidad al paso anterior, se puso en marcha

el montaje de irradiación que se observa en la figura 7.
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Figura 7. Montaje experimental de irradiación (a) y pozos a utilizar (b). Elaborado en
biorender.com.

Dentro de un inchusaker que permite mantener la temperatura a 37 °C (Figura 8a), se

dispone de un láser cuya longitud de onda es de aproximadamente 840 nm, un objetivo de

microscopio de aumentos (10x) que posibilita direccionar el haz hacia una placa de pozos

donde se depositan las muestras distribúıdas como se muestra en la figura 4b. La medición

de temperatura se realizó a través de un sensor infrarrojo MLX90614 (Figura 8b) y el diodo

láser se conecta a una fuente de voltaje (Figura 8a) .

Figura 8. Montaje experimental de irradiación dentro de incushaker (a) y sesnor infrarrojo
MLX90614 para medición de temperatura (b). Banco óptico de irradiación celular para

aplicación en terapia fototermal plasmónica. Grupo de Óptica y Espectroscopia y Grupo de
Automática y Diseño A+D. Universidad Pontificia Bolivariana.
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Adicionalmente, se instaló un desplazador en dos dimensiones para el posicionamiento

de cada pozo a irradiar (Figura 9), conformado por una base que se fabricó para fijar la

placa de pozos de cultivo y por una configuración ortogonal de actuadores lineales (KIT-

2040-CA-25) donde se modificó la carrera de los mismos para ajustarse al espacio de trabajo

del incushaker. Para el movimiento del sistema se implementó el uso de motores paso a paso

bipolares (NEMA 17 17HD48002-22B) con sus respectivos controladores MA860H, y todo fue

programado por medio de la plataforma Arduino. De este modo que fue posible garantizar

la correcta incidencia del láser en las muestras. El funcionamiento y posicionamiento de este

desplazador se describe en la figura 10.

Figura 9. Sistema de desplazamiento en dos dimensiones y su controlador. Banco óptico de
irradiación celular para aplicación en terapia fototermal plasmónica. Grupo de Óptica y

Espectroscopia y Grupo de Automática y Diseño A+D. Universidad Pontificia Bolivariana.
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Figura 10. Funcionamiento del sistema de desplazamiento en dos dimensiones. Banco
óptico de irradiación celular para aplicación en terapia fototermal plasmónica. Grupo de
Óptica y Espectroscopia y Grupo de Automática y Diseño A+D. Universidad Pontificia

Bolivariana.

Cada pozo conteńıa 300 µL de células con su respectivo tratamiento de nanobarras y

el procedimiento de irradiación se distribuyó de la siguiente manera: 600 segundos para la

estabilización del sistema, 900 segundos de irradiación y finalmente 600 segundos de relaja-

ción, cumpliendo con un total de 2100 segundos. Para evitar la evaporación de las muestras,

los pozos aledaños a estás conteńıan 200 µL de agua. Cada medición se realizó tres veces y

para complementar los ensayos, se llevó a cabo un experimento control bajo las condiciones

previamente establecidas, pero con agua destilada y desionizada en lugar de las muestras

celulares.

Con el fin de mantener el estándar del estudio y garantizar el trabajo bajo las mismas

estipulaciones, este protocolo fue utilizado para las células AGS y replicado con los fibro-

blastos 3T3. Consecuentemente, al terminar el periodo de irradación en cada placa de pozos,

esta fue llevada de inmediato para su análisis citométrico.
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3.4. Determinación de la v́ıa de muerte celular

Para la determinación de la v́ıa de muerte celular se utilizaron dos pruebas de citometŕıa

de flujo: Potencial mitocondrial y Anexina V / 7-AAD.

3.4.1. Potencial mitocondrial

En esta prueba, se empleó el kit comercial Muse® MitoPotential, que, de forma si-

multánea, permite evaluar los cambios en el potencial mitocondrial (marcador de apoptosis

temprana) y la permeabilidad de la membrana plasmática (marcador de muerte). Los resul-

tados obtenidos se expresan en porcentajes de células vivas, despolarizadas/vivas, despola-

rizadas/muertas y células muertas.

