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1.1. Radiaciones ionizantes 
 

La radiación es una forma de energía que viaja a través del espacio y/o a través de 

un medio material. Esta forma de energía puede clasificarse de dos formas en 

función de su capacidad para eliminar electrones de un átomo al interactuar con él, 

de manera que existen las radiaciones no ionizantes (RNI) y las radiaciones 

ionizantes (RI) (Mu et al., 2018). 

La energía de las RNI puede ser capaz de mover átomos o hacerlos vibrar, sin 

provocar ninguna interacción con los electrones. Esta forma de radiación incluye la 

infrarroja, las microondas o las ondas de radio. Por otro lado, las RI tienen energía 

suficiente para provocar la eliminación de un electrón de un átomo, dando lugar a 

la formación de un ion. Las RI pueden subclasificarse en función de si la energía se 

propaga en forma de partículas (como son las partículas α, β o los neutrones) o en 

forma de onda electromagnética (como los rayos γ o los rayos X) (Ver Christensen 

et al., 2014).  

El impacto de las RI en un organismo depende de diversos factores. Uno de ellos 

es la dosis de radiación absorbida, que se mide en Grays (Gy), la unidad del 

Sistema Internacional que equivale a la absorción de 1 Joule de energía por 

kilogramo de materia (J·kg-1). Otro factor a considerar es la manera en que se 

deposita la energía. Para ello es de utilidad el concepto de transferencia lineal de 

energía (LET), que es la cantidad media de energía depositada por unidad de 

longitud y sus unidades son los kiloelectronvoltios por micrómetro (keV·µm-1). Las 

RI se pueden clasificar en RI de alta o de baja LET. Las primeras muestran un 

patrón de ionizaciones generalmente linear y producen una gran cantidad de 

eventos de ionización por unidad de longitud recorrida y engloban las radiaciones 

cuya energía proviene de partículas, mientras que las segundas, entre las que 

encontramos las radiaciones cuya energía proviene de fotones (rayos X y γ), 

producen un patrón de ionizaciones más disperso con un menor número de 

ionizaciones por unidad de longitud (Figura 1). 
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1.2. Efecto de las radiaciones ionizantes sobre los organismos 

vivos 

 

Son de especial relevancia los efectos que estas radiaciones tienen sobre las 

biomoléculas debido a su potencial dañino sobre los organismos vivos.  Si el daño 

provocado conduce a la muerte de células, y la subsiguiente lesión de un tejido, 

hablamos de efecto determinístico o reacción tisular, mientras que, si el daño 

provoca cambios mutacionales en las células, sin provocar su muerte, nos 

referimos a un efecto estocástico. Estos efectos además se diferencian en su 

relación con la dosis. Por un lado, los efectos determinísticos aparecen a partir de 

una dosis umbral de radiación, de manera que la probabilidad de padecer estos 

efectos tiende al 100% al sobrepasar ese umbral y a incrementar su severidad al 

aumentar la dosis. Por otro lado, los efectos estocásticos carecen de una dosis 

umbral y su severidad no es dependiente de la dosis de radiación, por lo que lo 

único que aumenta con la dosis es su probabilidad de aparición (Figura 2) (Hall y 

Giaccia, 2019).  

Figura 1. Representación gráfica del patrón de ionizaciones producidas por las radiaciones de 

alta y baja LET. Adaptado de Iliakis et al., 2019. 
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El daño producido por la interacción de las RI con la materia viva puede darse de 

manera directa, cuando la radiación ioniza directamente a la molécula diana 

(provocando desde roturas de DNA, a la oxidación de proteínas o lípidos), o de 

manera indirecta, cuando la RI provoca la formación de radicales libres que a su 

vez interaccionan químicamente con las biomoléculas. Debido a que el mayor 

constituyente celular es el agua, mayoritariamente la interacción de la radiación se 

da con el agua. La radiolisis del agua da lugar a la formación de especies reactivas 

de oxígeno (ROS) que interaccionan químicamente con las biomoléculas 

modificándolas, lo que es especialmente importante en el caso de la molécula de 

DNA (Figura 3) (Bolus, 2017). Se ha descrito que, cuantitativamente, 

aproximadamente el 70% de las alteraciones moleculares inducidas en el DNA por 

las RI se deben al efecto indirecto (Roots y Okada, 1972). 

 

 

 

 

Figura 2. Representación gráfica de la relación entre dosis y los efectos determinísticos (en 

verde) y estocástico (en rojo). El efecto determinístico presenta una función umbral-sigmoide, 

mientras que el estocástico sigue una función lineal sin umbral. En ambos casos la probabilidad 

de efecto sobre un individuo incrementa con la dosis. Adaptado de Hall y Giaccia, 2019. 
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1.3. Efectos de las radiaciones ionizantes sobre el DNA 

 

Como acabamos de comentar, de las alteraciones en biomoléculas celulares 

inducidas por las RI, las más importantes son las que se inducen en el DNA (Figura 

4). Por un lado, pueden producirse roturas de cadena, ya sea en ambas (rotura de 

doble cadena, DBS) o sólo en una de ellas (rotura de cadena simple, SSB). 

También pueden producirse daños en las bases nitrogenadas (BD), formando 

lugares apurínicos y apirimidínicos (AP-sites) e incluso puede dar lugar al 

establecimiento de enlaces cruzados (crosslinks) intracatenarios o intercatenarios 

entre nucleótidos, que forman enlaces covalentes diferentes a los que muestra la 

molécula de DNA inicial. Los enlaces covalentes también pueden dar lugar a la 

formación de enlaces cruzados DNA-proteínas. Estos tipos de daño pueden 

presentarse de manera aislada, pero a veces pueden darse también de manera 

simultánea en una misma región del DNA, dando lugar a lesiones complejas, 

resultando en una mayor dificultad de reparación (Kavanagh et al., 2013). 

Figura 3. Ilustración representativa de los daños directo e indirecto de la RI sobre el DNA. El 

daño indirecto se genera a partir de la formación de ROS tales como el peróxido de hidrógeno 

(H2O2), los radicales hidroxilo (•OH) o el superóxido (•O2
-). Adaptado de Wang et al., 2018. 
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1.3.1. Respuesta celular al daño en el DNA 
 

Cuando se producen daños en el DNA, las células activan mecanismos de 

reparación con el fin de restaurar la molécula a un estado lo más similar posible al 

original o, al menos, a uno con mayor integridad estructural y funcional. Los distintos 

tipos de daño requieren distintos tipos de reparación, de manera que cuando se 

producen daños como los BD o los AP-sites se activan mecanismos de reparación 

por escisión de base o nucleótido (BER y NER, respectivamente), mientras que si 

la lesión implica SSB se lleva a cabo un proceso de detección de la secuencia 

dañada, rellenado del hueco en la cadena rota utilizando como molde la cadena 

intacta y ligación del DNA (Caldecott, 2014). Los DSB al afectar a ambas cadenas 

de la molécula de DNA requieren de mecanismos de reparación específicos. La 

reparación de DSB implica dos vías principales, la reparación por unión de 

extremos no homólogos (NHEJ) y la recombinación homóloga (HR) (Figura 5). 

La NHEJ es la principal vía que actúa en la reparación de DSB radioinducidos, 

debido a su capacidad de actuación independientemente de la fase del ciclo celular 

Figura 4. Representación de los distintos tipos de daño provocados en la molécula de DNA por 

las RI. (Adaptado de Kavanagh et al., 2013). 
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en que se produzca el daño. La NHEJ requiere de la formación de un heterodímero 

de proteínas Ku70/80 en los extremos de la zona de la DSB, que a su vez se 

encarga de reclutar y activar proteínas cinasas dependientes de DNA (DNA-PKcs). 

A continuación, varios complejos de procesamiento de DNA como MRN, PNKP y 

APLF se unen con el fin de obtener extremos 3’ y 5’ con capacidad de ser unidos. 

Por último, las proteínas XRCC4 y XLF forman un complejo con la DNA Ligasa IV, 

que completa la unión de los dos extremos (Figura 5). A pesar de poder actuar en 

cualquier fase del ciclo celular, la NHEJ es un mecanismo de reparación de baja 

fidelidad ya que por una parte los extremos de la rotura son procesados, lo que 

puede provocar modificaciones respecto a la secuencia original, y por otra parte la 

unión errónea de los extremos puede originar alteraciones cromosómicas tipo 

intercambio (Lomax et al., 2013). 

La reparación del DNA por HR, al contrario que NHEJ, se trata de una vía cuya 

capacidad de actuación queda limitada a las fases S y G2 del ciclo celular dada la 

necesidad de una cromátide hermana intacta que sirva de molde de la secuencia 

dañada. La vía de la HR, implica un procesamiento inicial de la región dañada 

mediante el complejo MRN, al que se añaden CtIP y BRCA1, dando lugar a 

regiones de cadena simple flanqueando ambos lados del DSB (Santivasi y Xia, 

2014). La exonucleasa EXO1 se encarga de extender estas regiones, permitiendo 

la unión de hSSB1 y del complejo RPA, que evita la degradación de los extremos 

libres de las cadenas. Posteriormente, RPA es sustituido por RAD51-BRCA2, 

encargados de encontrar una cromátide hermana utilizada como molde para poder 

sintetizar la secuencia dañada mediante la acción de la DNA polimerasa γ. En 

contraste con NHEJ, se considera que la HR es un mecanismo de reparación de 

mayor fidelidad, resultando en una secuencia de DNA mucho menos propensa a 

presentar diferencias respecto a la secuencia original (Borrego-Soto et al., 2015).  
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Figura 5. Representación gráfica de las dos principales vías de reparación de DSB: NHEJ y HR. 

Adaptado de Borrego-Soto et al., 2015.  
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1.3.2. Control del ciclo celular en respuesta a daños en el DNA  
 

El ciclo celular es un proceso continuo, que atendiendo a razones morfológicas 

dividimos en cuatro fases (G1 o gap 1, S o síntesis, G2 o gap 2 y M o mitosis). El 

progreso celular a través de estas fases se regula por la activación e inactivación 

sucesiva de diferentes quinasas dependientes de ciclina (CDKs), que controlan el 

paso entre las diferentes fases (Figura 6). 

 

El progreso del ciclo celular puede ser alterado por la acción de agentes externos, 

como las RI (Little, 1968). La acción de las RI en una célula puede retrasar o incluso 

detener el avance de algunas de las fases del ciclo en los denominados puntos de 

control (Iliakis et al., 2003).  

En el caso del punto de control de G1, la acción de la proteína supresora tumoral 

p53 evita que las células con daños no reparados en el DNA puedan pasar a la fase 

Figura 6. Representación gráfica de las distintas fases del ciclo celular. El avance por la fase 

G1 está mediado por complejos de ciclina D y CDKs 4 y 6, mientras que la entrada en la fase S 

queda regulada por el complejo ciclina E/CDK2. Los complejos de ciclina A y CDKs 1 y 2 son 

los responsables de controlar el progreso de la fase S y el paso a G2. Finalmente, el complejo 

ciclina B/CDK1 se encarga de la entrada en fase M (mitosis) de la célula. Adaptado de Syljuasen, 

2019. 
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S. Los daños en el DNA provocan la activación de p53 (Figura 7), que a su vez 

activa la producción de p21, proteína inhibidora de la actividad CDK/ciclina. Esta 

respuesta celular frente las alteraciones no reparadas del DNA, evita que la célula 

entre en la fase S y permite que puedan actuar los mecanismos de reparación del 

DNA antes de la replicación. Por lo que respecta al punto de control de fase S, 

mediado por Wee1 y ATR-Chk1, se ha descrito que los daños en el DNA inducidos 

por las RI en células en fase S, no provocan la detención total de la progresión del 

ciclo, pero sí que disminuyen la velocidad de replicación del DNA, lo que a su vez 

permite una actuación más larga de los mecanismos de reparación del DNA. Por 

último, la presencia de daños en el DNA en células cuyo ciclo celular llega al punto 

de control de G2, el último antes de que la célula entre en mitosis, puede conllevar 

detenciones del avance del ciclo de 2 a 3 h por Gy absorbido. Este último punto de 

control, de manera similar al de fase S, está mediado por las vías ATR-Chk1 y 

Wee1, aunque durante las dos primeras horas post-irradiación muestra 

dependencia de ATM quinasa (Syljausen, 2019).  

 

Los puntos de control del ciclo celular son un elemento clave a la hora de 

proporcionarle tiempo suficiente a las células para reparar posibles daños en el 

DNA antes de la replicación y de la mitosis. Cabe destacar también que, si los daños 

en el DNA son muy elevados, el bloqueo del ciclo celular en los puntos de control 

Figura 7. Representación gráfica de los puntos de control del ciclo celular y de las proteínas 

encargadas de su regulación tras la irradiación. Adaptado de Syljuasen, 2019. 
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puede llegar a ser permanente, resultando en la activación de las vías de muerte 

celular por senescencia (Hauge et al., 2021). 

 

1.4. Biomarcadores de exposición a RI 
 

Existen diversos biomarcadores de exposición a las RI. Entre ellos, los que 

muestran una mejor correlación con la dosis son aquellos que se basan en el daño 

genético radio-inducido. El análisis citogenético de cromosomas dicéntricos (Figura 

8) se considera como la técnica de referencia para estimar la dosis en casos de 

sobreexposición a las RI (IAEA, 2011).  

 

Dado que el análisis de alteraciones cromosómicas, como los dicéntricos, requiere 

del cultivo de linfocitos de al menos 48h, se han desarrollado e implementado 

técnicas alternativas, aunque también muestran limitaciones. La proteína de unión 

a p53 53BP1 o la histona γ-H2AX se consideran buenas opciones como 

biomarcadores de la respuesta inmediata a las RI, por la mayor facilidad de 

Figura 8. Comparación de una metafase normal y una con presencia de cromosomas dicéntricos 

(dic) y fragmentos acéntricos (ace). La aparición de este tipo de anomalía cromosómica se 

correlaciona con las reorganizaciones de cromosomas que han sufrido DSB tras una exposición 

a RI. 
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obtención de las muestras y el menor tiempo de espera hasta la obtención de los 

resultados (Rothkamm et al., 2015). 

