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RESUMEN

Los nanomateriales evolucionan rapidamente para producir alternativas biomedicas
seguras y efectivas, principalmente las nanoparticulas de plata (AgNPs). Las propiedades
antibacterianas, antivirales y antitumorales de los AgNPs las convierten en un andamio
recurrente para producir nuevas opciones de tratamiento. En esta tesina se informa sobre
dos nuevas formulaciones de AgNPs (PVP-AgNPs y AgNP-proteica), incluyendo su
caracterizacion completa, la evaluacion de la actividad antitumoral de las dos
formulaciones in vitro, ademas de la evaluacion in vivo de la formulacion de PVP-AgNPs
y de la actividad amebicida de las AgNPs-priteicas. En cuanto a la formulacion AgNP-
proteica se encontré que la principal via de muerte en células tumorales HCT-15 es la
apoptosis, que probablemente es estimulada por la sobreproduccidn de especies reactivas
de oxigeno (ROS) en las mitocondrias. Se sugiere un mecanismo similar para la actividad
antiproliferativa observada en los trofozoitos. Todos los resultados de la evaluacion
toxicoldgica sugieren una Categoria 5 (practicamente no toxica) del Sistema Globalmente
Armonizado de Clasificacion y Etiquetado de Sustancias Quimicas para las AgNPs
recubiertos de proteina después de la administracion oral durante un periodo corto e instan
a completar su perfil toxicoldgico preclinico. Por otro lado, en las pruebas realizadas con
las PVP-AgNPs en un modelo murino de melanoma, los ratones supervivientes tratados
no muestran dafio genotoxico determinado por cuantificacion de frecuencia de
micronlcleos en células de sangre periférica. Estos resultados exhiben la notable
actividad antitumoral de una formulacion de PVP-AgNPs no genotoxica y constituyen el
primer avance hacia la aplicacion de estos AgNPs para el tratamiento del melanoma, que
podria reducir considerablemente los efectos adversos provocados por los

quimioterapéuticos actualmente aplicados.

Palabras clave: Nanoparticulas de plata; modelos murinos; evaluacion bioldgica;

ensayos in vivo.



CAPITULO 1
1.1 INTRODUCCION

El programa de Maestria y Doctorado en Ciencias e Ingenieria (MyDCI) de la Facultad
de Ciencias Quimicas e Ingenieria de la UABC, aprobd el 10 de septiembre del 2008 la
alternativa de titulacion de su programa de doctorado por publicacion de dos articulos
JCR en donde el estudiante sea primer autor. Como resultado del trabajo
multidisciplinario e interinstitucional selogro publicar dos articulos cientificos en revistas
de alto impacto. Las instituciones involucradas en este trabajo fueron la Facultad de
Ciencias de la Salud (FACISALUD), la Facultad de Ciencias de la Ingenieria y
Tecnologiay la Facultad de Ciencias Quimicas e Ingenieria de la UABC campus Tijuana.
La Facultad de Ingenieria, Arquitectura y Disefioyla Escuela de Ciencias de la Salud de
la UABC campus Ensenada. La Facultad de Quimica y la Unidad de Medicina
Experimental de la Facultad de Medicina de la Universidad Nacional Auténoma de
México, asi comoel Departamento de Fisicoquimica de NanomaterialesSCONACYT
UNAM CNyN en Ensenada. También participaron investigadores adscritos alPrograma
Internacional de Medicina de la Universidad Autonoma de Guadalajara en el Estado de
Jalisco, del Departamento de Ciencias de la Salud de la Universidad Auténoma de
Occidente ubicada en el Estado de Sinaloa, ademas del
DeparmentofTechnologyofOrganicSubstances  and  PolymerMaterials y la
ResearchSchoolofChemistry and  AppliedBiomedicalSciences de la  Tomsk

PolytechnicUniversity, ambas en Tomsk, Russia.

El primero articulo titulado Antiproliferative and AntitumourEffectofNongenotoxic Silver
Nanoparticleson Melanoma Modelsse publico en la revista Oxidative Medicine and
CellularLongevity en el 2019. Cabe destacar que el modelo murino de melanoma lo llevé
a cabo como alumna de doctorado bajo la direccion de la Dra. Yanis Toledano Magafia y
del Dr. Luis Jesus Villarreal Gomes en el Bioterio de la Facultad de Ciencias de la Salud.
La revista antes mencionada es cuartil 1, tiene un factor de impacto de 5.076. Hasta el

momento este articulo se ha citado en 10 publicaciones cientificas.

El segundo articulo publicado como primer autor tiene como titulo New Protein-Coated
Silver Nanoparticles: Characterization, Antitumor and AmoebicidalActivity,
AntiproliferativeSelectivity, Genotoxicity, and BiocompatibilityEvaluation. Fuepublicado
en la revistaPharmaceuticsen enero de 2021.Esta revista también es cuartil 1 con un factor
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de impacto de 4.421. En esta ocasion, la parte experimental in vivo las lleve a cabo en el
Bioterio de FACISALUD igualmente como alumna de doctorado bajo la direccion de la
Dra. Yanis Toledano Magafa y del Dr. Luis Jesus Villarreal Gomes, y el resto de los
experimentos fueron llevados a cabo en colaboracion con investigadores de los centros

de investigacionesmencionados anteriormente.

Como se puede observar, en ambos trabajos se probaron formulaciones de nanoparticulas
de plata, ya que tenemos un gran interés en contribuir con nuevos conocimientos acerca

de este metal en el area de la nanotecnologia.