Para la evaluación de los efectos de la terapia fototermal plasmónica sobre células gástri-

cas tumorales y la posterior determinación de v́ıa de muerte, se utilizaron 8 grupos muestrales

en los que se incluye el control de células irradiadas sin nanopart́ıculas, un control positivo

de células sin irradiar, un conjunto de células con nanopart́ıculas sin irradiar y células con

internalización de las 5 diferentes concentraciones de nanobarras expresadas en % v/v que

fueron previamente seleccionadas en los ensayos de citotoxicidad por MTT (1,5 % v/v; 1,2 %

v/v; 0,9 % v/v; 0,6 % v/v; 0,3 % v/v). Cada conjunto de prueba incluye 3 datos, al igual que

en el proceso irradiación.

Se sembraron 10.000 células/pozo, las muestras fueron tratadas con nanobarras para un

volumen final de 80 µL (completando los 200 µL con medio de cultivo) y la identificación de

cada grupo se dio con las siguientes etiquetas:

32

                       ESTUDIO DEL EFECTO FOTOTERMAL PLASMÓNICO GENERADO POR NANOBARRAS DE ORO...



Grupo muestral Nomenclatura de marcación

Control células irradiadas sin NB’s CC-IRR

1,5 % v/v Nanobarras de oro sintesis verde T1

1,2 % v/v Nanobarras de oro sintesis verde T2

0,9 % v/v Nanobarras de oro sintesis verde T3

0,6 % v/v Nanobarras de oro sintesis verde T4

0,3 % v/v Nanobarras de oro sintesis verde T5

Control + sin irradiar Control +

Control células con NB’s sin irradiar CC-SIRR

Tabla 7. Etiquetado de muestras utilizadas en la prueba de potencial mitocondrial

3.4.2. Anexina V / 7-AAD

En este ensayo se empleó un kit comercial de detección de apoptosis Anexina V con

7-AAD (7-aminoactinomicina D), que permite evaluar la translocación del fosfoĺıpido fosfa-

tidilserina (marcador de apoptosis media) y la integridad de la membrana celular (marcador

de apoptosis tard́ıa/muerte). Los resultados obtenidos se expresan indicando la positivad de

los marcadores [Anexina(-) / 7-AAD(+), Anexina(+) / 7-AAD(+), Anexina(-) / 7-AAD(-),

Anexina(+) / 7-AAD(-)] y en términos porcentuales. El protocolo, los grupos muestrales y los

tiempos de cada prueba son los mismos utilizados en la evaluación de potencial mitocondrial,

y la interpretación de los resultados se da de la siguiente manera:

Positividad de los marcadores Resultado

Anexina(-) / 7-AAD(-) Células vivas / viables

Anexina(+) / 7-AAD(-) Apoptosis media

Anexina(+) / 7-AAD(+) Apoptosis tard́ıa

Anexina(-) / 7-AAD(+) Células muertas / necrosis

Tabla 8. Interpretación de los resultados obtenidos en la prueba de Anexina V con 7-AAD

posterior a la aplicación de la terapia fototermal plasmónica en células AGS.
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Caṕıtulo 4

Resultados y Análisis

4.1. Citotoxicidad de nanobarras de oro en fibroblastos

3T3

Los niveles de citotoxicidad causados por las nanobarras de oro en fibroblastos 3T3 están

dados por el porcentaje de viabilidad celular, es decir, por la cantidad de células vivas antes

y despúes del tratamiento. De acuerdo con Kim et al. (2018), Liao et al. (2021) y Xie et

al. (2021), , este parámetro disminuye a medida que la concentración de nanopart́ıculas

aumenta, a menos qué, dichas estructuras cuenten con un recubrimiento que maximice su

biocompatibilidad. Para este caso en particular, y aunque las nanobarras son sintetizadas

por métodos verdes, se esperaba que la tendencia fuera inversamente proporcional, de modo

que al aumentar el porcentaje volumétrico de estas, la proporción de células vivas deb́ıa

disminuir. Al respecto y aunque con algunas aristas, este estudio pudo comprobar dicho

efecto en 1 hora de interacción células-nanobarras.