La histona γ-H2AX es la variante fosforilada de la histona H2AX. Ante la inducción 

de DSB, las histonas H2AX que rodean la lesión (en un orden de cientos de miles) 

se ven fosforiladas en el residuo serina 139 y forman cúmulos, llamados foci (Figura 

9), que pueden ser detectados mediante técnicas de citometría de flujo e 

inmunofluorescencia (Rothkamm y Löbrich, 2003). 

 

Una de las principales ventajas que presenta γ-H2AX como biomarcador es su 

rápida aparición tras una exposición a RI (con un pico de recuento de foci que suele 

aparecer entre 30 min y 1 h post-irradiación), así como una buena correlación con 

el número de DSB formados, lo cual permite establecer con precisión una relación 

Figura 9. Representación gráfica de la vía de fosforilación de la histona H2AX. Tras la aparición 

de un DSB provocado por un agente externo, como puede ser la RI, el complejo proteico MRN 

es reclutado en la zona de la lesión. MRN a su vez recluta y activa ATM quinasa, que se encarga 

de fosforilar las histonas H2AX en la serina 139, dando lugar a la variante γ-H2AX. Después de 

la fosforilación la proteína MDC1 es añadida al DSB y se encarga del reclutamiento de proteínas 

implicadas en los procesos de reparación celular como BRCA1 o 53BP1. Adaptado de Noubissi 

et al., 2021. 
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lineal dosis-efecto. Además de esto, y al contrario que sucedía con los 

biomarcadores basados en citogenética, el análisis de foci no requiere de largos 

cultivos de las muestras obtenidas antes de poder ser analizadas. También cabe 

destacar que el recuento de foci es un proceso que puede ser altamente 

automatizado, eliminando la necesidad de personal especialmente entrenado para 

su detección y la variabilidad en el criterio de conteo que pueda tener uno o más 

investigadores (Raavi et al., 2021). Entre las limitaciones de esta técnica está que 

su aplicación está solo indicada a análisis realizados inmediatamente después de 

la exposición a RI. 

Por último, se pueden considerar como marcadores de exposición a las RI, las 

variaciones en la capacidad de proliferación (es decir, la capacidad reproductiva de 

las células) y la viabilidad celular (medida en porcentaje de células supervivientes 

y metabólicamente activas después de una exposición). La proliferación post-

irradiación se suele analizar mediante la aplicación del ensayo clonogénico, aunque 

los resultados de éste se pueden ver afectados por las diferencias en 

radiosensibilidad intrínsecas que pueden mostrar diferentes líneas celulares, 

además de requerir células diferenciadas para poder llevarse a cabo (Stewart y 

Dörr, 2009). Por lo que respecta a la viabilidad celular, puede ser evaluada 

mediante el uso de técnicas tales como el ensayo con MTT, una técnica de 

aplicación rápida que permite la cuantificación de la viabilidad celular mediante el 

uso de espectrofotometría (Murad et al., 2018). 

 

1.5. Radioterapia 
 

En la actualidad, el cáncer es una de las principales causas de defunción a nivel 

mundial, con una estimación en el 2020 de 9,89 millones de fallecidos y 18,09 

millones de nuevos casos informados a nivel mundial según datos de la 

International Agency for Research on Cancer (IARC, 2021). Con el fin de tratar 

neoplasias, ya sea con un objetivo curativo o paliativo, aproximadamente un 60% 

de los pacientes se someten a tratamiento con radioterapia, ya sea aplicado de 

manera individual o en conjunción con cirugía o quimioterapia (Atun et al., 2015). 

Los principales métodos de administración de radioterapia son la braquiterapia 
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(cuando la radiación es aplicada en el interior del organismo, como en el caso de 

neoplasias de próstata o de origen ginecológico) y la irradiación externa mediante 

haces de alta energía dirigidos a la zona de localización del tumor (Baskar et al., 

2012). 

Desde el descubrimiento en 1895 de los rayos X por parte de Wilhelm Röntgen y 

su primer uso terapéutico un año más tarde por parte de Emil Grubbe, el campo de 

la radioterapia ha estado en constante evolución. No fue, sin embargo, hasta la 

década de los 30 del siglo XX que su aplicación, especialmente en forma de 

radiación interna (braquiterapia), se fue extendiendo. Las décadas de los 60, 70 y 

80 trajeron consigo avances en el tratamiento del cáncer de tejidos internos, con 

máquinas capaces de emitir rayos X o γ de mayor energía. No obstante, el avance 

más importante de los 70 y 80 fue la llegada de dispositivos capaces de hacer uso 

de haces de protones gracias al uso de aceleradores asistidos por ordenador, 

permitiendo un mayor control de la aplicación estos haces sobre tejidos tumorales. 

Los 90 y la llegada del siglo XXI fueron el marco de la introducción de nuevas 

técnicas como la radioterapia estereotáctica, de alta precisión, y la radioterapia 

adaptativa, guiada por imágenes (Gianfaldoni et al., 2017). Los últimos avances en 

radioterapia permiten la aplicación del tratamiento con precisión milimétrica gracias 

a técnicas tales como la visualización por resonancia magnética o la tomografía por 

emisión de positrones, anexadas a aceleradores lineales, o las unidades de 

tratamiento mediante el denominado “bisturí" de rayos gamma, que mediante una 

técnica llamada radiocirugía estereotáctica, que emplea múltiples haces de 

radiación, permiten administrar dosis elevadas de radiación en volúmenes 

pequeños (Chandra et al., 2021).  

A pesar de los numerosos avances en el campo de la radioterapia, tanto en su 

efectividad como en su precisión, existe un problema intrínseco a la naturaleza de 

este tipo de tratamiento que no ha podido ser erradicado, la aparición de efectos 

secundarios. Estos pueden variar desde la dermatitis, la fatiga y la depresión hasta 

enfermedades cardiovasculares (Berkey, 2010) o la aparición con el tiempo de 

tumores secundarios radioinducidos. 
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1.5.1. Radiosensibilización y radioprotección 
 

Con el objetivo de minimizar la aparición de efectos secundarios adversos, o de 

aumentar el efecto de la radiación sobre tejidos tumorales, se han desarrollado 

agentes con efectos radioprotectores o radiosensibilizadores que se pueden 

administrar en concomitancia con la radioterapia. Aunque estos agentes muestran 

resultados cada vez más prometedores todavía no son aplicados de manera 

extensiva.  

Los agentes radioprotectores actúan reduciendo el daño producido a las células 

sanas tras la irradiación, limitando los efectos de las RI sobre el DNA, 

principalmente provocados por la aparición de ROS al interactuar la radiación con 

el agua intracelular. La acción de este tipo de agentes no es un descubrimiento 

reciente; ya en 1972 Roots y Okada publicaron un estudio pionero en el que 

describieron que el uso de algunos alcoholes y tioles podía proteger una fracción 

de hasta el 70% del DNA de los efectos de las RI (Roots y Okada, 1972). Sin 

embargo, mostrar dicha capacidad de protección del DNA no es suficiente para 

utilizar un compuesto como agente radioprotector, también debe cumplir con una 

serie de requisitos. El agente debe ser capaz de proteger los tejidos sanos sin 

proporcionar protección a los tejidos tumorales objetivo del tratamiento, de manera 

que el potencial terapéutico no se vea afectado. Además, el agente debe poder ser 

administrado de manera mínimamente intrusiva y con la menor toxicidad derivada 

posible (Citrin et al., 2010). A pesar de que la aplicación de los radioprotectores no 

forme todavía parte del protocolo estándar del tratamiento con radioterapia, hay 

agentes tales como la amifostina que ya están usando en un ámbito clínico de 

manera limitada (Xunclà et al., 2008; Kamran et al., 2016), mientras que otros como 

el resveratrol, los nitróxidos o el CBLB502 están mostrando resultados positivos en 

estudios preliminares (Smith et al., 2017). 

Al contrario que los radioprotectores, los agentes radiosensibilizadores actúan 

aumentando el nivel de ROS producidos por la radiación para causar daño al DNA 

de los tejidos tumorales. Agentes como el oxígeno hiperbárico (Bennett et al., 

2005), la nicotinamida y el carbógeno (Raviraj et al., 2014) se han estudiado en 

ensayos clínicos. No obstante, los radiosensibilizadores tienen una limitación 
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importante. Su distribución inespecífica por todo el organismo puede comportar que 

el efecto sensibilizador no se limite sólo al área del tejido tumor, sino que afecte 

también a tejidos sanos. Es por este motivo que el desarrollo de nuevas estrategias 

que faciliten la distribución y acumulación de los radiosensibilizadores en el tejido 

objetivo es necesario. 

 

1.5.1.1. Nanopartículas como radiosensibilizadores 
 

Una posible estrategia para radiosensibilizar de manera específica el tejido tumoral 

es el uso de nanopartículas. Las nanopartículas se acumulan de manera natural en 

tejidos tumorales gracias a la mayor permeabilidad y capacidad de retención 

provocada por la formación imperfecta del endotelio de los vasos sanguíneos 

durante la angiogénesis tumoral (Fang et al., 2011). La acumulación de estas 

partículas en los tejidos tumorales puede además potenciarse mediante la 

aplicación de metodologías de “targeting” activo, como puede ser la 

funcionalización de la superficie de las partículas con moléculas que puedan ser 

reconocidas por los receptores de membrana de las células diana (Li, 2014). La 

importancia de las nanopartículas como agente radiosensibilizador ha ido creciendo 

con el paso del tiempo, y su potencial terapéutico ha sido descrito extensamente 

(Mi et al., 2016; Rosa et al., 2017; Borran et al., 2018; Chen et al., 2020; Penninckx 

et al., 2020). 

No todos los materiales con que se pueden hacer nanoartículas presentan la misma 

eficiencia como radiosensibilizadores ni reaccionan de igual manera ante la 

radiación. Los materiales formados por elementos con un número atómico (Z) 

elevado, al ser irradiados tienen una capacidad de absorción energética superior a 

la del agua (Penninckx et al., 2020). La potencialidad de utilizar este tipo de 

materiales no es algo nuevo, pues hay estudios, publicados hace más de 40 años, 

describiendo sus efectos (Matsudaira et al., 1980). En ese estudio, Matsudaira y su 

equipo observaron cómo la aplicación de un medio de contraste de yodo (Z=53) en 

los cultivos celulares pre-irradiación con rayos X inducía un efecto 

radiosensibilizador al aumentar la capacidad de absorción energética, provocando 
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un aumento en la aparición de anomalías cromosómicas y una disminución en la 

viabilidad celular.  

El oro, con un número atómico de 79, es uno de los principales materiales utilizados 

en el desarrollo de nanopartículas con fines radiosensibilizadores. El uso de las 

partículas de oro con este objetivo fue descrito por primera vez in vivo por James 

Hainfeld y colaboradores en 2004. Al inyectar por vía intravenosa partículas de 1,9 

nm de diámetro en ratones portadores de carcinomas mamarios subcutáneos 

consiguió que el volumen de los tumores al cabo de un mes disminuyese hasta ser 

casi imperceptible, mientras que los tumores de los ratones que sólo habían sido 

tratados con radiación, al cabo de un mes y medio, siguieron aumentando su 

tamaño hasta una media de 5 veces el tamaño anterior al tratamiento. Además de 

la reducción del volumen tumoral, se observó un aumento del 60% en la 

supervivencia al cabo de un año en los ratones tratados con nanopartículas y 

radiación respecto a aquellos ratones que sólo habían sido tratados con radiación. 

(Hainfeld et al., 2004).  

Una de las principales características del oro al interaccionar con radiaciones es su 

alta capacidad de absorción fotónica, 100 veces superior a la del agua, lo cual 

provoca una emisión de electrones de baja energía con el potencial de maximizar 

el daño provocado por las RI en el DNA. El incremento en el efecto de una dosis 

concreta de radiación en presencia de nanopartículas de oro (GNPs) recibe el 

nombre tasa de aumento de sensibilización (SER, por sus iniciales anglosajonas), 

de manera que la acumulación de GNPs en tejidos tumorales tiene el potencial de 

inducir un efecto de mejora diferencial (Rosa et al., 2017), permitiendo que dosis 

más bajas de radiación den lugar al mismo efecto que normalmente sólo se podría 

conseguir con dosis más altas (Herold et al., 2000; Regulla et al., 2002). Se ha 

descrito que la SER inducida por las GNPs es mayor a la esperada teniendo en 

cuenta sus características físicas (Penninckx et al., 2020; Butterworth et al., 2012; 

Schuemann et al., 2020). Además, el efecto radiosensibilizador de las GNPs parece 

estar influenciado por diversos factores, tales como pueden ser su tamaño y forma.  

Precisamente el tamaño de las partículas afecta a la capacidad de emisión de 

electrones de baja energía, habiéndose descrito que cuanto mayor es el diámetro 

de GNPs esféricas, menor es esta emisión (McMahon et al., 2011). También debe 
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tenerse en cuenta que el diámetro de las partículas no sólo afecta a nivel 

energético, sino que puede influir en la capacidad de internalización de éstas por 

parte de las células, habiéndose descrito que las GNPs de 50 nm de diámetro 

presentan mayor internalización que aquéllas de 14 o 74 nm (Chithrani et al., 2010). 

Es de especial consideración la capacidad de acumulación de las GNPs en el tejido 

diana, donde el efecto radiosensibilizador pueda ser más pronunciado, 

discriminando los tejidos sanos. Para ello, como hemos comentado, no solo es 

importante aprovechar las deficiencias del tejido vascular que permiten un mayor 

acúmulo de GNPs en tejidos tumorales, sino que también es importante que sean 

internalizadas por estas células. Además, dado que el efecto radiosensibilizador de 

las GNPs es debido a la mayor formación de ROS en comparación a la que se 

obtendría con un tratamiento de radioterapia en su ausencia, es de esperar que la 

presencia intracelular de GNPs propicie un mayor efecto radiosensibilizador que si 

se encontrasen en el medio extracelular, por la mayor facilidad de las ROS a 

interaccionar con el DNA e inducir DSB (Taggart et al., 2016; Penninckx et al., 2018; 

Penninckx et al., 2019).
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2. OBJETIVOS 
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El principal objetivo de esta tesis doctoral es determinar el efecto radiosensibilizador 

de nanopartículas de oro esféricas de 50 y 100 nm de diámetro funcionalizadas de 

manera específica para interaccionar con células de las líneas Caco2 y SKBR3.  