En los ultimos 10 afiosla nanotecnologia ha evolucionado para mejorar las propiedades
de los materiales para aplicaciones biomédicas como antimicrobianos (Pelgrift et al.,
2013), antivirales (Deshmukh et al., 2016), sistemas de administracion de farmacos,
tratamiento del cancer (Awasthi et al., 2018) y bioimagen (Rafique et al. 2019), entre
otros (Saji et al., 2010; Khan et al., 2018). La nanomedicina y la nanotoxicologia se
centran en determinar la eficacia y el riesgo de los nanomateriales utilizados para
aplicaciones biomédicas y terapéuticas especificas. Sin embargo, la falta de
sistematicidad en la evaluacion de la toxicidad y los limitados datos fisicoquimicos
reportados para la mayoria de los nanomateriales dificultan determinar su uso seguro
(Gomes et al. 2018; Akhtar et el., 2018). Concretamente, las nanoparticulas de plata
(AgNP) se encuentran entre los nanomateriales mas estudiados y aplicados en el campo
biomédico (Zhang et al. 2019). El beneficio y los efectos toxicos de las nanoparticulas de
plata se han relacionado con sus propiedades fisicoquimicas, como su tamafio, forma,
recubrimiento y potencial zeta (Wei et al. 2015). Uno de los principales contribuyentes
sugeridos a los efectos bioldgicos provocados por AgNP es la liberacion de iones Ag +,
que induce especies reactivas de oxigeno (ROS), lo que lleva a un desequilibrio redox
(Xu et al. 2020), sin embargo, ain no se han aclarado todos los mecanismos de accion de
los AgNP.

Recientemente, muchos grupos de investigacion, determinaron que la nanoparticula
completa y no la liberacion de iones de plata fueron los principales responsables de la
sobreproduccidn de ROS que lleva a la muerte a las células expuestas a los AgNP (Ivasket
al. 2015; Cvjetko et al. 2017; Casillas-Figueroa et al. 2020). La sobreproduccion de ROS

es una estrategia eficaz empleada para eliminar o disminuir el crecimiento de cultivos de



alta proliferacion sensible al desequilibrio redox, como parasitos y tumores (Nowak-
Sliwinska et al., 2019; Poillet-Perez et al., 2015; Boros, Dyson y Gasser, 2020; Toledano-
Magafia, 2017). En México, ambas enfermedades de alta proliferacion son problemas de
salud publica. Los tumores son la cuarta causa de muerte; mientras tanto, las
enfermedades parasitarias afectan a los nifios menores de un afio ya las personas con
sistemas inmunoldgicos comprometidos, segun datos del Instituto Nacional de Estadistica
y Geografia (INEGI, 2020).

Para el desarrollo de esta tesina doctoral se ha estudiado una formulacion de PVP-AgNP
disponible comercialmente conocida como Argovit® ™ que ha sido muy eficaz como
antimicrobiano (Spinoso-Castillo et al. 2019; Vazquez-Mufioz et al. 2019), antifungico
(Vazquez-Mufioz et al. 2019) y antiviral (Bogdanchikova et al. 2016; Borrego et al., 2016;
Ochoa-Meza et al. 2019), que también ha sido un factor determinante en la rapida
curacion de las ulceras del pie diabético (Hernandez et al. 2017). Ademas, se ha
demostrado que esta formulacion también inhibe el crecimiento de cultivos de células
tumorales humanas de mama, pulmon, prostata, cuello uterino y colon por induccion de
apoptosis probablemente desencadenada por la sobreproduccion de especies reactivas de
oxigeno (ROS) y sin evidencia de dafio en el ADN a concentraciones inhibidoras efectivas
(Juarez-Moreno et al. 2017).

Considerando la actividad inhibidora del crecimiento de estos PVP-AgNP en lineas
celulares tumorales humanas, en este trabajo mostramos un estudio sistematico del efecto
in vitro e in vivo de nanoparticulas de plata bien caracterizadas en modelos de melanoma
murino, para lo cual se analizo la citotoxicidad in vitro, la induccién de la via de muerte
celular, la produccion de ROS y el modelo de melanoma subcutaneo en ratones C57BL6
siguiendo el protocolo recomendado por el Instituto Nacional de Salud (NIH) (Overwiji
y Restifo, 2001), donde se evalué el volumen tumoral, la tasa de supervivencia, los

parametros hematologicos y la genotoxicidad de los tratamientos.

Ademas de este primer estudio,evaluamos la actividad antiproliferativa de una nueva
formulacion de AgNP recubierta de proteina (BioArgovit) en cultivos de células de
adenocarcinoma colorrectal humano (HCT-15), trofozoitos de Entamoebahistolytica
HM1-IMSS vy cultivos primarios de ratones, es decir, higado, bazo, rifion y cerebro

BALB/c. Para mejorar la biocompatibilidad de la formulacién de AgNP y determinar si
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la relacion [agente de recubrimiento] / [metal] juega un papel significativo en la
selectividad de la actividad biol6gica de los AgNP. Asimismo, determinamos el potencial
genotoxico de esta formulacion a través de la frecuencia de microndcleos en linfocitos de
sangre periférica humana (HPBL) utilizando el ensayo de microndcleos de bloqueo de
citocinesis (CBMN), determinando su dosis letal media (LD50) en ratones BALB/c y un
andlisis histopatologico. Nuestros resultados mostraron que BioArgovit tiene una
actividad antiproliferativa y antiparasitaria selectiva sin evidencia de efectos adversos
citotoxicos, genotdxicos o tdxicos in vitro e in vivo para sistemas sanos. Estos hallazgos
abren nuevas oportunidades en la formulacion de nanomateriales selectivos y seguros

desarrollados para aplicaciones biomédicas.
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CAPITULO 11
2.1 MARCO TEORICO

2.1.1 La nanotecnologia y las nanoparticulas de plata (AgNPs)

La nanotecnologia se caracteriza por trabajar con materiales de tamafio entre 1 a 1000
nanometros, con propiedades fisicoquimicas unicas, utiles en el campo de la Biomedicina
y la terapia antitumoral (Butler et al., 2015)(Leyva Gomez, 2013). Las nanoparticulas
(NPs) poseen una mayor relacion de superficie-volumen y por tanto una mayor superficie

de contacto con el entorno (Avalos et al., 2015).