En los ensayos realizados con el primer modelo propuesto, se encontró que para 1 ho-

ra de tratamiento, el mayor porcentaje de viabilidad celular (63,21 %) corresponde a una

concentración volumétrica de nanobarras de 1,56 % v/v . Sin embargo, las demás concentra-

ciones mostraron niveles de citotoxicidad muy elevados, imposibilitando su uso en terapia

fototermal plasmónica (Figura 11). Incluso, el control positivo utilizado (10 µL de peróxido

de hidrógeno al 5 %), fue menos tóxico.
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Por medio de ese mismo modelo, los experimentos de 24 horas de tratamiento desvelaron

niveles de citotoxicidad muy altos para todas las concentraciones evaluadas. Contrario a

lo observado en las pruebas de 1 hora, aqúı el mayor porcentaje de viabilidad celular se

encontró en la concentración más alta de nanobarras (50 %), lo cual puede deberse en parte

a la capacidad de regeneración de las células, pues, como se explicó previamente en este

escrito, el tiempo de duplicación de los fibroblastos 3T3 está entre 20 y 26 horas (Figura 11).

Figura 11. Viabilidad celular para las diferentes concentraciones de nanobarras de oro
evaluadas. Tiempos de tratamiento: 1 hora y 24 horas.

Por más que parece incuestionable la desigualdad entre los resultados obtenidos con

tiempos de tratamiento y concentraciones diferentes, se planteó un análisis ANOVA para

corrobarlo estad́ısticamente (Tabla 9). Los valores conseguidos en este test demuestran que

efectivamente existen diferencias significativas en ambos factores.

Con estos resultados, y teniendo en cuenta que la viabilidad celular mı́nima para proce-

der con los procedimientos de irradiación de terapia fototermal es del 70 %, se modificó el

protocolo de evaluación de citotoxicidad como se muestra en la figura 6 y se comenzaron las

nuevas pruebas.
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Tabla 9. Test Anova de dos factores para los múltiples parámetros utilizados en la primera
etapa de pruebas de citotoxicidad.

En esta segunda etapa (mismas condiciones previas pero sólo 1 hora de tratamiento), se

constató nuevamente la relación existente entre concentración de nanobarras y citotoxicidad.

El mayor nivel de viabilidad (84,56 %) se ubicó con el 0,3 % v/v de nanobarras, mientras

que los niveles más bajos (60 %) se vincularon con el 1,5 % v/v (Figura 12). Los tiempos

de tratamiento intermedios (3 horas y 7 horas) que se hab́ıan considerado para evaluación,

fueron descartados, tomando en consideración que a mayor número de horas de interacción

células-nanopart́ıculas, menor iba a ser la viabilidad celular.

Figura 12. Viabilidad celular para las diferentes concentraciones de nanobarras de oro
evaluadas en la segunda etapa de ensayos. Tiempo de tratamiento: 1 hora.
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Con el fin de valorar la capacidad de las nanobarras de oro obtenidas del extracto de gua-

yaba verde para reducir la viabilidad de los fibroblastos 3T3 bajo las condiciones propuestas

en la segunda etapa de ensayos de citotoxicidad, se estimó la concentración inhibitoria media

(IC50) (Figura 13). Considerando que el valor de IC50, para este caso en particular, define la

concentración de nanobarras necesaria para disminuir la tasa de supervivencia celular en un

50 %, un porcentaje volumétrico de 1,798 % v/v en tratamientos de 1 hora, causaŕıa dicho

efecto.

Figura 13. IC50 para la concentración de nanobarras en% v/v vs Viabilidad celular. Tiempo
de tratamiento: 1 hora.

4.2. Vı́a de muerte celular

Los resultados mostrados en este apartado son los obtenidos como producto del procedi-

miento de irradiación que fue descrito en el caṕıtulo 3, sección 3.3. A pesar de que el proceso

metodológico corresponde a una descripción del montaje, los efectos de su implementación
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se evidencian en el tipo de muerte celular detectado a través de las pruebas de citometŕıa de

flujo.

4.2.1. Potencial mitocondrial

En concordancia con lo publicado por Kim et al. (2018), Liao et al. (2021), Xie et al.

(2021), Zhao et al. (2021) y Zong et al. (2021), se evidencia que la concentración de nanoba-

rras utilizada en la terapia fototermal tiene una influencia directa en la muerte celular. Con

una concentración efectiva de 1,5 % v/v de nanopart́ıculas, se obtuvo una despolarización to-

tal de 96,1 %, y a medida que dicha concentración disminuye, también lo hace la efectividad

del tratamiento (Figura 14).