Este objetivo queda concretado en los siguientes: 

1. Determinar las características de las líneas celulares que puedan 

influenciar el análisis de la radiosensibilización. 

1.1. Comprobar la expresión de receptores de membrana específicos de las 

células de las líneas Caco2 y SKBR3, que puedan utilizarse como diana 

de las funcionalizaciones de superficie de las nanopartículas de oro.  

1.2. Analizar la ploidía y la estabilidad cromosómica estructural de las líneas 

celulares Caco2 y SKBR3.  

1.3. Determinar el potencial ζ de las nanopartículas de 50 y 100 nm para 

evaluar el posible efecto de las cargas superficiales en la internalización. 

1.4. Evaluar cualitativamente la internalización de las nanopartículas 

funcionalizadas y sin funcionalizar de 50 y 100 nm por las células Caco2 

y SKBR3.  

2. Evaluar el efecto radiosensibilizador de las nanopartículas funcionalizadas 

y sin funcionalizar 

2.1. Evaluar la inducción de roturas de doble cadena del DNA a diferentes 

tiempos post-irradiación y diferentes tratamientos con nanopartículas de 

oro (funcionalizadas, sin funcionalizar y sin ellas), mediante el análisis 

de foci de -H2AX. 

2.2. Evaluar la viabilidad celular y la tasa de mejora de sensibilización tras la 

irradiación a una dosis de 3 Gy en ausencia o presencia de tratamiento 

con nanopartículas de oro (funcionalizadas o no) de 50 y 100 nm. 
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3. MATERIALES Y 

MÉTODOS 
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3.1. Líneas celulares 
 

Para la realización de la presente investigación, se utilizaron dos líneas celulares 

diferentes: Caco2, derivada de células de adenocarcinoma de colon (ATCC, 

Manassas, VA, EEUU), y SKBR3, derivada de adenocarcinoma de mama (ATCC). 

Cada una de ellas fue cultivada con un medio de cultivo concreto: Eagle’s Modified 

Enriched Medium (EMEM, ATCC) para Caco2 y McCoy’s 5A Medium (ATCC) para 

SKBR3, suplementados con suero bovino fetal (SBF, Biowest, Nuaillé, Francia) al 

20 y 10%, respectivamente. Los cultivos celulares, siempre de 5 mL, fueron 

mantenidos en incubador en unas condiciones de 37ºC a una concentración de 

CO2 del 5%. 

Para el cálculo del population doubling time (PDT), se realizaron 2 cultivos distintos 

por línea celular, sembrados a una concentración inicial conocida (1·105 células·mL-

1). En ambas líneas, con el primer cultivo se realizó un recuento celular a las 24 h, 

mientras que el segundo se mantuvo en crecimiento hasta alcanzar una confluencia 

de, aproximadamente, el 80%, momento en el que se realizó el recuento celular 

final. El PDT medio de cada línea fue calculado después de realizar 3 réplicas 

distintas del procedimiento para cada línea celular. En todos los casos, el proceso 

de manipulación para realizar el recuento fue el siguiente: a los cultivos se les retiró 

el medio de cultivo y se lavaron con 10 mL de solución salina HBSS (Biowest) sin 

Ca++ ni Mg++ durante 1 min.  Una vez eliminada la solución salina, los cultivos se 

tripsinizaron con 1 mL de tripsina-EDTA 1X (Biowest) durante 3 min, tras los cuales 

se añadieron 10 mL de medio de cultivo para detener el proceso de tripsinización. 

Las células fueron teñidas con azul de tripano (Sigma-Aldrich, Madrid, España) para 

distinguir las viables de las no viables y se realizó el recuento con microscopía 

óptica con la ayuda de un hemocitómetro (Sigma-Aldrich). Los PDT obtenidos 

fueron de 68 para Caco2 y de 63 h para SKBR3. 
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3.2. Expresión de receptores 
 

Las líneas celulares utilizadas en el presente estudio fueron escogidas debido a la 

expresión de receptores de membrana EpCam en Caco2, y TfR en SKBR3. Estos 

receptores son buenas dianas para la direccionalización de nanopartículas 

específicamente funcionalizadas. Para comprobar la expresión de estos 

receptores, inicialmente se llevó a cabo una detección de estos mediante 

inmunofluorescencia. Los anticuerpos primarios utilizados fueron Rabbit Anti-

EpCam (cat. Ab71916, Abcam, Cambridge, Reino Unido) y Mouse Anti-TfR (cat. 

ab9179, Abcam) para Caco2 y SKBR3 respectivamente. Los anticuerpos 

secundarios empleados, marcados con señales fluorescentes, fueron Goat Anti-

Rabbit IgG H&L Alexa Fluor ® 488 (cat. ab150077, Abcam) y Goat Anti-Mouse IgG 

H&L Alexa Fluor® 488 (cat. ab150113, Abcam) para Caco2 y SKBR3 

respectivamente.  

Para realizar la immunodetección, los cultivos celulares fueron lavados y 

tripsinizados siguiendo el mismo proceso descrito en el anterior apartado. A 

continuación, las células fueron centrifugadas y, tras el descarte del medio de 

cultivo, resuspendidas en 1X PBS. En un citocontenedor (Shandon, Thermo 

Scientific, Madrid, España), se colocó el volumen necesario para tener 

aproximadamente 35.000 células y se centrifugaron usando una centrífuga 

Cytospin (Cytospin 3, Shandon, Thermo Scientific), utilizando un portaobjetos con 

recubrimiento de polilisina. Tras la centrifugación las células se fijaron aplicando 

formaldehido al 2%. Tras 10 min de actuación del formaldehido, los portaobjetos se 

lavaron con 1X PBS y las células fijadas se permeabilizaron durante 15 min 

utilizando una solución de 1X PBS/0,5% Triton-100 a 4ºC. Tras la permeabilización 

las muestras se lavaron con 1X PBS y posteriormente fueron tratadas con una 

solución bloqueadora (1X PBS/0,1% Tween20/2% SBF) durante 30 min. Los 

anticuerpos primarios se diluyeron hasta alcanzar una proporción 1:200 en la 

solución de bloqueo anteriormente descrita. 10 µL de los anticuerpos diluidos se 

aplicaron a las respectivas muestras, que se incubaron durante la noche en una 

cámara húmeda a 4ºC. Una vez finalizada la incubación, las muestras se lavaron 

por triplicado en una solución de 1X PBS/0,1% Tween20 en cubeta de tinción 
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vertical durante 5 min con el fin de eliminar cualquier posible exceso de anticuerpo 

primario. Tras los lavados, 10 µL de los anticuerpos secundarios se aplicaron, 

diluidos en solución de bloqueo a una concentración de 1:500 en el caso del 

anticuerpo Goat Anti-Rabbit, y 1:1000 en el caso del Goat Anti-Mouse. Las 

muestras se incubaron con los anticuerpos secundarios durante 1 h en cámara 

húmeda a temperatura ambiente. Posteriormente, las muestras se lavaron en 

PBS/0,1% Tween20, tal y como se ha descrito en el paso anterior. Por último, a las 

muestras se les añadió 5 µL de Vectashield Mounting Medium (Vector Laboratories, 

Barcelona, España) con 4,6-diamino-2-fenilindol (DAPI) como contratinción a una 

concentración de 1,5 µg·mL-1. Las muestras se analizaron en un microscopio de 

epifluorescencia (AxioImager.Z2, Zeiss, Oberkochen, Alemania). 

 

3.3. Caracterización citogenética 
 

Con el fin de determinar la estabilidad genómica de las líneas celulares empleadas, 

se realizaron dos técnicas de caracterización citogenética. En primer lugar, se 

analizó el número de cromosomas en 100 células de cada línea y, para comprobar 

si había presencia de aberraciones cromosómicas inestables, se llevó a cabo una 

hibridación in situ fluorescente con sondas PNA pancentromérica y pantelomérica. 

En ambos casos se utilizaron cultivos en fase de crecimiento exponencial tratados 

con colcemid a una concentración final de 0,3 µg·mL-1 durante 4 h a 37°C. Tras 

este tiempo, los cultivos fueron centrifugados y tratados con una solución hipotónica 

de KCl a una concentración de 0,075 M durante 10 min a 37ºC. Tras el tratamiento 

con la solución hipotónica las células fueron fijadas con solución Carnoy (1 ácido 

acético:3 metanol) y colocadas en portaobjetos. Para el análisis del número de 

cromosomas se llevó a cabo una tinción uniforme aplicando colorante de Leishman 

(Sigma-Aldrich) diluido al 20% en 1X PBS (Sigma-Aldrich). 

En el caso de la hibridación in situ, las muestras se trataron con una solución de 

HCl-Pepsina al 0,025% (Sigma-Aldrich) durante 10 min a temperatura ambiente, 

lavadas dos veces con 1X PBS durante 5 min, fijadas con formaldehido 4%-1X 

PBS, y lavadas de nuevo con 1X PBS tres veces, 5 min cada vez. A continuación, 

las muestras se deshidrataron en una serie de etanoles a diferentes 
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concentraciones (70%, 85% y 100%, 5 min en cada uno) y secadas al aire. 

Paralelamente se prepararon las sondas de DNA. Para cada portaobjeto se 

prepararon 20 µL de solución de hibridación (1% TRIS 1 M/8,56% Tampón 

MgCl2/70% Formamida desionizada/5% Agente bloqueador NEN/1,44% H2O 

destilada) a la que se le añadió sonda PNA pancentromérica (marcada con FITC) 

(Applied Biosystems, Foster City, CA, EEUU) a concentración final de 0,6 µM y 

sonda PNA pantelomérica (marcada con Cy3) (Applied Biosystems) a 

concentración final 0,4 µM. Una vez concluida la preparación de las sondas, 20 µL 

de solución se aplicaron sobre las muestras, a las que se colocó un cubreobjetos. 

El DNA de las células y el de las sondas se desnaturalizó durante 3 min a 80 ºC y 

se hibridó durante 2 h a 37ºC. Tanto para la desnaturalización como para la 

hibridación se utilizó el sistema Vysis HYBrite Hybridization (Abbott, Abbott Park, 

IL, EEUU). Al finalizar la hibridación, las muestras se lavaron dos veces en 

70%formamida-1X PBS durante 15 min cada vez, y tres veces en una solución 

salina con Tris como buffer, 1X TBS/5% Tween20 (ambos compuestos de Sigma-

Aldrich), durante 5 min cada vez. Por último, las muestras se deshidrataron en la 

misma serie de etanoles descrita con anterioridad y se les aplicó 20 µL de solución 

DAPI, descrita en el apartado 2.2, a modo de contratinción. Las muestras se 

analizaron en un microscopio de epifluorescencia (AxioImager.Z2, Zeiss). 

 

3.4. Nanopartículas e internalización 
 

En la realización de este estudio, se utilizaron GNPs de dos tamaños diferentes, 50 

y 100 nm de diámetro. Las dos líneas celulares se trataron con GNPs estabilizadas 

con ácido cítrico (cat. BG-50 y BG-100, CD Bioparticles, Shirley, NY, EEUU), a partir 

de ahora referidas como nanopartículas de oro no funcionalizadas (NF-GNPs). 

Además, la línea celular SKBR3 también se trató con nanopartículas de oro 

funcionalizadas con transferrina (TfGNPs) (cat. GCT-50 y GCT-100, CD 

Bioparticles) y la línea Caco2 con nanopartículas de oro funcionalizadas con 

anticuerpo anti-EpCam (AntiEpCamGNPs), funcionalizadas con el kit de 

conjugación (cat. GCK-50 y GCK-100, CD Bioparticles) siguiendo el protocolo 

suministrado por la casa comercial. 
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Con el fin de medir el potencial ζ de las GNPs, estas se resuspendieron en agua y 

en medio de cultivo EMEM (antiEpCamGNPs) y McCoy’s 5A (TfGNP). Antes de 

proceder al análisis, las soluciones se sonicaron durante 5 min (Fisherbrand 

FB15047, Fisher Scientific, Alemania) para conseguir muestras monodispersas. El 

potencial ζ fue medido mediante un Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments, 

Malvern, Reino Unido). 

El tratamiento con las GNPs se realizó incubando durante 24 h los cultivos 

celulares, en fase de crecimiento exponencial, con las partículas diluidas en 1X PBS 

a una concentración final de 7x105 nanopartículas·mL-1. Ambas líneas se trataron 

con NF-GNP; las células Caco2 con AntiEpCamGNPs; y células SKBR3 con 

TfGNPs. En todos los casos utilizando partículas de 50 y 100 nm por separado. 

Pasadas las 24 h de incubación con GNPs, los cultivos fueron lavados con solución 

salina HBSS con el fin de eliminar las nanopartículas no internalizadas y el medio 

de cultivo fue renovado. La internalización celular de las GNPs se evaluó de manera 

cualitativa con la ayuda de un microscopio confocal de banda ancha (Leica TCS 

SP5, Leica Microsystems, Wetzlar, Alemania) localizado en el Servicio de 

Microscopía de la Universidad Autónoma de Barcelona. Previamente a la 

visualización, los cultivos fueron tratados durante 5 min con CellMask™ Deep Red 

(cat. C10046, Thermofisher, Waltham, MA, EEUU) y Hoechst 33342 (cat. H3570, 

Thermofisher) para teñir membranas plasmáticas y núcleos, respectivamente. 

Debido a la naturaleza reflectiva de las GNPs no fue necesario aplicar una tinción 

adicional para visualizarlas. 

 

3.5. Irradiación 
 

La irradiación de los cultivos celulares se realizó 24 h después de finalizar la 

incubación en ausencia o presencia de nanopartículas (NF-GNPs en ambos 

cultivos, TfGNPs en el caso de SKBR3 y AntiEpCamGNPs en el caso de Caco2). 