Actualmente las AgNP, son utilizadas en una amplia gama de productos, por ejemplo,
dispositivos electronicos, cosméticos, electrodomésticos, produccion textil y de
alimentos asi como, productos médicos (Zhang et al., 2016)(de Lima et al., 2012)(Brki¢
Ahmed et al., 2017)(Leyva Gémez, 2013)(Wei et al., 2015).Dentro de los nanomaterilaes
metalicos, las nanopartiiulas de plata (AgNps) son las mas comercializadas debido a su
potencial como antimimcrobiano, (Avalos et al., 2015) y se pueden encontrar en el
mercado en apositos para heridas, dispositivos anticonceptivos, instrumental quirdrgico
y protesis 6seas. Ademas, también se esta evaluando la utilizacion de las AgNPs contra
el tratamiento de enfermedades que requieren una concentracion mantenida de farmaco
en sangre o con un direccionamiento especifico a células u 6rganos como ocurre con el
virus del VIH-1, ya que se ha demostrado que el tratamiento in vitro con AgNPs
interacciona con el virus e inhibe su capacidad para unirse a las células del
huésped(Avalos et al., 2013). Como resultado de estas aplicaciones, la exposicion a las
AgNPs se ha incrementado, a pesar de que poco se conoce acerca del impacto potencial

de las NPAg en el ser humano y a la salud ambiental (Avalos et al., 2015).

2.1.3 Sintesis de nanoparticulas de plata

La nanotecnologia y la quimica sintética moderna han sido utilizadas para establecer una
gran cantidad de métodos para la sintesis, cada uno de ellos con ventajas y desventajas
bien conocidas (Chaloupka et al., 2010). En general, lo métodos de sintesis de AgNP se

clasifican en top-down y bottom-up(Zhang et al., 2016). Los primeros utilizan métodos
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fisicos y procesos de molienda con el objetivo de reducir el tamafio de agregacion del
material hasta llegar a un tamafio nanométrico mientras que, los segundos, se refieren a
la generacion de AgNPs a partir de soluciones coloidales, por lo tanto, la obtencion de las
AgNPs se hace por medio de la agregacion de particulas partiendo de una dispersién
molecular (Leyva Gomez, 2013). La sintesis de nanoparticulas en solucion coloidal
requiere del empleo de métodos que permitan obtener un control preciso sobre el tamafio
y la forma de las nanoparticulas para asi obtener un conjunto de particulas monodispersas

que presenten una propiedad determinada (Zhang et al., 2016).

Para que la sintesis se lleve a cabo, es necesario el empleo de un precursor metalico, un
agente reductor, un agente estabilizante (ver Tabla 1). EI mecanismo de reduccién de
iones plata consta de dos etapas que son, la nucleacién y el crecimiento. El tamafio y la
forma de las nanoparticulas dependera de las velocidades relativas de estos dos procesos
que, a su vez influyen en los pardmetros de reaccion como concentracion, temperatura,
pH, poder reductor, etc. Los pardmetros que estan influenciados por el método de sintesis
utilizado son el diametro y tamarfio de las NPs, distribucion de tamafios, forma de las NP,
estabilidad, inclusion de conchas de ligandos y agentes de remate que protegen el nlcleo
de las NPs, el rendimiento quimico de la reaccion y la presencia de impurezas (Chaloupka
et al., 2010).

Otra clasificacion de los métodos para la sintesis de nanoparticulas son: métodos
quimicos, métodos fisicos y métodos biologicos (Wei et al., 2015), cada uno de ellos
permite obtener AgNP con una gran variedad de caracteristicas. Algunos de los métodos
mas utilizados son el método Creighton, el Turkevich, el Lee-Meidel, el Liz-Marzan, el
Murphy, por mencionar algunos, ademas de los llamados métodos “verdes”’(Monge,
2009) vy la biosistesis de NPs utilizando varias especies de bacterias y hongos (Chaloupka
et al., 2010).

Tabla 1. Métodos para la obtenciéon de AgNPS
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Precursor Reductor Estabilizante

AgNO; NaBH.

AgNO; Polioles PVP

[Ag(NHs),]* Azlicares

AgNO3 DMF PVP

Ag(COOCH3) Acetaldehido HDA

[Ag(Mes)]a Termdlisis HDA

AgNO3 N2H4+H,0O AOT

AgNO; Radiacion UV PEG

APS = aminopropiltrietoxisilano, PVP = polivinilpirrolidona, HDA = hexadecilamina, OLA = oleilamina,
CTAB = Bromuro de cetil trimetil amonio, AOT = bis(2-etilhexil) sulfosuccinato de sodio, PEG =
polietilenglicol.

Tomado de: Monge M. Nanoparticulas de plata: métodos de sintesis en disolucion y propiedades bactericidas. Investig Quim.
2009;(August):33-41.

2.1.4 Caracterizacion de nanoparticulas de plata

Para evaluar la calidad de las AgNPs se debe de analizar el tamaiio de la particula, la
morfologia, el potencial zeta , la estabilidad y el perfil de resonancia de plasmones (Leyva
Gomez, 2013). La evaluacién por medio de Espectroscopia Ultravioleta Visible (UV-
vis) permite medir la actividad del plasmén de las AgNPs (Vazquez-Muiioz et al.,
2017)(Leyva Gémez, 2013). Un plasmon es el fenémeno vibratorio tipico de los plasmas
que se produce al interaccionar las cargas libres con la radiacién electromagnética de baja

frecuencia de las nanoparticulas (Alberto et al., 2012).

La evaluacion de la distribucion del tamaiio de la particula se realiza mediante la técnica

de Dispersion Dinamica de la Luz (DDL). Esta permite analizar la distribucién el tamaiio
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de las particulas y consiste en un haz de luz producido por una lampara de helio-neon que
es filtrado a través de un monocromador. La forma de la AgNPs se analiza mediante
Microscopia Electronica de Barrido (MEB) o también mediante la Microscopia
Electrénica de Transmision (MET). El potencial Z se puede medir por medio de
Velocimetria de Laser Doppler (VLD) (Leyva Gémez, 2013). EI método de Microscopia
de Transmision de Electron (TEM) es una importante técnica utilizada para obtener
medidas cuantitativas de particulas o tamafio de grano, ademéas de medir la distribucién y

evaluar la morfologia (Zhang et al., 2016).

La Microscopia de Fuerza Atomica (AFM) es utilizada para evaluar la dispersion y
agregacion de los nanomateriales, ademas de evaluar el tamafio, la forma y la estructura.
También puede caracterizar la interaccion con nanomateriales con las capas bi-lipidicas

(membrana celular) en tiempo real (Zhang et al., 2016).