Figura 14. Despolarización mitocondrial total por cada grupo muestral.
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Si bien el porcentaje de células muertas se mantiene bajo en todas las condiciones eva-

luadas, la diferencia principal, además de la despolarización total, se encuentra en las células

muertas que manifiestan pérdida de potencial mitocondrial. Aqúı, nuevamente se comprue-

ba que al incrementar la concentración de nanobarras, lo hace igualmente el porcentaje de

células despolarizadas/muertas (Figura 15). Por su parte, los grupos control con células irra-

diadas sin nanobarras y células con nanobarras, pero sin irradiar, presentan prácticamente

el mismo porcentaje de despolarización mitocondrial total que el obtenido con la menor

concentración de nanopart́ıculas valorada (0,3 % v/v), demostrando no sólo el poco efecto

real del tratamiento con tan poca cantidad de nanoestructuras metálicas, sino también la

importancia de complementar la internalización de las mismas con un correcto protocolo de

irradiación (Tabla 10.)

Figura 15. Porcentaje de células vivas, muertas, y en estado apoptótico por cada muestra
para la prueba de potencial mitocondrial.
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Vivas ( %) Despolarizadas vivas ( %) Despolarizadas muertas ( %) Despolarizadas totales ( %) Muertas ( %)

Control céls. irradiadas sin NB’s 52,76 30,06 15,93 46 1,23

1,5 % v/v 3,33 34,86 61,26 96,16 0,53

1,2 % v/v 26,06 31,96 40,9 72,86 1,1

0,9 % v/v 32,23 34,83 32,23 67,06 0,73

0,6 % v/v 36,3 27,93 33,66 61,63 2,06

0,3 % v/v 51,65 20,4 25,55 46 2,35

Control + sin irradiar 0,86 13,3 85,3 98,6 0,53

Control céls. con NB’s sin irradiar 50,63 32,23 14,46 46,7 2,66

Tabla 10. Porcentaje de células vivas, muertas, despolarizadas vivas, despolarizadas

muertas y despolarizadas totales por cada muestra en prueba de potencial mitocondrial

Estad́ısticamente, por medio de análisis de varianza ANOVA, se desarrollaron todas las

comparaciones posibles para encontrar las diferencias entre los resultados logrados en el la-

boratorio y su significancia. Se tomó como punto de partida el porcentaje de células vivas

resultante y posterior a la aplicación de la terapia fototermal en células AGS con nanoba-

rras de oro internalizadas, encontrándose una disparidad importante para este ı́tem. Nada

sorprendente, teniendo en cuenta que los valores van desde el 3,3 % hasta 51,65 % (Tabla

11).

Tabla 11. Análisis ANOVA de un factor para el porcentaje de células vivas obtenido luego
de la aplicación de la terapia fototermal plasmónica en un cultivo AGS.

En consecuencia, se planteó la misma comparación, pero con el porcentaje de células

muertas post tratamiento. Aunque en principio, el efecto fototermal se muestra similar para

este apartado, el test de varianza expone desemejanzas relevantes (Tabla 12).
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Tabla 12. Análisis ANOVA de un factor para el porcentaje de células muertas obtenido
luego de la aplicación de la terapia fototermal plasmónica en un cultivo AGS.

Respecto a la despolarización total, se esperaba una diferencia significativa por los por-

centajes obtenidos. El test de varianza lo comprobó (Tabla 13).

Tabla 13. Análisis ANOVA de un factor para el porcentaje de células con despolarización
mitocondrial total obtenido luego de la aplicación de la terapia fototermal plasmónica en un

cultivo AGS.