La dosis empleada fue de 3 Gy de rayos gamma en todos los casos, aplicada con 

un irradiador de Cesio 137 que emite rayos gamma con una energía de 662 keV 

(IBL437C, CIS Biointernational, GIF Yvette, Francia), ubicado en la Unidad de 

Protección Radiológica de la Universidad Autónoma de Barcelona. La tasa de dosis 
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fue de 5,02 Gy·min-1. Durante el transporte hacia y desde la Unidad de Protección 

Radiológica (unos 10 min en cada caso) las células fueron mantenidas en hielo, 

para evitar la actuación de los mecanismos de reparación del DNA. Se considera 

tiempo 0 el momento en que los cultivos celulares vuelven a introducirse en el 

incubador a 37ºC. 

 

3.6. Detección del daño en el DNA mediante el análisis de foci de 

γ-H2AX 
 

Para evaluar el daño radio inducido en el DNA y la cinética de aparición y 

desaparición de foci de γ-H2AX, se establecieron cinco cultivos para cada línea 

celular y tamaño de partícula. Un cultivo se utilizó para determinar la frecuencia 

basal de foci de γ-H2AX, sin exposición a radiación, y los restantes cuatro cultivos 

para evaluar la frecuencia de foci de γ-H2AX a diferentes tiempos postirradiación, 

30 min, 2, 4 y 24 h. Para cada tiempo y tamaño de partículas se llevaron a cabo 

tres irradiaciones por línea celular, una sin tratamiento de GNPs, otra en presencia 

de NF-GNPs y una última con GNPs funcionalizadas (AntiEpCamGNPs y TfGNPs 

para Caco2 y SKBR3 respectivamente).  

Para detectar los foci de γ-H2AX se llevó a cabo una tinción mediante 

inmunofluorescencia, siguiendo el protocolo descrito en el apartado 3.2. Los 

anticuerpos utilizados esta vez fueron un anticuerpo primario Mouse Anti-γ-H2AX 

(cat. Ab26350, Abcam) y un anticuerpo secundario Goat Anti-Mouse marcado con 

Cy3 (cat. AP181C, Sigma-Aldrich). Después del marcado con anticuerpos y los 

correspondientes lavados, las muestras fueron deshidratadas en la serie de 

etanoles a concentraciones del 70%, 80% y 100%, durante 1 min en cada 

concentración. Por último, se aplicó una contratinción con DAPI para la detección 

de los núcleos. 

La visualización de los foci de γ-H2AX se llevó a cabo mediante el uso de un 

sistema de microscopía de fluorescencia automatizado (Metafer 4, Meta Systems, 

Altlussheim, Alemania) acoplado a un microscopio Zeiss Axio Imager.Z2 con plano-

z motorizado (MetaSystems), y las imágenes obtenidas se procesaron con el 
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software MetaCyte, versión 3.10.2 (Meta Systems, Medford, MA, EEUU). En la 

captura de las señales fluorescentes se utilizó un objetivo 63X PlanApo y el filtro 

SpOr (canal rojo). Todas las señales de SpOr fueron obtenidas como un z-stack 

con un total de 10 planos focales y un z-step de 0,35 µm entre planos. Para cada 

una de las condiciones experimentales se llevó a cabo el recuento de unos 2000 

núcleos utilizando un clasificador diseñado para este fin. 

 

3.7. Ensayo de viabilidad celular con MTT 
 

En una placa de 96 pocillos cada línea celular se sembró a una concentración de 

4x104 células·mL-1 y se cultivó durante 48 h antes de ser incubadas con NF-GNPs 

y GNPs funcionalizadas (AntiEpCamGNPs y TfGNPs para las líneas Caco2 y 

SKBR3, respectivamente) de 50 y 100 nm. También se realizó un cultivo control sin 

GNPs. 24 h después de la incubación con las GNPs, se renovó el medio de cultivo 

y las placas se irradiaron en las condiciones descritas con anterioridad. 

Transcurridas 24 h después de la irradiación se evaluó la viabilidad celular para 

cada condición experimental. Para ello se aplicó el ensayo de reducción del 

bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (cat. M2128, Sigma-Aldrich) 

(ensayo de viabilidad celular con MTT) siguiendo los protocolos estandarizados de 

la casa comercial. La viabilidad en todos los casos se calculó en base a la viabilidad 

observada en las muestras no tratadas. Para cada condición experimental se 

llevaron a cabo tres réplicas independientes en días separados. 

 

3.8. Análisis estadístico 
 

El análisis estadístico se llevó a cabo con la ayuda del software estadístico IBM 

SPSS Statistics 24. La normalidad de distribución de foci de γ-H2AX por célula fue 

comprobada en todos los casos utilizando el test de Kolmogorov-Smirnov con la 

corrección de Lilliefors. Debido a que en todas las condiciones analizadas ninguna 

seguía una distribución normal, para comparar las frecuencias de foci la prueba 

estadística escogida fue el test U de Mann-Whitney. Las comparaciones de 
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viabilidad celular se realizaron aplicando el test ANOVA con comparación múltiple 

de Tukey. En todos los test realizados, los valores p menores a 0,05 se 

consideraron estadísticamente significativos. 
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   4. RESULTADOS 
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4.1. Caracterización celular 
 

4.1.1. Expresión de receptores de membrana 
 

Las células Caco2 y SKBR3, tal y como era de esperar, expresaron en la membrana 

plasmática los receptores EpCam y TfR respectivamente (Figura 10). La 

confirmación de la expresión de estos receptores de membrana validó la elección 

de los anticuerpos utilizados para la funcionalización de las nanopartículas. 

 

4.1.2. Caracterización citogenética 
 

El análisis citogenético, mediante hibridación in situ fluorescente con sondas 

pancentromérica y pantelomérica (Figura 11), nos permitió determinar el número 

de cromosomas de cada una de las líneas celulares. En el caso de Caco2, el 

número de cromosomas osciló entre 46 y 107, y se observaron dos valores modales 

Figura 10. Imagen obtenida mediante microscopía de fluorescencia en la que se observan las 

células Caco2 expresando el receptor Epcam (A) y las células SKBR3 expresando el receptor 

TfR (B). Los núcleos de ambas líneas celulares fueron marcados en color azul (DAPI) y ambos 

receptores fueron reconocidos por anticuerpos específicos marcados en color verde (Alexa 

Fluor® 488, Abcam). 



 
 

48 
 

de 58 y 86 cromosomas. Para SKBR3 el número de cromosomas osciló entre 46 y 

87, y sólo se observó un valor modal de 76 cromosomas (Figura 12). 

 

 

Figura 11. Metafases de Caco2 (A) y SKBR3 (B) teñidas mediante hibridación in situ 

fluorescente con sondas pancentromérica y pantelomérica. Las señales verdes observadas 

corresponden a los centrómeros, marcados mediante el fluorocromo FITC; las señales rojas 

corresponden a los telómeros, marcados con el fluorocromo Cy3. 

Figura 12. Gráfica violin plot que muestra la distribución del recuento cromosómico en ambas 

líneas celulares.  
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En el análisis citogenético, además del recuento de cromosomas, se analizaron 100 

células de cada línea celular para detectar la posible presencia de cromosomas 

dicéntricos y fragmentos acéntricos En la línea celular Caco2 se observó un 

cromosoma dicéntrico y un fragmento acéntrico en una única célula. En la línea 

SKBR3 todas las células analizadas presentaban un cromosoma dicéntrico, que se 

consideró estable. Este último resultado es consistente con los datos 

proporcionados por la casa comercial. La obtención de estos resultados permitió 

concluir que, a pesar de la variabilidad en cuanto al número de cromosomas, las 

líneas celulares eran estables en cuanto a la formación de alteraciones 

cromosómicas estructurales inestables.  

 

4.1.3. Internalización de nanopartículas 

  

4.1.3.1. Nanopartículas de 50 nm 
 

Como puede observarse en las Figuras 13 y 14, en ambas líneas celulares la 

internalización de GNPs funcionalizadas (AntiEpCamGNPs para las células Caco2 

y TfGNPs para SKBR3) parece más elevada que la internalización de GNPs no 

funcionalizadas (NF-GNPs). Al comparar las dos líneas celulares, las células 

SKBR3 muestran una mayor internalización de GNPs que las células Caco2. En 

SKBR3, además, las GNPs muestran una tendencia a formar agregados en el 

interior celular.  
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Figura 13. Capturas de células Caco2 obtenidas mediante microscopía confocal. Las imágenes 

muestran células tratadas con NF-GNPs (mitad izquierda) y células tratadas con GNPs 

funcionalizadas con el anticuerpo anti-EpCam (mitad derecha) de 50 nm de diámetro. Los 

núcleos (A) están marcados de color azul (Hoechst 33342), las membranas plasmáticas (C) 

están marcadas de color rojo (CellMask™ Deep Red). Las nanopartículas (B) son visualizadas 

como puntos verdes debido a que el software del microscopio asigna de manera artificial el color 

verde a la reflexión de las partículas. En las imágenes unificadas (D) y sus proyecciones 

ortogonales de las reconstrucciones del z-stack (esquinas inferiores derechas) puede 

observarse la localización intracelular de las GNPs (flechas blancas).  



 
 

51 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14. Capturas de células SKBR3 obtenidas mediante microscopía confocal. Las imágenes 

muestran células tratadas con NF-GNPs (mitad izquierda) y células tratadas con GNPs 

funcionalizadas con Tf (mitad derecha) de 50 nm de diámetro. Los núcleos (A) están marcados 

de color azul (Hoechst 33342), las membranas plasmáticas (C) están marcadas de color rojo 

(CellMask™ Deep Red). Las nanopartículas (B) son visualizadas como puntos verdes debido a 

que el software del microscopio asigna de manera artificial el color verde a la reflexión de las 

partículas. En las imágenes unificadas (D) y sus proyecciones ortogonales de las 

reconstrucciones del z-stack (esquinas inferiores derechas) puede observarse la localización 

intracelular de las GNPs (flechas blancas).  
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4.1.3.2. Nanopartículas de 100 nm 
 

Para las nanopartículas de 100 nm de diámetro, tanto en células Caco2 como en 

células SKBR3, parece detetectarse una mayor internalización de GNPs 

funcionalizadas respecto a NF-GNPs. Asimismo, también para las GNPs de 100 

nm la internalización en las células SKBR3 parece superior a la de las células 

Caco2 (Figuras 15 y 16).  

 

 

 

 

 

Figura 15. Capturas de células Caco2 obtenidas mediante microscopía confocal. Las imágenes 

muestran células tratadas con NF-GNPs (mitad izquierda) y células tratadas con GNPs 

funcionalizadas con el anticuerpo anti-EpCam (mitad derecha) de 100 nm de diámetro. Los 

núcleos (A) están marcados de color azul (Hoechst 33342), las membranas plasmáticas (C) 

están marcadas de color rojo (CellMask™ Deep Red). Las nanopartículas (B) son visualizadas 

como puntos verdes debido a que el software del microscopio asigna de manera artificial el color 

verde a la reflexión de las partículas. En las imágenes unificadas (D) y sus proyecciones 

ortogonales de las reconstrucciones del z-stack (esquinas inferiores derechas) puede 

observarse la localización intracelular de las GNPs (flechas blancas).  
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Cabe destacar que, en ambos tamaños de partícula y en las dos líneas celulares, 

se observa un rasgo en común: no se detectaron GNPs en el núcleo celular, 

localizándose únicamente en el citoplasma. 

 

 

 

 

 

 

Figura 16. Capturas de células SKBR3 obtenidas mediante microscopía confocal. Las imágenes 

muestran células tratadas con NF-GNPs (mitad izquierda) y células tratadas con GNPs 

funcionalizadas con Tf (mitad derecha) de 100 nm de diámetro. Los núcleos (A) están marcados 

de color azul (Hoechst 33342), las membranas plasmáticas (C) están marcadas de color rojo 

(CellMask™ Deep Red). Las nanopartículas (B) son visualizadas como puntos verdes debido a 

que el software del microscopio asigna de manera artificial el color verde a la reflexión de las 

partículas. En las imágenes unificadas (D) y sus proyecciones ortogonales de las 

reconstrucciones del z-stack (esquinas inferiores derechas) puede observarse la localización 

intracelular de las GNPs (flechas blancas).  
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4.2. Potencial ζ de nanopartículas  
 

El potencial ζ de las nanopartículas no funcionalizadas (NF-GNPs) y 

funcionalizadas (AntiEpCamGNPs y TfGNPs) de 50 y 100 nm de diámetro se midió 

diluyendo las GNPs tanto en agua como en medio de cultivo, utilizado en este último 

caso EMEM para Caco2 y McCoy’s 5A para SKBR3. Como puede observarse 

(Figura 17), para ambos tamaños de partícula, el potencial ζ fue más 

electronegativo en la dilución con agua. Al evaluar la electronegatividad de las 

partículas diluidas en medio de cultivo se observa una menor electronegatividad y 

una mayor homogeneidad entre tipos de partícula.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

55 
 

 

 

Figura 17. Potencial ζ (mV) de nanopartículas no funcionalizadas (NF-GNP) y funcionalizadas 

(TfGNP y AntiEpCamGNP) de 50 nm (A) y 100 nm (B) de diámetro. Las mediciones fueron 

realizadas con las GNPs diluidas en agua y en medios de cultivo EMEM (AntiEpCampGNP) y 

McCoy’s 5A (TfGNP).  
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4.3. Inducción y cinética de foci de γ-H2AX 
 

Debido a la alta variabilidad observada en la ploidía en las dos líneas celulares, 

para cada tiempo post-irradiación y tratamiento con GNPs se decidió realizar el 

análisis de foci de γ-H2AX en 2000 núcleos. En la Figura 18 pueden verse imágenes 

obtenidas mediante microscopía de fluorescencia de foci de γ-H2AX radioinducidos 

en células Caco2 y SKBR3.  

 

 

 

 

 

Figura 18. Núcleos de células Caco2 (A) y SKBR3 (B). Los foci de γ-H2AX, teñidos con cyanina 

3 (Cy3), aparecen como puntos de color rojo, mientras que los núcleos están teñidos con DAPI 

y se observan de color azul. En ambas líneas celulares se muestran núcleos con números de 

foci elevados (izquierda) y bajos (derecha). Las imágenes se corresponden con muestras 

preparadas 30 min (en el caso de los recuentos altos) y 4 h (en el caso de los recuentos bajos) 

después de la irradiación a 3 Gy, tratadas con GNPs funcionalizadas con anti-EpCam (Caco2) 

o con transferrina (SKBR3). 
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4.3.1. Nanopartículas de 50 nm 
 

En la línea celular Caco2, las frecuencias de foci más altas se observaron 30 min 

post-irradiación para todos los tratamientos con GNPs: 64,3 ± 0,7 (media ± SEM) 

sin GNPs, 54,2 ± 0,8 con NF-GNPs, y 70,6 ± 0,7 con AntiEpCamGNPs (Figura 19). 