También es posible medir la toxicidad mediante la evaluacion de la generacion de EROs.
Esta se puede realizar por medio del kit de deteccién de EROS celular DCFDA de Abcam
(ab113851). El reactivo permeable a las células DCFDA en un colorante fluogénico
utilizado para medir el hidroxilo, peroxilo y cualquier otra actividad de EROs dentro de
la célula. Una vez dentro de la célula, el DCFDA es desacetilado por esterasas celulares,
lo que produce un compuesto fluorecente, que luego es oxidado por EROs en DCF que
es altamente fluorecente, tienen un maximo de excitacion de 495 nm vy espectro de

emision de 529 nm (Juarez-Moreno et al., 2017).

2.1.5 Las nanoparticulas de plata como alternativa a la quimioterapia para el
tratamiento del cancer

En cuanto a los tratamientos disponibles para el cancer, la quimioterapia tiene grandes
ventajas respecto a la radioterapia y la cirugia, ya que asegura que el farmaco alcance el
sitio de afeccidn e incluso lo sitios donde hay metéastasis. Algunos de los farmacos
utilizados en las quimioterapias son la vinblastina, la doxorrubicina, el taxol, y el

cisplatino (Vazquez-Muiioz et al., 2017).

Todos los tratamientos contra el cancer como la quimioterapia, radiacion, anticuerpos
monoclonales y su combinacién con radioinmunoterapia, presentan efectos secundarios

adversos debido a su alta citotoxicidad y genotoxicidad. Esto ocasiona un dafio colateral
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en las células sanas e induce inmunosupresion transitoria durante el tratamiento anti-
oncogénico, lo que reduce la calidad de vida de los pacientes con cancer (Chaloupka et
al., 2010).

Aunque la quimioterapia es fundamental para el tratamiento de esta enfermedad, sus
efectos tdxicos se presentan en las células cancerigenas y a nivel sistémico (Martin et al.,
2014)(Ferreiro et al., 2003).La gran mayoria de los farmacos quimioterapicos afectan
negativamente el sistema hematopoyéticos. Los farmacos citostaticos pueden aumentar
el riesgo de infecciones graves, formacion de tromboémbolos, hemorragias, anemia e
incluso neoplasias secundarias en la médula 6sea a largo plazo. Las infecciones son la
mayor causa de muerte y enfermedades alternas en pacientes con cancer, debidos a que
los neutrofilos son las células encargados de la defensa contra infecciones bacterianas y

fangicas (Ferreiro et al., 2003).

Entre los efectos citotdxicos en células normales, los efectos gastrointestinales son los
mas frecuentes. Las nauseas, los vomitos y los trastornos del ritmo intestinal como son la
diarrea o el estrefiimiento, son efectos secundarios adversos de casi toda quimioterapia.
La alopecia es la toxicidad mas frecuente que ocasiona el tratamiento con antraciclinas
(adriamicina). La alopecia secundaria a las antraciclinas suele ser universal y se recupera
tras finalizar el tratamiento. En las pacientes premenopausicas la quimioterapia puede
producir amenorrea. Los trastornos del ciclo menstrual no son raros. En ocasiones, las
menstruaciones son muy abundantes, y se precisa un aporte férrico para evitar la anemia.
La anemia se suele presentar como una toxicidad acumulada tras varios ciclos de
tratamiento. El aporte de hierro puede ser de ayuda. Es mas habitual que la anemia sea

secundaria a los desarreglos del ciclo menstrual(Escobedo, n.d.).

Existe un esfuerzo global para desarrollar nuevos métodos que superen las deficiencias
de la quimioterapia, disminuyendo el tamafio de los tumores sin dafiar a las células sanas
aledafias y evitando la aparicion de recaidas y la adquisicion de resistencia a farmacos.
En este sentido, la Nanotecnologia hademostrado ser una de las tecnologias mas
prometedoras. La nanotecnologia es una ciencia de punta del siglo XXI, que permite el
uso y aplicacion de nanomateriales en la medicina y la biologia en un campo con un alto
potencial de impacto tecnoldgico y de innovacién en la resolucién de enfermedades de
importancia mundial(Chaloupka et al., 2010)(Martin et al., 2014)(Franci et al., 2015).
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2.1.6 Efectos citotoxicos y genotoxicos de las AgNPs

Se ha descrito ampliamente sobre los efectos citotoxicos y genotoxicos de las AgNPs,
dicha generacion de efectos toxicoldgicos en ocasiones genera percepciones negativas
sobre su uso como tratamiento para diferentes enfermedades, entre ellas el cancer. Sin
embargo, la toxicidad por si sola puede ser muy Util para el tratamiento de cancer debido
a que se busca precisamente esta caracteristica en el disefio de nuevos tratamientos(Wei
et al., 2015). Una de las lesiones causadas por las AgNps que mas se conoce es la
argiria(McShan et al., 2014), que se define como coloracion gris de la piel. Estudios in
vivo han demostrado que la exposicion por largos periodos a AgNPs se asocia con
argiremia (elevada concentracion de Ag en la sangre) (Chaloupka et al., 2010). Los
factores que estan involucrados en la toxicidad de las AgNPs son su pequefio tamario, su
gran superficie de contacto, su composicion quimica, las propiedades de su superficie
(Avalos et al., 2015), el estado de aglomeracion, la forma, la solubilidad y la carga
superficial (Avalos et al., 2013). Por un lado, el tamafio y la superficie de las NPs estan
en estrecha relacion debido a que conforme disminuye el tamafio de las AgNps, aumenta
la superficie especifica lo cual a su vez deja un mayor nimero de a&tomos expuestos en la
superficie disponibles para realizar las reacciones redox, reacciones fotoquimicas e
interacciones fisicoquimicas con las células. Es decir que, entre méas pequefias sean las
AgNPs son mas toxicas (Hou et al., 2017). Por otro lado, pueden ocasionar la disolucion
de los materiales y en consecuencia, liberar iones plata (Ag*), los cuales son altamente
toxicos (McShan et al., 2014). Las NPs en general tienden a formar aglomerados o
agregados. Los aglomerados se caracterizan por estar unidos por fuerzas relativamente
débiles de tipo van der Waals, electorstaticas o de tension superficial, en cambio, los
agregados son grupos de particulas fuertemente asociadas lo que hace dificil su
redispersion. Ambos factores influyen en la toxicidad debido a que las Nps agrupadas

tienen menor superficie de contacto (Lin et al., 2014).