Con el fin de comprobar la divergencia entre los datos obtenidos de la aplicación de te-

rapia fototermal con la menor concentración evaluada de nanopart́ıculas (0,3 % v/v) y los

grupos control de células sin irradiar y células irradiadas, pero sin nanobarras, se plantearon

análisis de varianza en donde se compararon los porcentajes de células vivas (Tabla 14),

células muertas (Tabla 15) y despolarización mitocondrial total (Tabla 16). Como se hab́ıa

escrito previamente, los resultados expusieron que no existen diferencias significativas cuan-

do de células vivas y despolarización total se habla, aunque śı las hay a nivel de células

muertas, sin existir una desigualdad sustancial en estos últimos valores. Con esto, se reafir-

ma la importancia de una cantidad suficiente de nanopart́ıculas internalizadas y del proceso

de irradiación para un efecto real de la terapia fototermal plasmónica. Además, permite

descartar la implementación de bajas concentraciones de nanobarras.
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Tabla 14. Análisis ANOVA de un factor para la comparación de efectos resultantes de la
aplicación de terapia fototermal plasmónica en grupos control y células AGS con el 0,3%

v/v de nanobarras de oro internalizadas. Células vivas.

Tabla 15. Análisis ANOVA de un factor para la comparación de efectos resultantes de la
aplicación de terapia fototermal plasmónica en grupos control y células AGS con el 0,3%

v/v de nanobarras de oro internalizadas. Células muertas.

Tabla 16. Análisis ANOVA de un factor para la comparación de efectos resultantes de la
aplicación de terapia fototermal plasmónica en grupos control y células AGS con el 0,3%

v/v de nanobarras de oro internalizadas. Células con despolarización mitocondrial.

De igual forma, se realizó la misma observación estad́ıstica pero comparando los resultados

obtenidos con la mayor concentración de nanobarras evaluada (1,5 % v/v) y el control posi-

tivo. Aqúı, se mostró que śı existen diferencia entre las varianzas del porcentaje de células

vivas (Tabla 17) y despolarizadas totales (Tabla 18), pero no en el de células muertas (Tabla

19). Además, vale la pena destacar que tanto el control positivo como dicha concentración de

nanopart́ıculas, manifestaron células en apoptosis por encima del 95 %, pudiendo aśı conside-

rarse esta como la cantidad de nanopart́ıculas ideal para la aplicación de terapia fototermal

plasmónica con los parámetros de irradiación definidos en este estudio.
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Tabla 17. Análisis ANOVA de un factor para la comparación de efectos resultantes de la
aplicación de terapia fototermal plasmónica en grupo control positivo y células AGS con el

1,5% v/v de nanobarras de oro internalizadas. Células vivas.

Tabla 18. Análisis ANOVA de un factor para la comparación de efectos resultantes de la
aplicación de terapia fototermal plasmónica en grupo control positivo y células AGS con el
1,5% v/v de nanobarras de oro internalizadas. Células con despolarización mitocondrial.

Tabla 19. Análisis ANOVA de un factor para la comparación de efectos resultantes de la
aplicación de terapia fototermal plasmónica en grupo control positivo y células AGS con el

1,5% v/v de nanobarras de oro internalizadas. Células muertas.

Finalmente, mediante un análisis de varianza de dos factores, se cuantificó la relación en-

tre todas las concentraciones de nanobarras estudiadas y el porcentaje alcanzado de células

despolarizadas vivas y muertas (Tabla 20). La evidencia sugiere que tanto en las concentra-

ciones evaluadas, como en el tipo de despolarización inducida y la interacción entre ambos

factores, existen diferencias estad́ısticamente significativas.
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Tabla 20. Análisis ANOVA de dos factores para la comparación de los efectos resultantes de
la aplicación de terapia fototermal plasmónica en todas las concentraciones de nanobarras

estudiadas.

4.2.2. Anexina V / 7-AAD

A modo de comentario preliminar, los efectos aqúı observados dif́ıcilmente se creeŕıan

positivos. Tanto las concentraciones de nanobarras estudiadas como los grupos control re-

velaron niveles de apoptosis considerablemente bajos (Figura 16). El mayor porcentaje se

obtuvo con el grupo control de células irradiadas sin nanopart́ıculas, resultado antagónico

al mostrado en el test de potencial mitocondrial. A su vez, no parece existir una relación

evidente entre la concentración de nanobarras y la respuesta al tratamiento, pues más allá

de el aspecto a considerar (Células vivas, muertas o apoptóticas), no hay una tendencia

concluyente en las estimaciones alcanzadas (Figura 17).