Con el paso del tiempo post-irradiación las frecuencias de foci fueron disminuyendo, 

hasta alcanzar, 24 h después de la irradiación, niveles similares a los de las células 

sin irradiar (13,2 ± 1,48). Al comparar los distintos tratamientos, las frecuencias de 

foci en las células tratadas con AntiEpCamGNPs fueron significativamente 

superiores (p < 0,001) a las observadas en los otros tratamientos a los 30 min, 2 y 

4 h, hasta volver a una frecuencia similar a la basal a las 24 h.  

 

 

En las células SKBR3 las diferencias entre los distintos tratamientos fueron mucho 

más pronunciadas que en Caco2 (Figura 20). Las células irradiadas en ausencia 

de GNPs o en presencia de NF-GNPs mostraron una frecuencia baja de foci hasta 

las 2 h post-irradiación (0,3 ± 1,0 y 1,3 ± 1,0 a las 2 h, respectivamente). Pasado 

este tiempo, se observó un aumento en la frecuencia de foci a las 4 h post-

irradiación (9,1 ± 0,5 y 17,4 ± 0,8, respectivamente), seguido de una disminución 

Figura 19. Gráficas box plot del número de foci por célula en Caco2, sin irradiar (Basal) y a 

diferentes tiempos (30 min, 2, 4 y 24 h) post-irradiación, en ausencia de GNPs (Sin GNPs) o en 

presencia de GNPs no funcionalizadas (NF-GNPs) o funcionalizadas con anti-EpCam 

(AntiEpCamGNPs) de 50 nm de diámetro. Las líneas horizontales en el interior de las cajas 

indican el valor de la mediana.  
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hasta niveles basales transcurridas 24 h después de la irradiación. Sin embargo, 

las células irradiadas en presencia de TfGNPs mostraron una frecuencia máxima 

de foci a los 30 min post-irradiación (36,1 ± 0,7), seguida de una disminución 

progresiva en el tiempo hasta las 24 h, pero siendo aún significativamente superior, 

8,9 ± 0,8, a la frecuencia basal, 2,1 ± 0,15 (p < 0,001). De manera similar a lo que 

se observó en Caco2, en la línea SKBR3 tratada con TfGNPs la frecuencia de foci 

fue significativamente superior (p < 0,001) para todos los tiempos post-irradiación 

a la observada en los otros tratamientos (sin GNP o con NF-GNPs).  

 

La Tabla 1 muestra la tasa de incremento de las frecuencias de foci, definida como 

el cambio proporcional de la media de foci de un tratamiento al ser comparada con 

la media de otro tratamiento) de los distintos tratamientos en ambas líneas 

celulares. Como puede verse, las células irradiadas en presencia de partículas 

funcionalizadas presentan tasas superiores a 1 en todos los casos. 

 

 

 

 

Figura 20. Gráficas box plot del número de foci por célula en SKBR3 antes (basal) y en diferentes 

tiempos (30 min, 2, 4 y 24 h) post-irradiación, en ausencia de GNPs (Sin GNPs) o en presencia 

de GNPs no funcionalizadas (NF-GNPs) o funcionalizadas con transferrina (TfGNP) de 50 nm 

de diámetro. Las líneas horizontales en el interior de las cajas indican el valor de la mediana.  
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Con el fin de comprobar si existían diferencias en la tasa de desaparición de foci 

con el tiempo postirradiación (decay), para cada tratamiento la media de foci en 

cada tiempo post-irradiación se ajustó a una función one phase decay. Para cada 

una de las condiciones experimentales, la función permite obtener una constante 

de decay y la estimación de la vida media de los foci (Tabla 2). En las células Caco2 

la constante de la tasa de decaimiento es mayor en las células irradiadas en 

ausencia de GNPs que en las células tratadas en presencia de GNPs, siendo 

además la menor en células tratadas con AntiEpCamGNPs, lo que se relaciona con 

una vida media de los foci superior en las células tratadas con AntiEpCamGNPs 

que en los otros tratamientos. En las células SKBR3, debido al comportamiento de 

la cinética de aparición de foci, esta aproximación fue sólo posible para las células 

irradiadas en presencia de TfGNPs. 

 

 

 

 

 

 

 AntiEpCamGNPs vs.  TfGNPs vs. 

Tiempo post-
irradiación 

 
  Sin GNPs 

 
NF-GNPs 

  
Sin GNPs 

 
NF-GNPs 

30 min 1,10 1,30  - - 

2h 1,46 1,55  - - 

4h 1,20 1,18  2,05 1,07 

24h 1,87 1,18  4,98 22,57 

Tabla 1. Tasa de incremento de las frecuencias de foci. Las células Caco2 y SKBR3 fueron 

irradiadas a una dosis de 3 Gy en presencia de GNPs de 50nm de diámetro funcionalizadas 

(AntiEpCamGNPs y TfGNPs, respectivamente) y los resultados se compararon con los obtenidos 

tras la irradiación en ausencia de GNPs (Sin GNPs) o en presencia de GNPs no funcionalizadas 

(NF-GNPs) de 50 nm de diámetro. 
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4.3.2. Nanopartículas de 100 nm 
 

Al igual que sucedía con las GNPs de 50 nm, en las células Caco2 las frecuencias 

más elevadas de foci se observaron a los 30 min post-irradiación en todos los 

tratamientos aplicados (Figura 21): 64,28 ± 1,11 en ausencia de GNPs, 58,42 ± 

0,85 en presencia de NF-GNPs y 65,06 ± 0,35 cuando las células estaban tratadas 

con AntiEpCamGNPs. Sin embargo, a las 4h postirradiación los valores más 

elevados de foci se observaron en las células no tratadas con GNPs (31,99 ± 0,62).  

 

 

 

 

 

 

 

 Condiciones de irradiación K (h-1) Vida media de los foci (h) 

Caco2 

Sin GNPs  0,35 2,00 

NF-GNPs 0,32 2,17 

AntiEpCamGNPs 0,28 2,44 

SKBR3 

Sin GNPs - - 

NF-GNPs - - 

TfGNPs 0,30 2,31 

Tabla 2. Constante de decay (K) y vida media de los foci en células irradiadas a una dosis de 3 

Gy en las tres condiciones experimentales: ausencia de GNPs (Sin GNPs), presencia de GNPs 

no funcionalizadas (NF-GNPs) y presencia de GNPs funcionalizadas específicamente 

(AntiEpCamGNPs y TfGNPs para Caco2 y SKBR3, respectivamente). 
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En las células SKBR3 la aparición de foci y posterior decaimiento tras tratar las 

células con GNPs de 100 nm coincide con el observado con GNPs de 50 nm. Las 

células sin tratamiento y tratadas con NF-GNPs muestran un recuento de foci bajo 

durante las primeras 2 h (Figura 22), alcanzan su máximo a las 4 h (9,06 ± 0,36 y 

8,2 ± 0,1) y van disminuyendo hasta volver a niveles basales a las 24 h. Por otro 

lado, las células tratadas con TfGNP alcanzan su recuento máximo de foci a los 30 

min (20,11 ± 0,61) y presentan una disminución paulatina con el tiempo post-

irradiación hasta las 24 h, en que el recuento de foci es de 4,78 ± 0,1, un valor 

significativamente superior al recuento basal (2,1 ± 0,15). En todos los tiempos 

postirradiación, la frecuencia de foci en las células tratadas con TfGNP fue 

significativamente superior (p < 0,001) a la observada en los otros dos tratamientos. 

 

  

 

 

 

Figura 21. Gráficas box plot del número de foci por célula en Caco2 antes (Basal) y a diferentes 

tiempos (30 min, 2, 4 y 24 h) post-irradiación, en ausencia de GNPs (Sin GNPs) o en presencia 

de GNPs no funcionalizadas (NF-GNPs) o funcionalizadas con anti-Epcam (AntiEpCamGNP) de 

100 nm de diámetro. Las líneas horizontales en el interior de las cajas indican el valor de la 

mediana. 
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Los valores de la tasa de incremento de las frecuencias de foci (Tabla 3), de las 

nanopartículas funcionalizadas con el anticuerpo anti EpCAM en Caco2, fueron 

similares a los observados en ausencia de nanopartículas o con NF-GNPs, llegando 

a ser inferiores a los de la ausencia de GNPs a las 4 h post-irradiación. En lo relativo 

a SKBR3, las GNPs funcionalizadas con transferrina presentan valores muy 

superiores a 1 en todos los tiempos, menos a las 4 h, en que la diferencia es menos 

notable.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 22. Gráficas box plot del número de foci por célula en SKBR3 antes (Basal) y a diferentes 

tiempos (30 min, 2, 4 y 24 h) post-irradiación, en ausencia de GNPs (Sin GNPs) o en presencia 

de GNPs no funcionalizadas (NF-GNPs) o funcionalizadas con transferrina (TfGNP) de 100 nm 

de diámetro. Las líneas horizontales en el interior de las cajas indican el valor de la mediana. 
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Al igual que en las células tratadas con GNPs de 50 nm, la constante de decay y la 

vida media de los foci para las células Caco2 (Tabla 4), mostró diferencias mínimas 

entre tratamientos. Para la línea SKBR3 sólo han podido realizarse los cálculos en 

presencia de TfGNPs, debido a la particular cinética en los otros dos tratamientos.  

 

 

 

 AntiEpCamGNPs vs.  TfGNPs vs. 

Tiempo post-
irradiación 

 
Sin GNPs 

 
NF-GNPs 

  
Sin GNPs 

 
NF-GNPs 

30 min 1,01 1,11  8,41 13,50 

2h 1,03 1,17  62,1 19,61 

4h 0,68 1,04  1,15 1,27 

24h 0,13 0,97  2,69 95,6 

 Condiciones de irradiación K (h-1) Vida media de los foci (h) 

Caco2 

Sin GNPs  0,35 2 

NF-GNPs 0,37 1,9 

AntiEpCamGNPs 0,37 1,9 

SKBR3 

Sin GNPs - - 

NF-GNPs - - 

TfGNPs 0,23 3,07 

Tabla 3. Tasa de incremento de las frecuencias de foci. Las células Caco2 y SKBR3 fueron 

irradiadas a una dosis de 3 Gy en presencia de GNPs de 100 nm de diámetro funcionalizadas 

(AntiEpCamGNPs y TfGNPs, respectivamente) y los resultados se compararon con los 

obtenidos tras la irradiación en ausencia de GNPs (Sin GNPs) o en presencia de GNPs no 

funcionalizadas (NF-GNPs). 

Tabla 4. Constante de decay (K) y vida media de los foci en células irradiadas a una dosis de 3 

Gy en las tres condiciones experimentales: ausencia de GNPs (Sin GNPs), presencia de GNPs 

no funcionalizadas (NF-GNPs) y presencia de GNPs funcionalizadas específicamente 

(AntiEpCamGNPs y TfGNPs para Caco2 y SKBR3, respectivamente).  
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La comparación estadística de las medias de foci obtenidas al irradiar las líneas 

celulares en presencia de GNPs de 50 nm o 100 nm evidenció diferencias entre 

ambos tamaños de nanopartículas. En Caco2, se observó que la frecuencia media 

de foci tras irradiar en presencia de las GNPs de 50 nm fue significativamente 

superior a la observada tras irradiar en presencia de GNPs de 100nm, para todos 

los tiempos y tipos de tratamiento (NF-GNPs y GNPs funcionalizadas) analizados 

(p < 0,05), con la excepción de la media a los 30 min de las NF-GNPs, en que la 

media de las GNPs de 100 nm (58,42 ± 0,85) fue significativamente superior (p < 

0,05) a la de 50 nm (54,23 ± 0,82).  

En la línea SKBR3 las medias de foci basales de NF-GNPs y Tf-GNPs fueron 

significativamente superiores con las GNPs de 100 nm (2,22 ± 0,17y 0,33 ± 0,03, 

respectivamente) respecto a las de 50 nm (0,08 ± 0,01 y 0,16 ± 0,02, 

respectivamente). Lo mismo se observó también a los 30 min post-irradiación en 

NF-GNPs, con una frecuencia media de foci significativamente superior en 100 nm 

(1,49 ± 0,03) que en 50 nm (0,62 ± 0,86). Sin embargo, a las 2 y 4 h de la irradiación, 

las frecuencias medias de foci en irradiaciones en presencia de GNPs de 50 nm 

fueron significativamente superiores a las de irradiaciones en presencia de GNPs 

de 100 nm. A las 24 h postirradiación las células tratadas con Tf-GNPs de 50 nm 

(8,89 ± 0,76) mostraron una frecuencia media de foci superior a las células 

irradiadas en presencia de Tf-GNPs de 100 nm (4,78 ± 0,1), pero la diferencia no 

fue significativa. 

 

4.4. Ensayo de viabilidad celular con MTT 
 

Para ambos tamaños de nanopartícula y líneas celulares, la viabilidad celular fue 

analizada 24 h post-irradiación a una dosis de 3 Gy mediante el ensayo con MTT. 
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4.4.1. Nanopartículas de 50 nm 
 

En las dos líneas celulares, la viabilidad en ausencia de radiación no mostró 

diferencias significativas entre las células analizadas sin GNPs y las analizadas en 

presencia de GNPs no funcionalizadas y GNPs funcionalizadas. No obstante, en 

ambas líneas celulares, la mayor viabilidad se observó en ausencia de GNPs 

(Figura 23). Tras la irradiación, la viabilidad disminuyó significativamente (p < 0,05) 

en todos los casos en relación al control no irradiado. Además, en ambas líneas 

celulares la disminución de la viabilidad fue más pronunciada en aquellas células 

tratadas con GNPs funcionalizadas, si bien sólo para Caco2 esta diferencia fue 

significativa (p < 0,05). Al comparar las dos líneas celulares, para todos los 

tratamientos las células SKBR3 mostraron viabilidades significativamente inferiores 

(p < 0,05) a Caco2. 