Se ha comprobado que las formas de triangulo truncado son las mas toxicas y las esféricas
las menos toxicas. En cuanto a la carga de la superficie, las AgNp estabilizadas con
citrato con cargas negativas son menos toxicas que las estabilizadas con polietiletamina

ramificada con cargas superficiales positivas (Avalos et al., 2013).
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Por su tamafio nanométrico, los nanomateriales pueden penetrar facilmente a través de
los capilares e ingresar a los 6rganos de interés(Butler et al., 2015).La exposicion a las
AgNPs puede ser por contacto con la piel, administracion oral, inhalacion, a través de las
membranas mucosas y por via sanguinea(Wei et al., 2015). Estudios demuestran que tanto
la via de administracion como el tipo celular influyen dréasticamente en la citoxicidad de
las AgNPs(Butler et al., 2015).

No hay diferencia significante entre la letalidad en animales microscépicos completos
como los nematodos y la letalidad en cultivos celulares de mamiferos, o en lineas de
células cancerosas. La concentracion letal se encuentra entre 10°a 10%ug/ml de plata. En
cultivos de lineas celulares la mayoria de los trabajos reportan una DLigo cerca de 10!
ug/mlt(Vazquez-Mufioz et al., 2017). La mayoria de los estudios reportan una
concentracion inhibitoria de 102 a 102 pug/ml de plata y mas de 90% de inhibicion en las
concentraciones cercanas a 10! de plata, ademas que no hay diferencias en el nivel de

toxicidad respecto a la complejidad de los sistemas bioldgicos (Kang et al. 2011).

Las consecuencias bioldgicas de las interacciones entre las células y las NPs también
dependen del mecanismo de entrada y la distribucion intracelular de la NP. Las vias de
internalizacion de los materiales enlas células se clasifican tipicamente en aquellos
mediados por clatrina y caveolas, endocitosis, fagocitosis, macropinocitosis Yy
pinocitosis(ver Figura 1). Se ha descrito que el mecanismo de entrada y la distribucion
dependen del tamafio de la AgNPs (Brki¢ Ahmed et al., 2017).
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Figura 1. Mecanismos de entrada de las AgNPs a la célula.

Tomado de: Brki¢ Ahmed L. Mili¢ M, Pongrac IM, Marjanovi¢ AM, Mlinari¢ H, Pavi¢i¢
I, et al. Impact of surface functionalization on the uptake mechanism and toxicity effects of
silver nanoparticles in HepG2 cells. Food Chem Toxicol. 2017;107:349-61.

Las personas pueden exponerse a las AgNPs por contacto con la piel, administracion oral,
inhalaci6n, inyeccién intravenosa, etc. Una vez ingresadas al cuerpo humano, las AgNPs
pueden someterse a una serie de procesos tales como la unién y la reaccién con proteinas,

la fagocitosis, la deposicion, despeje y la translocacion (Avalos et al., 2015).

2.1.7 Mecanismo de toxicidad de las AgNPs

La generacion de Especies reactivas de Oxigeno (EROs) y el estrés oxidativo son los dos
mecanismos principales de toxicidad (ver figura 2.) (McShan et al., 2014). Cuando el
equilibrio entre las EROs y los sistemas de defensa antioxidantes del organismo se
rompen, se produce el denominado estrés oxidativo. Los mecanismos de defensa de las
células son las proteinas y enzimas con grupos tioles, por ejemplo, glutatién, tiorredoxina,
superoxido dismutasa (SOD) y peroxidasa de tiorredoxina. Todos ellos neutralizan el
estrés oxidativo de las EROs generado en gran medida por el metabolismo energético

mitocondrial (Avalos et al., 2013). Se cree que las AgNPs pueden disminuir los
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mecanismos de defensa antioxidante, a través de la reduccion de glutatiéon e inactivacion
de la SOD, lo cual promueve la peroxidacién lipidica y en consecuencia, la acumulaciéon
de EROs y el llamado estrés oxidativo, lo cual a su vez provocan una gran cantidad de
eventos fisiologicos y celulares incluyendo el estrés, perturbacién y destruccion de la
mitocondria, apoptosis (Hou et al., 2017), inflamacién (Avalos et al., 2013), aberraciones
cromosomales, arresto del ciclo celular en la fase G2/M, activacion de enzimas
catabolicas, ademas de la deformacion del citoesqueleto (Juarez-Moreno et al.,

2017)(Brki¢ Ahmed et al., 2017)(de Lima et al., 2012).

Citotoxicidad de las AgNPs y produccién de Especies Reactivas de Oxigeno (EROs).

Figura 2. Esquema que representa los mecanismos por los que las AgNP
inducen citotoxicidad. Tomado de: We1 L, Lu J, Xu H, Patel A, Chen ZS,
Chen G. Silver nanoparticles: synthesis, properties, and therapeutic
applications. Drug Discov Today. 2015;20(5):595-601.

Las mitocondrias son centros importantes de sefializaciéon durante la apoptosis, y la
pérdida de la integridad mitocondrial puede ser inducida o inhibida por muchos
reguladores apoptoticos (Guo et al., 2013). Las AgNPs actuan activando la via intrinseca
de apoptosis, ya que inducen la liberaci6n mitocondrial de citocromo c al citosol, ademas,
provocan la pérdida del potencial de membrana mitocondrial como resultado de la baja
regulacién de los niveles proteicos de Bcl-2 ademas de un incremento de los niveles

intracelulares de la proteina Bax. El citocromo c¢ liberado al citosol provoca la activacién
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de la caspasa 9 y la caspasa 3, lo que activa el proceso de apoptosis (Avalos et al., 2013).

También se ha observado que las AgNP inducen la liberacion de marcadores
proinflamatorios, principalmente el factor de necrosis tumoral alfa (TNFa), macrofagos
intravasculares pulmonares (MIPs), ademas del factor estimulante de colonias de
granulocitos (G-CSF) (Avalos et al., 2013). Se cree que la toxicidad de las AgNPs se debe
a la liberacion de iones Ag" en lugar de a las caracteristicas de las AgNPs per
se(Vazquez-Mufioz et al., 2017).