Ahora bien, teniendo en cuenta que un kit de Anexina V/7-AAD no detecta los estados

apoptóticos tempranos, cabe la posibilidad de que dentro del porcentaje de células consi-

deradas vivas/sanas/viables se encuentre una cantidad de células con pérdida de potencial

mitocondrial. Sin embargo, cualquier valor estimado aqúı seŕıa especulativo.

Al igual que en el ensayo de potencial mitocondrial, se plantearon análisis ANOVA de

un factor para determinar diferencias entre los resultados conseguidos en el laboratorio y su

relevancia. Al comparar los efectos de la terapia fototermal en todas las concentraciones de

nanobarras estudiadas, se encontró que existe una disparidad significativa cuando se habla

de células vivas (Tabla 21) y células necróticas (Tabla 22) pero no en apoptosis total (Tabla

23), lo cual permitiŕıa afirmar que bajo este ensayo, la cantidad de nanopart́ıculas no tiene

injerencia directa en el impacto del tratamiento.
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Figura 16. Positividad total para Anexina V por cada grupo muestral.

Figura 17. Porcentaje de células vivas, necróticas y en estado apoptótico por cada muestra
en test de Anexina V/7-AAD
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Tabla 21. Análisis ANOVA de un factor para el porcentaje de células vivas obtenido luego
de la aplicación de la terapia fototermal plasmónica en un cultivo AGS. Prueba Anexina

V/7-AAD.

Tabla 22. Análisis ANOVA de un factor para el porcentaje de células necróticas obtenido
luego de la aplicación de la terapia fototermal plasmónica en un cultivo AGS. Prueba

Anexina V/7-AAD.

Para terminar, a través de un análisis de varianza de dos factores, se ponderó la relación

entre todas las concentraciones de nanobarras estudiadas y el porcentaje alcanzado de células

en apoptosis media y tard́ıa (Tabla 24). La demostración apunta a que no existen diferencias

estad́ısticamente significativas entre las concentraciones evaluadas, el tipo de apoptosis indu-

cida ni la interacción de los factores, de modo que este test de Anexina V insinúa nuevamente

que la cantidad de nanopart́ıculas no jugaŕıa un papel sustancial en la terapia, al menos bajo

los parámetros definidos en este estudio.

*Debido a la inexistencia de una disparidad real en los resultados obtenidos con las

diferentes concentraciones de nanobarras valoradas, las comparaciones estad́ısticas que in-

volucran los grupos de control muestral fueron descartadas para los ensayos con Anexina

V/7-AAD.
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Tabla 23. Análisis ANOVA de un factor para el porcentaje de células apoptóticas obtenido
luego de la aplicación de la terapia fototermal plasmónica en un cultivo AGS. Prueba

Anexina V/7-AAD.

Tabla 24. Análisis ANOVA de dos factores para la comparación de los efectos resultantes de
la aplicación de terapia fototermal plasmónica en todas las concentraciones de nanobarras

estudiadas. Prueba Anexina V/7-AAD.

Por primera vez en cuatro años de investigación relacionada con la aplicación de terapia

fototermal plasmónica en la Universidad Pontificia Bolivariana (UPB), se consiguieron resul-

tados positivos y prometedores ante una futura implementación médica del tratamiento. Bajo

los criterios experimentales analizados, tanto los fibroblastos 3T3 como las células gástricas

tumorales (AGS) mostraron un comportamiento acorde a lo reportado en la literatura, y

los altos porcentajes de muerte celular apoptótica conseguidos con las concentraciones de

nanobarras estimadas, principalmente con el 1,5 % v/v, dan cuenta del éxito de este estudio.

Si bien no es algo completamente innovador a nivel mundial, el producto de este proceso

śı representa un avance significativo nacional e incluso regional, y demuestra que la śıntesis

verde de nanobarras de oro a partir del extracto etanólico de la guayaba agria (Psidium

guineense) desarrollada desde la metodoloǵıa h́ıbrida propuesta por el Grupo de Dinámica

Cardiovascular de la UPB, forma nanoestructuras ciĺındricas que a bajas concentraciones no

sólo son de reducida citotoxicidad, sino que también al ser incluidas en un tratamiento de

terapia fototermal plasmónica, ofrecen resultados promisorios.
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Caṕıtulo 5