Figura 23. Viabilidad de las líneas celulares Caco2 (A) y SKBR3 (B). A la izquierda se muestran 

los valores sin irradiar y a la derecha a las 24 h después de la irradiación. De izquierda a derecha 

las cajas representan la viabilidad de las células en ausencia de GNPs (Sin GNPs), en presencia 

de GNPs no funcionalizadas (NF-GNPs) y en presencia de GNPs funcionalizadas (AntiEpCam-

GNPs y Tf-GNPs, respectivamente). 
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4.4.2. Nanopartículas de 100 nm 
 

Para las nanopartículas de 100nm se mantiene la misma tendencia observada en 

las nanopartículas de 50 nm (Figura 24), ausencia de diferencias significativas entre 

tratamientos antes de la irradiación, y tras la irradiación disminución 

estadísticamente significativa de la viabilidad (p < 0,05) en todos los casos. 

Asimismo, y para las dos líneas celulares, la viabilidad fue menor tras el tratamiento 

con GNPs funcionalizadas. A diferencia de lo observado en las GNPs de 50 nm, y 

en las dos líneas celulares, los tratamientos con GNPs funcionalizadas presentaron 

diferencias significativas (p < 0,05) con respecto a los tratamientos con GNPs no 

funcionalizadas.  

 

Figura 24. Viabilidad de las líneas celulares Caco2 (A) y SKBR3 (B). A la izquierda se muestran 

los valores sin irradiar y a la derecha a las 24 h después de la irradiación. De izquierda a derecha 

las cajas representan la viabilidad de las células en ausencia de GNPs (Sin GNPs), en presencia 

de GNPs no funcionalizadas (NF-GNPs) y en presencia de GNPs funcionalizadas (AntiEpCam-

GNPs y Tf-GNPs, respectivamente).  
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Las medias de la viabilidad, obtenidas al tratar las líneas celulares con GNPs de 50 

o 100 nm no mostraron diferencias significativas en ningún caso excepto en la línea 

Caco2. Además de las medias de viabilidad, para cada uno de los tratamientos se 

calculó la SER en base a la disminución del porcentaje de viabilidad postirradiación 

respecto a la viabilidad en ausencia de irradiación (Tabla 5). Los mayores valores 

de SER, es decir las mayores pérdidas de viabilidad, correspondieron en todos los 

casos a GNPs funcionalizadas de manera específica. 

 

 

 

 

   Viabilidad 
(%) 

SER 

 
 

Caco2 

50nm NF-GNPs 85,32 1,17 

AntiEpcam 79,93 1,25 

100nm NF-GNPs 82,86 1,21 

AntiEpcam 80,42 1,24 

 
 

SKBR3 

50nm NF-GNPs 60 1,67 

Tf 59 1,70 

100nm NF-GNPs 62,43 1,60 

Tf 58,38 1,71 

Tabla 5. Resumen de las medias de viabilidad postirradiación de los diferentes tratamientos con 

GNPs y sus correspondientes SER. 
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5. DISCUSIÓN 
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En las últimas décadas, el interés por mejorar los tratamientos terapéuticos para 

combatir el cáncer ha llevado al desarrollo de nuevas estrategias que permitan una 

mayor eficiencia y rendimiento de los mismos. Una de las metodologías emergentes 

es el uso de nanopartículas de diferentes materiales que permitan la aplicación 

precisa de fármacos en los tejidos tumorales, o la radiosensibilización de estos 

tejidos. En relación al uso de nanopartículas como transportadoras de fármacos 

quimioterapéuticos, se ha descrito que permite mantener la estabilidad del fármaco 

in vivo, aumentar su disponibilidad y contribuir a su entrada en el tejido diana 

(Amreddy et al., 2018). Además de estas propiedades, se ha sugerido que el uso 

de nanopartículas también podría permitir la liberación selectiva del fármaco al 

someter el tejido a un estímulo externo, como los rayos X o ultrasonidos (Starkewolf 

et al., 2013, Tharkar et al, 2019). Las composición y forma de las nanopartículas 

empleadas como transportadoras de fármacos es variada, desde nanopolímeros 

lipídicos a nanopartículas inorgánicas (Mitchell et al., 2021; Xiao et al. 2022; Zhang 

et al., 2023).  

Otra aproximación al uso de nanopartículas en los tratamientos contra el cáncer, 

consiste en provocar muerte celular por la inducción de hipertermia mediante 

campo magnético en tejidos tratados con nanopartículas (Jordan et al., 2006; 

Lacovita et al., 2016; Gavilán et al., 2021). El uso de nanopartículas magnéticas 

también permite, utilizando un campo magnético de menor intensidad al utilizado 

para inducir hipertermia, dirigir las partículas de manera específica al tejido objetivo 

(Chertok et al., 2007; Chertok et al., 2008).  

El uso de nanopartículas de metales de alto número atómico para incrementar el 

efecto de las RI en el tejido tumoral, es otra de las estrategias de aplicación de 

nanopartículas en este campo. Algunos de los metales estudiados por su potencial 

radiosensibilizador son: gadolinio (Z=64), bismuto (Z=83), hafnio (Z=72), platino 

(Z=78) (Retif et al., 2015; Babaye Abdollahi et al., 2021) y, el mismo que se ha 

utilizado en la presente tesis, oro (Z=79). La capacidad de las nanopartículas de 

oro de aumentar el efecto del daño radioinducido se ha demostrado tanto en 

modelos in vitro como en modelos animales (Hainfeld et al., 2004).  

En la presente tesis, nuestro objetivo fue evaluar si el efecto radiosensibilizador de 

GNPs esféricas de 50 y 100 nm de diámetro era superior cuando las GNPs eran 
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funcionalizadas específicamente para interaccionar de manera activa con 

receptores de membrana de dos líneas celulares tumorales. La direccionalización 

específica de nanopartículas hacia células con determinados receptores se ha 

demostrado efectiva en condiciones de cultivo fluídicas, que simulan el torrente 

sanguíneo (Mora-Espí et al., 2019). Nuestros resultados parecen indicar, además, 

que cuando las nanopartículas son dirigidas mediante la funcionalización hacia 

determinados tipos celulares, su internalización por parte de las células se ve 

aumentada.       

Cabe señalar que para evaluar el efecto radiosensibilizador de las GNPs se pueden 

utilizar diferentes aproximaciones metodológicas, tales como ensayos 

citogenéticos, de clonogenicidad, de viabilidad u otros. Es por ello que los valores 

de SER pueden ser diferentes según la metodología utilizada (Joiner y van der 

Koegel, 2018; Penninckx et al., 2020), tal y como se ha descrito previamente al 

comparar la efectividad biológica relativa de rayos X de diferentes energías 

(Verhaegen y Vral, 1994; Frankenberg et al., 2002; Frankenberg-Schwager et al., 

2002; Schmid et al., 2002; Göggelman et al., 2003; Panteleeva et al., 2003; Slonina 

et al., 2003; Heyes y Mill, 2004; Gomolka et al., 2005; Mestres et al., 2008).  

El ensayo clonogénico ha sido ampliamente empleado para valorar la pérdida de 

potencial reproductivo de una población celular después de una irradiación (Nuryadi 

et al., 2018; Oike et al., 2020). La principal limitación de este método está en las 

diferencias intrínsecas de supervivencia y capacidad proliferativa que pueden 

observarse entre líneas celulares (Stewart y Dörr, 2009; Huber et al., 2011). Los 

ensayos basados en análisis citogenéticos han sido también aplicados al estudio 

de la radiosensibilidad (Bailey y Bedford, 2006; Bakhmutsky et al., 2014; Borràs-

Fresneda et al., 2016), siendo las alteraciones cromosómicas estructurales buenos 

marcadores para evaluar la toxicidad de las RI (Beaton et al., 2013). 

En el presente trabajo hemos empleado dos metodologías principales para 

determinar el efecto radiosensibilizador de las GNPs: la detección de foci de γ-

H2AX, como indicador del daño a nivel genético, y el ensayo de viabilidad celular 

con MTT. La γ-H2AX es la variante fosforilada de la histona H2AX, que aparece 

formando acumulaciones discretas (foci) alrededor de las DSBs inducidas por un 

agente clastógeno, en este caso las RI (Rogakou et al., 1999; Rothkamm y Löbrich, 
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2003; Ivashkevich et al., 2012). La detección de foci de γ-H2AX es una técnica 

ampliamente utilizada en la evaluación de radiosensibilidad (Bakhmutsky et al., 

2014; Willers et al., 2015; Borràs-Fresneda et al., 2016; van Oorschot et al., 2016; 

López et al., 2023; Widjaja et al., 2023). Una de las ventajas de esta metodología 

está en la capacidad de detectar los foci de manera casi inmediata después de una 

exposición a RI, mientras que otros biomarcadores como las alteraciones 

cromosómicas requieren que las células alcancen la fase de mitosis, obteniéndose 

los resultados después de que los mecanismos de reparación del DNA ya hayan 

actuado. Además, el análisis de foci de γ-H2AX se puede realizar a diferentes 

tiempos post-irradiación, permitiendo obtener la cinética de aparición y 

desaparición de foci, y por lo tanto inferir la velocidad de reparación del daño 

inducido en el DNA (Mariotti et al., 2013; Sharma et al., 2015; Belchior et al., 2022). 

Por lo que respecta al ensayo de viabilidad con MTT, éste permite un muestreo y 

cuantificación sencillos mediante espectrofotometría (Riss et al., 2013), sobre todo 

al compararlo con el ensayo clonogénico, que necesita más tiempo y es más 

laborioso. El ensayo de MTT se ha utilizado ampliamente para determinar el efecto 

citotóxico de numerosos compuestos y también de las RI (Zhang et al., 2010; Buch 

et al., 2012; Ghasemi et al., 2021). 
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5.1. Caracterización de las líneas celulares y nanopartículas 
 

Con el fin de evaluar si las células utilizadas eran genéticamente inestables, se 

evaluó la estabilidad cromosómica de ambas líneas y, aunque el número 

cromosómico se mostró variable en ambas líneas celulares, no se observó ninguna 

célula con cromosomas a los que faltase la señal fluorescente correspondiente al 

telómero, indicando la ausencia de inestabilidad cromosómica estructural. La 

ausencia de algún telómero podría haber resultado en la formación de anomalías 

cromosómicas estructurales inestables que habrían ido perpetuándose en las 

líneas celulares en sucesivos ciclos de mitosis (Mathieu et al., 2004). La ausencia 

de cromosomas dicéntricos y fragmentos acéntricos observada en células Caco2 

deja patente la estabilidad cromosómica estructural de la línea, a pesar de su 

variabilidad numérica en cuanto a ploidía. En la línea SKBR3, se observó un 

cromosoma dicéntrico y un fragmento acéntrico en todas las células analizadas, 

evidenciando que, a pesar de la presencia de esta anomalía, la línea celular 

muestra estabilidad cromosómica estructural. Es importante destacar que la 

presencia de telómeros en todos los cromosomas nos permite atribuir el exceso de 

los foci de γ-H2AX observados al efecto de los distintos tratamientos. Si alguna de 

las líneas celulares hubiera presentado la ausencia de algún telómero, esta podría 

haber sido detectada por los mecanismos de reparación celular como un DSB, 

pudiendo provocar una sobreestimación en el número de foci de γ-H2AX 

detectados como consecuencia de la irradiación y el tratamiento con GNPs (Bolzán, 

2012).  

Como ya se ha mencionado en la introducción, una parte el efecto 

radiosensibilizador de las GNPs, se atribuye a un aumento en la producción de ROS 

tras la irradiación, debido a las características físicas de la interacción de las 

radiaciones con elementos de elevado número atómico como el oro (Regulla et al., 

1998). La presencia de partículas metálicas de alto número atómico (Z) induce una 

deposición de energía en el tejido tumoral mayor que la que se conseguiría sólo 

con la irradiación, esto se debe principalmente a tres fenómenos físicos: el efecto 

fotoeléctrico, el efecto Compton, y la producción de pares. En nuestro estudio, 

teniendo en cuenta la energía utilizada de 0.662MeV, los efectos predominantes 
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han sido el fotoeléctrico y, en menor medida, el efecto Compton (Fig. 25). El efecto 

fotoeléctrico ocurre cuando fotones de energías relativamente bajas son absorbidos 

por un electrón del átomo y este es eyectado. Este electrón, que se denomina 

electrón secundario o fotoelectrón, es el que formará ROS al interactuar con 

moléculas oxigenadas. A energías de fotones más elevadas, la interacción con la 

materia también puede ser mediante el efecto Compton. En este caso, una parte 

de la energía del fotón incidente se transfiere para formar un electrón secundario, 

mientras que el fotón incidente modifica su trayectoria. Tanto tras el efecto 

fotoeléctrico como el efecto Compton, el hueco dejado por el electrón es 

reemplazado por electrones de capas más altas lo que a su vez puede provocar la 

emisión de electrones Auger que se consideran de elevada LET. 

 

 

Figura 25. Representación gráfica que relaciona las energías de las RI con el efecto 

predominante que provocan sobre materiales de diferente Z. Como puede verse, el efecto 

predominante de la radiación γ (proveniente de una fuente de 137Cs de 0,662 MeV, línea vertical 

roja) sobre el oro (Z = 79, línea horizontal amarilla) es el efecto fotoeléctrico, mientras que el 

efecto sobre el agua (Z efectiva = 18, línea horizontal azul) queda repartido entre el efecto 

fotoeléctrico y el efecto Compton. 
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Aunque las GNPs aumenten la formación de ROS tras una irradiación, también se 

ha descrito que en ausencia de radiación las GNPs pueden aumentar los niveles 

intracelulares de ROS, atribuyéndose este efecto a cambios en el potencial de 

membrana mitocondrial o a procesos catalíticos inducidos por la interacción de las 

cargas superficiales de las GNPs con el oxígeno molecular (Pan et al., 2009; 

Coulter, 2012; Taggart et al., 2016; Penninckx et al., 2018). Es un hecho conocido 

que las ROS tienen una vida media limitada y controlada por la acción de agentes 

celulares antioxidantes como el glutatión. De manera que cuanto menor sea su vida 

más limitado será su campo de acción, por lo que el efecto radiosensibilizador de 

las GNPs debería aumentar al ser internalizadas por parte de las células. Nuestras 

observaciones mediante microscopía confocal indican que todas las GNPs, tanto 

de 50 nm como de 100 nm, son internalizadas por las células, aunque las imágenes 

parecen indicar que las GNPs específicamente funcionalizadas (TfGNPs y 

AntiEpCamGNPs) se internalizaron de manera más efectiva por parte de ambos 

tipos celulares, SKBR3 y Caco2. Si bien es cierto que en nuestras observaciones 

no se detectaron GNPs en el núcleo celular, no podemos descartar su presencia 

debido a la resolución de la metodología empleada. Lo que sí podemos suponer es 

que, si bien la presencia de GNPs en el núcleo no es descartable, nunca es masiva. 