Algunos de los dafios al DNA consisten en rupturas de las cadenas de ADN, induccion
de micronucleos y aberraciones cromosomales(Avalos et al., 2015). De hecho, el dafio al
DNA incrementa en la inestabilidad genética, lo que se asocia con el desarrollo de cancer,
es por esta razon que la evaluacidn genotoxica es vital para asegurar la bioseguridad de

los nanomateriales (Avalos et al., 2015).

2.1.8 Efectos toxicos de la administracion de AgNP por via oral

La ingestion de particulas de plata en suspension estd asociada con una serie de
consecuencias perjudiciales, incluyendo ulceras intestinales y argiria. Los mecanismos
cinéticos de translocacion de las AgNPs tampoco estan claros, pero se ha demostrado que
el tejido linfoide del intestino (placas de Peyer) pueden captar las AgNPs intestinales,
ademas, la captacién también puede tener lugar transcelularmente a través de los
enterocitos o a través de vias paracelulares. Después de la ingestion es probable que las
AgNPs o los iones plata se trasladen desde el intestino al torrente sanguineo, por tanto,
pasen a la via sistémica y a partir de ahi causen sintomas como la argiria y dafio hepatico.
El 6rgano diana de las AgNPs es el higado(Wei et al., 2015), dentro del higado, se sugiere
que los macrofagos contenidos dentro del sistema reticuloendotelial son los principales
responsables de eliminar las AgNPs de la circulacion. Ademas, también se han observado

depdsitos de AgNPs en los rifiones, cerebro, pulmones y testiculos(Avalos et al., 2013).

2.1.9 Efectos de la administracion de AgNPs por via respiratoria

La principal via de entrada para las particulas ambientales es el sistema respiratorio. La
inhalacion de particulas ultrafinas esta asociada con efectos pulmonares y
cardiovasculares adversos. Después de la inhalacién de AgNPs se han observado

depdsitos en la cavidad nasal, en la region alveolar de los pulmones y en los ganglios
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linfaticos pulmonares. Estas NPs depositadas provocan una respuesta inflamatoria, ya que
la fagocitosis de las AgNPs puede conducir a la activacion de macrofagos alveolares y a
la liberacién de quimiocinas, citoquinas, especies reactivas de oxigeno (EROs) y otros
mediadores que originan como resultado una continua inflamacion. Las particulas
acumuladas en la region alveolar, se pueden eliminar a través de tres rutas importantes.
La primera, a traves del sistema mucociliar a lo largo del tracto traqueobronquial, la
segunda ruta a través del sistema linfatico y la tercera, a partir de la disolucion de las NPs
que tiene como consecuencia la incorporacion de estas NPs al torrente sanguineo. Esta
ultima pudiera ser la causa de la presencia de NPs en sangre después de una exposicion
por inhalacion de AgNPs, sugiriendo que la eliminacion de estas pueda ser también a
través de otro érgano o via de excrecion. Los Organos secundarios donde se han
encontrado depositos de AgNPs son principalmente el higado, y en menor medida en
rifiones, pancreas, corazon, bulbo olfatorio y cerebro. Es importante la presencia de plata
dentro del bulbo olfatorio y el cerebro, ya que esto sugiere que las AgNPs ademas de
distribuirse a través de la sangre, también se pueden distribuir a través del sistema

nervioso(Avalos et al., 2013).

2.1.10 Efecto de las AgNPs después administracion por via dérmica

Después de la exposicion de AgNPs en piel dafiada se han observado depoésitos de plata
dentro de la piel, lo que se conoce como argiria. Las NPs pueden ser fagocitadas por los
queratinocitos epidérmicos desencadenando una respuesta inflamatoria.  Ademas,
también se ha observado un aumento de enzimas hepaticas que sugiere que el higado ha
sido dafiado como consecuencia del tratamiento con AgNPs. Este hecho pone en
evidencia la disponibilidad de las AgNPs en la via sistematica después del contacto
dermal. Es probable que la exposicion de las AgNPs en la piel dafiada permita el acceso
a las NPs y a través de los capilares dermales a la circulacion sanguinea y asi ejerza su
toxicidad en sitios distales, ya que la estructura y la funcién del estrato corneo esta
comprometido. Ademas, también se reconoce que la permeabilidad de las NPs dentro de
la piel normal puede ser influida por su habilidad de acceder a capas mas profundas de la
piel a través de foliculos pilosos o conductos de sudor, donde la funcién barrera de la piel
esta alterada y es mas débil. Aunque todavia no hay nada evidenciado(Avalos et al.,
2013).

2.1.11 Efectos toxicos de las AgNPs por otras vias
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A bajas concentraciones, las AgNPs actian como factores anti-proliferativos/
vasoconstrictores que perjudicaron la produccion de 6xido nitrico (NO). Sin embargo, a
altas concentraciones, las AgNPs estimularon la proliferacion/ vaso relajacion mediada
por NO, lo que demuestra que los niveles de exposicion de las AgNPs juegan un papel

significativo en la toxicidad y puede tener otro impacto fisicoquimico (Lin et al., 2017).

Las AgNPs también pueden tener acceso al sistema reproductivo a través de una variedad
de productos comerciales como dispositivos anticonceptivos y productos de higiene
femenina. Existen muy pocos estudios sobre los efectos de las AgNPs en el tracto
reproductivo. Se cree que las AgNPs pueden acceder a los espermatozoides humanos y
podrian causar problemas en la fertilidad, sin embargo, se requiere una amplia
investigacion en la cinética de absorcion y distribucién asi como la progresion de la

toxicidad de las AgNPs expuestas a través de la via reproductiva(Avalos et al., 2013).

2.1.12 Efecto de las AgNPs en el medio ambiente

Cuando no son desechados correctamente, las propiedades inhibitorias inespecificas de
las AgNPs representan un riesgo biologico al medioambiente, particularmente para las

comunidades microbianas (Vazquez-Mufioz et al., 2017).

Una vez desechados en el medio ambiente, las AgNPs se dispersan de diferentes maneras,
lo que modifica sus propiedades y su transporte, destino y toxicidad. Cuando la plata se
desecha en la basura, termina en los rellenos sanitarios o bien incinerada. En este caso,
existe el riesgo de que la plata se filtre al subsuelo y contamine el agua subterranea. Si se
desecha plata en el agua, esta debe ser tratada para evitar que se disperse y contamine el
medio ambiente (Wei et al., 2015). Se ha documentado que las AgNPs presentes en el
agua de rios y lagos afectan los organismos acuéticos ya que inducen toxicidad hepatica,

endocrina y reproductiva en algas, crustaceos plancténicos y peces (Hou et al., 2017).