Conclusiones y Recomendaciones

La terapia fototermal plasmónica, aunque emergente, es presente y futuro en la inves-

tigación y lucha contra el cáncer. Este estudio demostró de manera concluyente que las

nanobarras de oro sintetizadas por métodos verdes, una vez internalizadas en células gástri-

cas tumorales, son biocompatibles a bajas concentraciones y mantienen altos niveles de

viabilidad durante la primera hora de tratamiento, conservando la integridad mitocondrial

necesaria para evadir los procesos de muerte necrótica. Además, tienen la capacidad de ge-

nerar un efecto fototermal plasmónico bajo la irradiación láser espećıfica empleada. Dicho

impacto se manifestó en la inducción de apoptosis en las células tratadas, que comprobado

mediante los análisis de citometŕıa de flujo propuestos, alcanzó hasta un 96 % de muerte ce-

lular por esta v́ıa, validando aśı la capacidad de dichas nanoestructuras para inducir un tipo

de muerte celular controlada y beneficiosa, y subrayando la selectividad de la terapia en la

eliminación de células tumorales. Sin embargo, vale la pena recalcar que altas concentracio-

nes de nanobarras y mayores tiempos de tratamiento impactan negativamente la factibilidad

del procedimiento, pues si bien las nanopart́ıculas empleadas son de origen verde, no cuentan

con un recubrimiento que aisle por completo los remanentes de los compuestos provenientes

de la śıntesis y que generan la citotoxicidad, que a posteriori, favorece la destrucción de los

tejidos, de modo que si se quisiera trabajar con grandes cantidades de nanobarras de oro, se

recomienda utilizar revestimientos como la albúmina o el polietilenglicol (PEG). Asimismo,

una alta concentración de nanobarras también impactaŕıa los aumentos de temperatura, pues

a mayor cantidad de nanopart́ıculas mayor será la potencia del tratamiento, por lo tanto,
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dicha variación obligaŕıa a reestructurar y replantear los parámetros de irradiación.

Desde una perspectiva cĺınica, los hallazgos de esta investigación sugieren un potencial

significativo para la terapia fototermal plasmónica como estrategia terapéutica. Al reducir

la necesidad de tratamientos invasivos y la toxicidad generalizada y asociada con otros pro-

cedimientos, esta técnica podŕıa mejorar la calidad de vida de los pacientes al tiempo que

favorece su eficacia.

No obstante, para avanzar hacia aplicaciones médicas, es crucial abordar varios desaf́ıos y

realizar pruebas adicionales, incluyendo la optimización de las dosis de nanobarras de oro y los

parámetros de irradiación láser en diferentes tipos celulares a los evaluados aqúı, todo con el

fin de maximizar la capacidad terapéutica y minimizar los posibles efectos adversos. Además,

la validación precĺınica de estos hallazgos será fundamental para garantizar la seguridad a

largo plazo de esta tecnoloǵıa.

En resumen, este estudio ha establecido una sólida plataforma para futuras investigacio-

nes en el campo de la terapia fototermal plasmónica utilizando nanobarras de oro sintetiza-

das por métodos verdes. Los resultados obtenidos no solo han ampliado significativamente

nuestro entendimiento sobre las aplicaciones potenciales de las nanoestructuras metálicas

en oncoloǵıa, sino que también han delineado una v́ıa prometedora hacia procedimientos

más efectivos. Estos hallazgos alientan a continuar explorando y refinando la técnica, con el

objetivo último de mejorar los resultados cĺınicos y la calidad de vida de los pacientes.
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Nanotecnoloǵıa. Tesis Doctoral. Hermosillo, Sonora. México
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Anexos

Anexo 1. Informe de Vigilancia Tecnológica

Terapia Fototermal

En los últimos años, la investigación en Terapia Fototermal se ha fortalecido. Muestra

de ello es la cantidad de publicaciones cient́ıficas que incluyen en su cuerpo el término

“Photothermal Therapy” y el aumento de papers relacionados con el tema en el pasar de los

años (Figura 1.1). Muchas bases de datos presentan ese incremento, pero Scopus es una en

donde es más evidente.