Este hecho, sin embargo, no invalida el potencial radiosensibilizador de las GNPs, 

puesto que las ROS radioinducidas en el citoplasma pueden tener capacidad de 

difusión hacia el núcleo (Provost et al., 2010; Turnbull et al., 2019; Dobešová et al., 

2022).  

Es un hecho conocido que las cargas superficiales de las nanopartículas influyen 

en su internalización por parte de las células, de manera que las partículas 

cargadas, principalmente aquellas con carga positiva, se internalizan en mayor 

medida que aquellas con carga neutra (Xiao et al., 2011; Valente et al., 2020). Este 

aumento en la internalización se ha observado en estudios como el de Patiño y 

colaboradores (Patiño et al., 2012), en el que micropartículas de poliestireno 

funcionalizadas con el polímero catiónico polietileneimina o con los lípidos 

catiónicos Lipofectamina™ 2000 y FuGENE 6®, para cargarlas positivamente, se 

internalizaron de manera significativamente superior en células HeLa no fagocíticas 

que las mismas partículas no funcionalizadas. Un estudio con nanopartículas 

superparamagnéticas de óxido ferroso cubiertas con ácido cítrico o málico para 
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conseguir una carga positiva, evidenció un aumento en la formación de ROS 

intracelulares en las líneas tumorales humanas MCF-7 y Caco2, y en fibroblastos 

murinos 3T3, en comparación con las mismas nanopartículas no cubiertas, tras 

irradiar las células con rayos X (Klein et al., 2014). 

En nuestro estudio hemos observado que el potencial ζ de todas las GNPs (sin 

funcionalizar y funcionalizadas, de 50 y de 100 nm de diámetro) se vuelve menos 

electronegativo cuando éste se mide en presencia de medio de cultivo. Además, 

las diferencias de electronegatividad observadas en agua, se ven altamente 

mitigadas en los resultados obtenidos en medio de cultivo, mucho más 

homogéneos. Este efecto podría ser explicado por la formación, por parte de las 

proteínas del suero presentes en el medio de cultivo, de una corona proteica 

alrededor de las GNPs. Este tipo de modificación, al disminuir la electronegatividad 

de las GNPs, incrementa la internalización de micropartículas en células HeLa 

(Patiño 2012). No obstante, en otros tipos celulares se ha descrito que la formación 

de una corona proteica puede disminuir la internalización de las micropartículas por 

parte de las células (Wang et al., 2013; Patiño et al., 2015; Sabourian et al, 2020). 

También se ha sugerido que la formación de una corona proteica, parece interferir 

con la capacidad de dirigir nanopartículas de SiO2, funcionalizadas con Tf, hacia 

tejido epitelial pulmonar (Salvati et al., 2013). Otro estudio con modelos animales 

murinos concluyó que, aunque la formación de una corona proteica afecta a la 

direccionalización de las nanopartículas (en este caso de siRNA funcionalizadas 

con Tf), no disminuye la internalización de las nanopartículas funcionalizadas 

(Davis, 2009). De modo parecido, también se ha descrito que nanocápsulas de 

ácido polimetacrílico funcionalizadas con anticuerpo A33, no muestran una 

disminución de su interacción con líneas tumorales colorrectales (Dai et al, 2015). 

De los resultados de los estudios anteriormente mencionados, resulta complicado 

estimar o cuantificar el efecto que la formación de coronas proteicas puede tener 

sobre las nanopartículas y su internalización por las células, especialmente 

teniendo en cuenta que factores como el tamaño, la carga superficial de las 

partículas (Hadjidemetriou et al, 2015) o las líneas celulares empleadas en la 

experimentación (Yan et al., 2013) pueden impactar sobre este efecto. En cualquier 

caso, para obtener una estimación cuantitativa precisa de la internalización celular 
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de GNPs se deberían emplear metodologías alternativas a la microscopía confocal, 

como las basadas en la espectrometría de masas con plasma acoplado (ICP-MS).  

En el presente estudio, la elección de GNPs de 50 y 100 nm de diámetro responde 

a la voluntad de comparar y contrastar los resultados obtenidos por otros equipos 

de investigación, en los que se indica que las GNPs de 50 nm de diámetro muestran 

una mayor internalización por parte de las células (Hubbell et al., 2009; Kirui et al., 

2015)  en comparación con GNPs de tamaños inferiores (14 nm) y mayores (74 nm) 

(Chithrani et al., 2006), además de correlacionarse con un mayor efecto 

radiosensibilizador (Chithrani et al., 2010). Sabuncu y colaboradores, también 

describieron que la internalización de GNPs de 50 nm en las líneas celulares Jurkat 

y PANC1 fue significativamente mayor que la de GNPs de 25 nm (Sabuncu et al., 

2012). Por otra parte, hay estudios que indican que las GNPs de menor tamaño 

incrementan la dosis de radiación depositada en sus alrededores debido al 

incremento de la proporción superficie/volumen (McMahon et al., 2011). No 

obstante, debido a la disparidad de estudios que se han llevado a cabo con 

diferentes tamaños de nanopartículas, líneas celulares y condiciones 

experimentales, es difícil establecer un único tamaño de partícula óptimo para 

maximizar su internalización. Además de la capacidad de internalización celular, el 

tamaño de las partículas debe tenerse en cuenta de cara a su posible aplicación 

terapéutica futura, puesto que las nanopartículas de menor tamaño (10 nm) 

parecen presentar una mayor capacidad de procesamiento por parte del riñón, 

mientras que las de 100 nm o más pueden quedar acumuladas en el hígado (Kirui 

et al., 2015). 

En nuestro estudio, la observación mediante microscopía confocal parece indicar 

que las GNPs de 50 nm de diámetro presentan una mayor internalización que sus 

homólogas de 100 nm. Esta observación, sin embargo, no puede afirmarse 

categóricamente basándonos en una evaluación cualitativa de la internalización, 

aunque coincide con la bibliografía analizada, que indica que las GNPs de alrededor 

de 50 nm presentan un grado óptimo de internalización en comparación con las de 

tamaños menores y mayores.  

Otros factores a considerar en los estudios del efecto radiosensibilizador de las 

GNPs son la capacidad endocítica y la radiosensibilidad intrínseca de las líneas 
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celulares empleadas. Se ha descrito que las células SKBR3 son capaces de 

fagocitar micropartículas de polisilicio-cromo-oro de 3 µm (Patiño et al., 2016), 

micropartículas de poliestireno funcionalizadas con polietileneimina de 3 µm (Patiño 

et al., 2015) y micropartículas de poliestireno funcionalizadas con transferrina de 1 

y 3 µm (Mora-Espí et al., 2018) sin que ello afecte a su viabilidad. Por otra parte, 

las células Caco2 pueden internalizar nanopartículas de poliestireno 

funcionalizadas con fluoresceína de 50 nm de diámetro, pero no de 100 nm o más 

(Leonard et al., 2010), ni nanopartículas de TiO2 (Janer et al., 2014). El uso de 

anticuerpos anti-EpCam para dirigirlas de manera activa a las células Caco2 se ha 

mostrado efectivo con nanopartículas magnéticas y GNPs funcionalizadas con 

estos anticuerpos (Maltez-da Costa et al., 2012). Otros estudios indican que la 

capacidad de internalización por parte de las células Caco2 depende de su estado 

de diferenciación, siendo las células no diferenciadas las únicas capaces de 

fagocitar nanopartículas, ya que la diferenciación de estas células al cultivarlas en 

membranas porosas provoca cambios fenotípicos que les otorgan características 

similares a las de los enterocitos del intestino delgado, tales como la formación de 

una monocapa epitelial polarizada, el alargamiento de las microvellosidades y la 

creación de uniones celulares estrechas  (Song et al., 2015; Kucki et al., 2017). Las 

células Caco2 utilizadas en nuestra experimentación fueron cultivadas en todo 

momento siguiendo las especificaciones para mantenerlas en proliferación, por lo 

que podemos estar seguros de que se han mantenido no diferenciadas durante el 

estudio.  
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5.2. Evaluación del efecto radiosensibilizador de las 

nanopartículas 
 

Por lo que respecta al efecto de las GNPs de 50 y 100 nm en los cultivos celulares 

de Caco2 y SKBR3 sin irradiar, observamos que la presencia de NF-GNPs o de 

GNPs funcionalizadas no alteró de manera significativa la frecuencia basal de foci 

de γ-H2AX o la viabilidad celular al compararlas con células sin tratar con GNPs. 

Este hecho no implica que la presencia de GNPs no tenga efectos sobre las células, 

puesto que en todos los casos se observó una ligera disminución de la viabilidad, 

aunque no significativa, cuando las células se cultivaron en presencia de GNPs. 

Esta observación concuerda con los estudios anteriormente mencionados que 

describen que, en ausencia de irradiación, las GNPs provocan un aumento de ROS 

que podría tener un ligero efecto en la viabilidad celular. En los estudios citados, 

los efectos de las GNPs fueron evaluados mediante citometría de flujo después de 

aplicar la tinción CM-H2DCFDA, capaz de permear hacia el interior celular, y que 

adquiere fluorescencia en contacto con las ROS. Todos ellos coinciden en que el 

efecto que las GNPs pueden tener sobre las células se basan en el incremento de 

ROS, el agotamiento de agentes antioxidantes y cambios en la polaridad de la 

membrana mitocondrial. 

En nuestro estudio, tras la exposición a RI, la frecuencia de foci de γ-H2AX fue 

evaluada a los 30 min, 2, 4 y 24 h post-irradiación. En las células Caco2 se observó 

un aumento significativo en las frecuencias de foci de las células irradiadas en 

presencia de AntiEpCamGNPs (tanto de 50 como de 100 nm) al compararlas con 

las células tratadas con NF-GNPs o las células sin tratamiento de GNPs. Además, 

el daño residual en el DNA fue superior cuando la irradiación se realizó tras el 

tratamiento con GNPs, ya fuesen funcionalizadas o no funcionalizadas. Todo ello 

parece indicar, como otros estudios han sugerido, que las GNPs podrían ejercer un 

efecto dual. Por un lado, un aumento en la producción de daños en el DNA y por 

otro por la interferencia de las GNPs en los mecanismos de reparación del DNA, 

reduciendo su eficiencia (Penninckx et al., 2020). Al comparar los resultados 

obtenidos después del tratamiento con GNPs de 50 y 100 nm se obtuvieron 

frecuencias de foci significativamente superiores (p < 0,01) en las células de ambas 

líneas tratadas con GNPs de 50 nm para todos los tiempos analizados y para los 
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dos tipos de GNPs empleados. Esto está de acuerdo con lo descrito en el apartado 

5.1. 

En el caso de las células SKBR3, la cinética de los foci de γ-H2AX mostró un 

comportamiento particular en comparación con Caco2; la frecuencia máxima de foci 

en células no tratadas con GNPs o tratadas con NF-GNPs (tanto de 50 como de 

100 nm) se observó a las 4 h post-irradiación, mientras que en las células tratadas 

con TfGNPs la frecuencia máxima de foci apareció a los 30 min después de la 

irradiación. Resulta complicado explicar este retraso en la aparición de foci en 

ausencia de GNPs o en presencia de NF-GNPs, sin embargo, este tipo de 

comportamiento ha sido descrito previamente en líneas celulares de ovario de 

hámster chino irradiadas a una dosis de 6 Gy (Rothkamm y Löbrich, 2003; 

Rothkamm y Horn, 2009), habitualmente asociado a deficiencias de ATM, aunque 

el mecanismo exacto no se conoce con exactitud. A pesar de este comportamiento 

particular, para todos los tiempos post-irradiación la frecuencia de foci en las células 

irradiadas en presencia de TfGNPs (de cualquiera de los dos tamaños empleados) 

fue significativamente más alta que en las células irradiadas sin GNPs o tratadas 

con NF-GNPs. Una posible explicación para el comportamiento de la cinética de 

aparición de foci en SKBR3 es que el daño radioinducido en ausencia de GNPs o 

presencia de NF-GNPs no se produzca únicamente de manera directa e inmediata 

sobre el DNA, sino que la irradiación tenga como efecto un leve aumento de los 

niveles de ROS citosólicos que, con el tiempo se podrían acumular hasta acabar 

induciendo daño mitocondrial (Penninckx et al., 2018) y, a causa de la disrupción 

en vías metabólicas y de reparación que esto supondría, acabar provocando el 

daño genético observado a las 4 h. En el caso de las células tratadas con TfGNPs 

el pico de frecuencia de foci observado a los 30 min puede ser causado por la mayor 

internalización de las partículas funcionalizadas que, al estar presentes en el 

entorno citoplasmático en mayor cantidad, son capaces de amplificar en gran 

medida el efecto de la radiación hasta el punto de ser detectable a los 30 min.  

Los resultados de viabilidad celular de la presente tesis, apoyan la idea de que las 

GNPs funcionalizadas muestran un mayor efecto radiosensibilizador (Tabla 6). Las 

SER calculadas en base a la tasa de viabilidad de células Caco2 irradiadas en 

presencia de AntiEpCamGNPs fueron de 1,25 con GNPs de 50 nm y de 1,24 con 
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GNPs de 100 nm, superiores a las SER de las células irradiadas en presencia de 

NF-GNPs que fueron de 1,17 con GNPs de 50 nm y de 1,21 con GNPs de 100 nm.  