La transformacion de las AgNps en el medio ambiente es fuertemente influenciada por
las concentraciones de iones sulfuros, oxigeno disuelto, Cl, macromoléculas biologicas
como el ADN vy las proteinas, y otros compuestos organicos con gran afinidad ya sea con
los 4&tomos o con la plata ionica, y condiciones de luz(Wei et al., 2015). Entre los
compuestos mas efectivos para reducir las AgNPs por medio de la formacién de Agxs se

encuentran el SO4%, S%, CI, PO y el EDTA. Ademéas del oxigeno disuelto, las
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reacciones kinésicas y mecanismos dependen del pH, las condiciones de iluminacién y la
concentracion de sulfuro. La exposicién a la luz puede afectar la toxicidad de las
nanoparticulas (McShan et al., 2014).

Se ha demostrado que las nanoparticulas de plata (AgNP) tienen efectos antitumorales
con diversas lineas celulares y modelos murinos tan efectiva como la respuesta producida
por los farmacos antineoplasicos utilizados actualmente (Juarez-Moreno et al. 2017;
Broutet et al. 2011; Hanahan et al. 2011; Limaet al. 2012).Se ha observado que las AgNPs
suprimen la angiogénesis y el crecimiento tumoral(Juarez-Moreno et al., 2017)yse ha
evaluado su mecanismo de accion en lineas celulares de cancer de pulmén (A549), cancer
de mama (MCF-7), glioblastoma (U2510) y en fibroblastos pulmonares humanos (IMR-
90). Ademas, se han observado resultados positivos cuando se han incorporado AgNPs a
los tratamientos existentes contra el cancer. No Unicamente actlian pasivamente con las
celulas, sino que también activamente sirven como mediadores moleculares que regulan
las funciones celulares (Wei et al., 2015). Sin embargo, se ha descrito también que las
AgNPs tienen efectos citotoxicos y genotoxicos y que este efecto depende tanto de la
concentracion, como del periodo de exposicion. Es necesario realizar mas estudios in
vitro e in vivo que permitan determinar a qué concentracion este tipo de nanoparticulas

producen citotoxicidad y genotoxicidad.

Las AgNPs Argovit® sintetizadas por la Red Internacional de Bionanotecnologia con
impacto en Biomedicina, Alimentacion y Bioseguridad (CONACyT), han sido aprobadas
por instancias internacionales para su aplicacion como suplementos alimenticios,
cosmeéticos, veterinarios y dispositivos médicos de uso humano. Estas AgNPs no han
presentado citotoxicidad ni genotoxicidad en diferentes lineas celulares de cancer, por
ejemplo, cancer de mama MCF-7 y MDA-MB-231; cancer de colon DLD-1 y HT29;
cancer de pulmon, cancer cervicouterino HelLa y cancer de prostata (Juarez-Moreno et
al.,, 2017)y son excelentes bactericidas(Franci et al., 2015), fungicidas vy
antivirales(Vazquez-Mufioz et al., 2017). EstasAgNPstienen certificados internacionales

para su uso en veterinaria y cirugia humana(Juarez-Moreno et al., 2017).

Al lograr determinar si las AgNPs tienen un efecto positivo al reducir la proliferaion de
células tumorales HCT-15, inhibir el crecimiento de melanoma en un modelo murino, asi
como lisar trofozoitos de Entamoebahistolytica, ademas de determinar el grado de

citotoxicidad o genotoxicidad en caso de que este exista, brindarian bases cientificas que
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justifiguen realizar méas experimentos para determinar la farmacocinética vy
farmacodindmica de estas dos formulaciones en busqueda de alternativas de tratamiento
para el cancer y/o las enfermedades parasitarias. En México, ambas enfermedades son
de alta proliferacion y representan un grave problema de salud pablica. Los tumores son
la cuarta causa de muerte; mientras tanto, las enfermedades parasitarias afectan a los nifios
menores de un afio ya las personas con sistemas inmunol6gicos comprometidos, ademas

de tener una alta prevalencia en paises en vias de desarrollo.

CAPITULO III
3.1 METODOLOGIA

3.1.1 Nanoparticulas de plata (AgNPs)
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Ambas formulaciones de nanoparticulas de plata utilizadas en este trabajo fueron donadas
por el Dr. VasilyBurmistrov del Centro Cientifico y de Produccion Vector-Vita (Rusia).
Argovit ™ son AgNPs recubiertas de PVP altamente dispersos en agua con una
concentracion total de 200 mg / ml (20%). El contenido de plata metélica es de 12 mg /
mL estabilizado con 188 mg / mL de PVP. Se prepararon diluciones de AgNPs con agua

destilada y estéril y se mantuvieron a 4 ° C en la oscuridad.

BioArgovit® es son AgNPs recubierto de proteina hidrolizada sintetizado como se
describe en la patente RU2646105C1 “Método para la produccion de proteinato de plata”.
Esta formulacién es una suspension acuosa altamente dispersa con una concentracion
total de 200 mg / mL (20%). El contenido de plata metalica informado para esta
formulacién es 111,2 mM (12 mg / mL) estabilizado con 188 mg / mL de proteina

hidrolizada.

3.1.2 Caracterizacion de las AgNPs-PVP

Se utilizé la dispersion de luz dinamica (DLS) (Malvern Instruments Zetasizer Nano NS
modelo DTS 1060, A = 532nm) para determinar el didmetro hidrodinamico y el potencial
zeta. La caracterizacion de las propiedades Opticas se realizd con un espectrofotometro
UV-vis Cary 60 (Agilent Technologies) en el rango de 200 a 900 nm. La morfologia y la
distribucion del tamafio se determinaron mediante HR-TEM utilizando un microscopio
JEOL-JEM-2010. Ademas, los AgNP liofilizados se caracterizaron por FTIR-ATR en un
rango de 400 a 4000 cm-1 con una resolucién de 2 cm-1 en un accesorio de placa superior
ATR de diamante universal (Perkin Elmer). El espectro de la muestra se compard con el
de PVP solido estandar (MW 100 kD). El contenido de plata de Argovit® se determind
mediante ICP-OES (Varian Vista-MPX CCD simultanea ICP-EQS).