Figura 1.1. Registro del término “Photothermal Therapy” de los últimos 5 años en la base
de datos Scopus. Elaboración propia basada en los datos obtenidos de la plataforma.
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De esta búsqueda, se obtiene una lista de los principales autores investigadores en el tema,

siendo todos de origen asiático (Figura 1.2), relacionándose con el interés de búsquedas web

obtenido desde Google Trends (Figura 1.3) donde se muestra a Corea del Sur como el páıs

con más interés en la Terapia Fototermal, y con el origen de los estudios publicados que

muestra a China como el páıs con más cantidad de estudios en este campo (Figura 1.4).

Figura 1.2. . Principales autores de documentos relacionados con la Terapia Fototermal.
Fuente: Scopus. Elaboración propia basada en los datos obtenidos de la plataforma.

Figura 1.3. Interés en Terapia Fototermal desglosado por regiones. Fuente: Google Trends.
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Figura 1.4. Páıses con más publicaciones relacionadas con la Terapia Fototermal. Fuente:
Scopus. Elaboración propia basada en los datos obtenidos de la plataforma.

Adicionalmente, a través de Scopus se hizo el desglose de los tipos de publicaciones

relacionadas con la terapia fototermal, encontrando que entre Reviews y Art́ıculos, se tiene

más del 95 % de las mismas (Figura 1.5).

Figura 1.5. Tipos de publicaciones relacionadas con la Terapia Fototermal. Fuente: Scopus.
Elaboración propia basada en los datos obtenidos de la plataforma.

Asimismo, se realizó la búsqueda de términos relacionados en la plataforma Carrot2.
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Aqúı, se obtiene que la Terapia de Tumores (Tumor Therapy) es el término documental más

relacionado (Figura 1.6).

Figura 1.6. Términos documentales más relacionados con la Terapia Fototermal. Fuente:
Carrot2

Nanobarras de Oro

Al igual que la atención en la terapia fototermal, el interés en las nanobarras de oro

y su aplicación en tratamiento tumoral ha venido en aumento, pues estas son acreedoras

de un potencial que transmite seguridad y efectividad en el tratamiento en cuestión (An

et al., 2017; Zong et al., 2021). En función de corroborar y establecer un seguimiento a la

producción cient́ıfica conexa con las nanobarras de oro, se realizó una búsqueda en la base

de datos Scopus, dejando en evidencia un crecimiento en los escritos relacionados al tema

particular, aunque en los últimos 5 años el número ha decáıdo. (Figura 1.7).
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Figura 1.7. Registro del término “Gold Nanorods” de los ultimos 5 años en la base de datos
Scopus. Elaboracion propia basada en los datos obtenidos de la plataforma.

De esta misma búsqueda, se elabora una lista con los principales autores investigadores

en el tema (Figura 1.8). Aqúı, la tendencia es más variada en comparación con los trabajos

realizados en terapia fototermal. Según Google Trends, son India y Estados Unidos las re-

giones que presentan un mayor interés en las nanobarras de oro (Figura 1.9), a pesar de que

Scopus muestra que nuevamente China aventaja a los demás páıses en cuanto a publicaciones

se refiere (Figura 1.10)

Figura 1.8. Principales autores de documentos relacionados con nanobarras de oro.
Fuente:Scopus. Elaboracion propia basada en los datos obtenidos de la plataforma.
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Figura 1.9. Interés en Nanobarras de oro desglosado por regiones. Fuente: Google Trends

Figura 1.10. Páıses con más publicaciones relacionadas con las nanobarras de oro. Fuente:
Scopus. Elaboración propia basada en los datos obtenidos de la plataforma

De igual forma, a través de Scopus se hizo la segregación de los tipos de publicaciones

relacionadas con nanobarras de oro, encontrando que entre Reviews y Art́ıculos, se tiene casi

el 95 % de las mismas (Figura 1.11)
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Figura 1.11. Tipos de publicaciones relacionadas con nanobarras de oro. Fuente: Scopus.
Elaboración propia basada en los datos obtenidos de la plataforma.

Para la búsqueda de términos afines, nuevamente se utilizó la plataforma de Carrot2.

Aqúı, se ve que la Śıntesis de Nanobarras de Oro (Gold Nanorod Synthesis) es el término do-

cumental más relacionado, seguido de Terapia Fototermal (Photothermal Therapy) (Figura

1.12).

Figura 1.12. Términos documentales más relacionados con las nanobarras de oro. Fuente:
Carrot2
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