En cuanto a las SER en las células SKBR3, fueron de 1,7 y 1,71 para los 

tratamientos con TfGNPs y de 1,67 y 1,6 para los tratamientos con NF-GNPs (50 

nm y 100 nm respectivamente en ambos tratamientos). Como se puede observar 

en la tabla, los resultados obtenidos son similares a los observados por otros 

equipos de investigación al irradiar con rayos gamma o rayos X (ver Tabla 6). 
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 Tipo de células 
tumorales 

Línea celular Tamaño 
de GNPs 

(nm) 

Recubrimiento o 
funcionalización 

Radiación SER 
(Viabilidad) 

Referencia 

 
 
 

Colorrectal 

CT26 4,7 PEG Rayos X (6 MV) 1,33 Liu et al., 2008 

HT-29 24 Citrato Rayos X (18 MV) 1,15 Zabihzadeh et al., 2018 

Caco2 50 Citrato Radiación γ (662 keV) 1,17 Presente estudio 

Caco2 50 Anti-EpCam Radiación γ (662 keV) 1,25 Presente estudio 

Caco2 100 Citrato Radiación γ (662 keV) 1,21 Presente estudio 

Caco2 100 Anti-EpCam Radiación γ (662 keV) 1,24 Presente estudio 

 
 
 

Mama 

MCF-7 1,9 Tiol Rayos X (6 MV) 1,36 Ahmad et al., 2020 

MDA-MB-231 1,9 Tiol Rayos X (160 kVp) 1,39 Jain et al., 2014 

MDA-MB-231 49 Glucosa Rayos X (6 MV) 1,86 Jain et al., 2014 

SKBR3 50 Citrato Radiación γ (662 keV) 1,67 Presente estudio 

SKBR3 50 Tf Radiación γ (662 keV) 1,7 Presente estudio 

SKBR3 100 Citrato Radiación γ (662 keV) 1,6 Presente estudio 

SKBR3 100 Tf Radiación γ (662 keV) 1,71 Presente estudio 

Cerebro ALTS1C1 1,8 PEG-cRGD Radiación γ (662 keV) 1,19 Enferadi et al., 2018 

ALTS1C1 1,8 PEG-cRGD Rayos X (6 MV) 1,14 Enferadi et al., 2018 

 
 

Cérvix 

HeLa 14 Citrato Rayos X (220 kVp) 1,12 Chithrani et al, 2010 

HeLa 50 Citrato Radiación γ (662 keV) 1,19 Chithrani et al, 2010 

HeLa 50 Citrato Rayos X (105 kVp) 1,57 Chithrani et al, 2010 

HeLa 50 Citrato Rayos X (220 kVp) 1,37 Chithrani et al, 2010 

HeLa 50 Citrato Rayos X (6 MVp) 1,15 Chithrani et al, 2010 

HeLa 74 Citrato Rayos X (220 kVp) 1,17 Chithrani et al, 2010 

Tabla 6. Comparativa de diferentes estudios en los que se analiza el efecto sensibilizador (SER) de las GNPs. 
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Cuando se tienen en cuenta los resultados sobre las frecuencias de foci y los de 

viabilidad, no siempre hay una correlación directa. Cuando comparamos las 

frecuencias de foci inducidas por la irradiación en presencia de GNPs 

específicamente funcionalizadas en ambos tipos celulares (Figuras 19 y 20 del 

apartado de resultados), se puede observar que las frecuencias de foci a cualquier 

tiempo postirradiación fueron superiores en las células Caco2. Sin embargo, las 

células SKBR3 mostraron una mayor pérdida de viabilidad (mayor SER) que las 

células Caco2. Cabe recordar que, cualitativamente, las células SKBR3 parecían 

internalizar más GNPs que las células Caco2, lo que podría relacionarse con la 

mayor pérdida de viabilidad cuando se irradiaban en presencia de GNPs. La 

discrepancia entre el aumento de las frecuencias de foci y la tasa de disminución 

de la viabilidad podría deberse a una falta de correlación directa entre la cantidad 

de daño genético y la pérdida de capacidad reproductiva y metabólica de las 

células, a que las diferencias en la frecuencia de foci no son suficientemente 

grandes como para que tengan como consecuencia una disminución drástica en la 

viabilidad celular o a diferencias intrínsecas en la radiosensibilidad de las líneas 

celulares. De hecho, los incrementos en la SER descritos en otros estudios, indican 

que el efecto radiosensibilizador de las GNPs existe, pero no es muy drástico, los 

valores de SER (Tabla 6) están comprendidos en los diferentes estudios entre 1,12 

y 1,86 (ver también Penninckx et al., 2020). Además, la complejidad de los efectos 

de la radiación sobre las células no se circunscribe únicamente al daño genético, 

incluyen otras afectaciones como son la peroxidación lipídica (asociada con 

cambios en la permeabilidad de la membrana celular) o alteraciones mitocondriales 

capaces de afectar a la producción de ATP (Howard et al., 2020).  

Por lo que respecta a las diferencias en cuanto a la radiosensibilidad intrínseca 

entre líneas celulares, estos han podido observarse en nuestro estudio, ya que, a 

pesar de que las frecuencias de foci en SKBR3 son menores a las de Caco2, su 

viabilidad fue claramente inferior, lo cual parece indicar que Caco2 es una línea 

celular más radiorresistente. Este aumento en la radiorresistencia intrínseca de la 

línea Caco2 podría estar relacionado con la expresión disminuida de 53BP1 en 

estas células (Xiao et al., 2016). Hay evidencias experimentales de que niveles 

bajos de, o mutaciones en, 53BP1 alteran el correcto control del punto de control 
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de G1 del ciclo celular, lo cual podría tener como consecuencia una modificación 

de la viabilidad celular (Markova et al., 2015; Kong et al 2021).  

Otro factor a tener en cuenta al comparar nuestros resultados con los obtenidos en 

otros estudios es la energía y tipo de radiación empleados. Algunos estudios 

indican que las RI de bajas energías resultan más efectivas para irradiar tejidos 

tratados con GNPs, especialmente en el rango de energía entre los 20 y los 150 

keV (Künzel et al., 2014; Berrezoug et al., 2015; Li et al., 2020). Este efecto también 

fue descrito por Chithrani y colaboradores al irradiar células HeLa tratadas con 

GNPs de 50 nm, obteniendo SER , de 1,57 con rayos X de 105 kVp y de 1,37 con 

rayos X de 220 kVp.Cuando comparamos, las SER obtenidas en el presente trabajo 

al irradiar células Caco2 con radiación γ (662 keV) en presencia de GNPs de 50nm 

(1,17 y 1,25 para NF-GNPs y anti-EpCamGNPs respectivamente) con las de otros 

autores se observa que los valores son casi idénticos, SER de 1,19 con rayos 

gamma de la misma energía (Chithrani et al., 2010).  

Aunque las nanopartículas de metales con alto número atómico son las más 

utilizadas para inducir radiosensibilidad, otras partículas no-metálicas están 

mostrando también resultados prometedores. Las nanopartículas de óxido de silicio 

(SiO2) de 40 nm, cubiertas con poliamidoamina y funcionalizadas con anticuerpos 

anti-HER2, han obtenido radiosensibilización en células SKBR3, que los autores 

atribuyen a la sobreexpresión de HER2 por parte de SKBR3 (Yamaguchi et al., 

2018). En este estudio de Yamaguchi y colaboradores, aunque el principio de 

aumentar la internalización de las partículas mediante una funcionalización 

específica es muy similar al propuesto en nuestro trabajo, la acción de las 

nanopartículas de SiO2 no se basa tanto en amplificar el efecto de la radiación, 

rayos X en su caso, como en provocar un efecto sinérgico con ésta. Es decir, la 

internalización de nanopartículas de SiO2 provocaría alteraciones en la 

permeabilidad de las membranas lisosomales, lo que potenciaría las vías de muerte 

celular tras el efecto de clastógeno de las RI. Además de las funcionalizaciones 

para dirigir NPs a líneas celulares concretas, la funcionalización de GNPs con 

moléculas terapéuticas puede ser también una herramienta útil en la lucha contra 

el cáncer. En un estudio de Cai y colaboradores (Cai et al., 2017) el tratamiento con 

GNPs de 30 nm funcionalizadas con trastuzumab (anticuerpo antagonista de 
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HER2) y la posterior irradiación de células SKBR3, dio como resultado una 

viabilidad celular 43 veces inferior a la observada cuando las células se irradiaron 

únicamente con GNPs sin funcionalizar. 

El efecto radiosensibilizador de las nanopartículas de oro había sido descrito con 

anterioridad por numerosos estudios (revisado por Penninckx et al., 2020) y los 

resultados obtenidos en el presente estudio han permitido corroborarlo en las dos 

líneas celulares empleadas. Nuestro estudio parece indicar que la 

radiosensibilización es más destacable cuando las GNPs se funcionalizan para 

dirigirlas de manera específica a una línea celular concreta, evidenciando el 

incremento en la internalización por parte de las células de este tipo de partículas. 

Otros estudios también han descrito la mejora de internalización y 

radiosensibilización de distintos tipos de nanopartículas con funcionalizaciones 

superficiales (Yang et al., 2005). Sin embargo, estas funcionalizaciones suelen 

realizarse con moléculas orgánicas de baja especificidad para tejidos tumorales 

concretos, como por ejemplo polietilenglicol (Liu et al., 2018; Nicol et al., 2018). 

Otros estudios como el de Li y colaboradores (Li et al., 2021) con GNPs 

funcionalizadas con el anticuerpo mHsp70.1, dirigido contra la heat shock protein 

70 expresada en membranas de algunos tipos de tejido tumoral, están en la línea 

de buscar una mayor especificidad en la funcionalización superficial de las GNPs 

para maximizar la eficacia en los tratamientos antitumorales.  

Pese a que las funcionalizaciones específicas de las GNPs puedan ver su efecto 

radiosensibilizador interferido por la interacción con proteínas del suero que podrían 

afectar a la direccionalidad de las GNPs funcionalizadas hacia su objetivo 

terapéutico, los resultados de nuestro estudio indican que la direccionalización 

específica es eficiente. El hecho de trabajar con dos líneas celulares diferentes nos 

ha permitido ver la importancia de la radiosensibilidad intrínseca de las líneas 

celulares y de su capacidad para internalizar las GNPs en la variabilidad del efecto 

radiosensibilizador de las GNPs. Además de las diferencias entre células, la 

elección de moléculas utilizadas para funcionalizar las GNPs y dirigirlas a cada 

línea celular, así como la composición, tamaño y forma de las nanopartículas, así 

como el tipo y dosis de radiación empleadas son factores clave a considerar.
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1. Las líneas celulares Caco2 y SKBR3 expresan los receptores de membrana 

EpCam y el receptor de transferrina, respectivamente. Las nanopartículas de oro 

pueden funcionalizarse con el anticuerpo AntiEpCam o con transferrina para 

dirigirlas de manera específica hacia estos receptores.   

 

2. Ambas líneas presentan inestabilidad en lo que a ploidía se refiere, pero no 

presentan inestabilidad cromosómica estructural, por lo que podemos asumir que 

el análisis de la inducción de foci de -H2AX no se ve influenciado por estos 

factores. 

 

3. Las células de ambas líneas mostraron capacidad de internalización de las 

nanopartículas de oro en todos los casos analizados, aunque los mayores niveles 

de internalización parecen observarse para las nanopartículas de oro de 50 nm 

funcionalizadas específicamente para unirse a EpCam en las células Caco2 y el 

receptor de transferrina en las células SKBR3.  

 

4. Las nanopartículas oro de 50 y 100 nm, tanto funcionalizadas como sin 

funcionalizar, presentan potenciales ζ electronegativos. La electronegatividad se 

vio reducida y homogeneizada cuando el análisis se realizó con las nanopartículas 

diluidas en cualquiera de ambos medios de cultivo, indicando que estos modifican 

la carga superficial de las nanopartículas. La atenuación de la electronegatividad 

superficial de las nanopartículas por parte del medio de cultivo puede favorecer su 

internalización por las células. 

 

5. El análisis de foci de -H2AX tras la irradiación, indica que la formación de roturas 

de doble cadena en el DNA aumenta de manera significativa en las células tratadas 

con nanopartículas funcionalizadas en comparación con aquellas sin tratamiento o 

tratadas con nanopartículas no funcionalizadas. Las nanopartículas de oro 50 nm 

indujeron una mayor formación de foci que sus homólogas de 100 nm, lo que 

concuerda con los datos de internalización.  
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6. Las tasas de incremento de sensibilidad (SER), es decir la pérdida de viabilidad, 

en las células irradiadas en presencia de nanopartículas, coinciden con las de otros 

estudios similares. En nuestro estudio, además, el análisis de la viabilidad celular 

confirmó los resultados obtenidos mediante la evaluación de la formación de foci: 

las células tratadas con nanopartículas de 50 nm funcionalizadas específicamente 

presentaron las tasas más bajas de viabilidad postirradiación.  

 

7. Los resultados de viabilidad apoyaron lo observado en los resultados de 

formación de foci, aunque la correlación entre estas dos observaciones no fue 

siempre directa; las células SKBR3 presentaron, de media, una menor frecuencia 

de foci para todos los tratamientos, pero también tasas de viabilidad menores 

después de ser tratadas con nanopartículas de oro.  

 

8. La falta de correlación directa entre inducción de foci y viabilidad observada en 

la línea SKBR3 evidencia la complejidad del análisis del efecto radiosensibilizador 

de las nanopartículas, debido a la cantidad de factores involucrados: desde el 

tamaño, composición, carga superficial y funcionalización de las nanopartículas, 

hasta la radiosensibilidad intrínseca de cada línea celular. Por ello, resulta 

complicado extrapolar de manera universal los resultados de un estudio concreto. 

No obstante, los resultados obtenidos en el presente estudio muestran que el 

tratamiento mediante nanopartículas de oro es viable y prometedor, además de 

demostrar que la funcionalización específica de las nanopartículas puede ser de 

vital importancia para asegurar su efecto radiosensibilizador en el tejido diana. 
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