El estudio de melanoma murino consta de una primera fase in vitro y una segunda fase in
vivo. Primeramente, se determinara la ICso y la 1C100 mediante procedimiento estandar
para este fin y se evaluaran los mecanismos moleculares y génicos de los procesos de
muerte celular, la interaccion de las AgNP con el ciclo celular por medio de la medicidn

con citometro de flujo, medicion de citocinas, etc.

3.1.3 Ensayo de Melanoma -Fase in vitro

Cultivo celular
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B16-F10, células de melanoma cutaneo murino de ratones C57BL6 / J, se adquirieron de
ATCC® (ATCC® CRL-6475 ™) y se mantuvieron en medio DMEM con alto contenido
de glucosa (Sigma-Aldrich 51435C) suplementado con 10% (v / v) de suero fetal bovino
inactivado por calor (FBS, Biowest S1650) y 2 mM de L-glutamina (Sigma-Aldrich
G5792) a 37 ° C en una atmosfera humidificada con 5% de CO2. El subcultivo se realizo

cada 2 dias.

Actividad antiproliferativa de las AgNPs

Se sembraron células B16-F10 (1X105) en placas de 96 pocillos con 195 pul de medio
suplementado con alto contenido de glucosa DMEM (Sigma-Aldrich 51435C). Se realiz
un cribado primario para determinar los valores de Clso utilizando el kit MTTassay (kit
de ensayo de proliferacion celular Bio-Vision MTT n.° K299-1000) y un analisis Probit
después de 24 h de exposicion. Después de eso, se emple6 1C50 de AgNPs (4,2 pug / ml)
y cisplatino (2 pg / ml, CisPt) para determinar el comportamiento de crecimiento celular
alas 6, 12, 18 y 24 h. La cinética de proliferacion se determindé mediante citometria de
flujo en un equipo AttuneNxT. La viabilidad celular se determind usando el kit de
trazador celular Vybrant ™ CFDA-SE y yoduro de propidio (PI) (Thermo Fisher

Scientific VV12883) siguiendo el protocolo del proveedor.

La determinacion de la via de muerte celular por apoptosis y necrosis se determind con
el kit Alexa Fluor® 488 Annexin V / Dead Cell Apoptosis (Thermo Fisher Scientific
V13241). La generacion de ROS se analizé mediante el kit de ensayo de deteccion de
ROS celular DCFDA (Abcam 139476) y con el indicador de superéxido mitocondrial

rojo MitoSOX ™ para la obtencion de imagenes de células vivas (Invitrogen M36008).

3.1.4 Ensayo de Melanoma - Fase in vivo

Modelo de melanoma murino

Compramos setenta ratones machos C57BL / 6JNHsd de 8-10 semanas de edad de
Envigo, México. Los ratones se dividieron y asignaron aleatoriamente a jaulas de
policarbonato en 6 grupos de 10 ratones cada uno y dos grupos mas de 5 ratones cada
uno. Los Ultimos grupos se utilizaron como controles no tratados para ensayos
hematoldgicos y de genotoxicidad. Los ratones se mantuvieron a 25 ° C, 60% de

humedad, ciclo de luz-oscuridad de 12/12 horas y se alimentaron a libitum. El protocolo
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experimental fue aprobado el 19 de junio de 2018 por el Comité de Etica de la Facultad
de Ciencias de la Salud de la Universidad Auténoma de Baja California, México con
namero de expediente 001/2018.

La induccion del melanoma en ratones C57BL / 6JNHsd se realizo segun lo recomendado
por los NIH de EE. UU. (Overwijk y Restifo 2001). Primero, se recolectaron células B16-
F10 en la fase de crecimiento logaritmico para inyeccion; Después de garantizar la
viabilidad con azul tripan (> 90%), la concentracion de células se ajusté a 1X10° células
/ ml en solucion salina equilibrada de Hank helada (HBSS, Biowest L0606).

Se inocularon ratones de 20 g de peso mediante la administracion subcutanea de 100 pl
de suspension celular (1 x 10° células / raton). La aparicion de una "ampolla” indica la
correcta administracion subcutanea. Después de la administracion de las células, los
ratones se colocaron en la jaula correspondiente. Los tumores se hicieron palpables en 12

dias, en este punto se iniciaron los ensayos antitumorales.

A los ratones con tumores palpables (10 por grupo), se les administré subcutaneamente
cada tercer dia durante 21 dias con la dosis correspondiente de cada tratamiento de la
siguiente manera: Grupo 1: Control negativo (agua inyectable); Grupo 2: Control positivo
(CisPt 2 mg / kg); Grupo 3: control de vehiculo (PVP 12 mg / kg); Grupo 4: AgNPs 3 mg
/ kg; Grupo 5: AgNPs 6 mg / kg y Grupo 6: AgNPs 12 mg / kg. El grupo 7 y el grupo 8
son ratones sanos inyectados con agua o PVP, respectivamente (n = 5 cada uno),
utilizados como control negativo para los parametros hematoldgicos y genotoxicidad.

Todas las dosis de AgNPs se calcularon segun el contenido de plata metalica. Se
prepararon diluciones con agua inyectable a partir de una solucién stock de Argovit® con
12mg /mL de plata metalica para obtener las soluciones de trabajo en las concentraciones
finales 24, 12 y 6ug /mL, luego se administraron 100uL a cada ratén segin esquema de
administracion. Las dosis se eligieron debido a experiencias previas con modelos murinos
(Borrego et al., 2016). Los ratones se examinaron diariamente y los tumores se midieron
todos los dias de administracion con un calibre deslizante. ElI volumen tumoral se
determino con la formula de Attia Weiss. Ademas, se registraron caracteristicas generales

(actividad, apariencia del cabello y cualquier cambio aparente).
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Después de 21 dias de la administracion, se detuvo el tratamiento y se observé a los
animales durante 7 dias mas. Después de eso, fueron anestesiados con ketamina y

sacrificados mediante puncidn cardiaca para recolectar muestras de sangre.

Determinacién de toxicidad

Se tomaron muestras de sangre de los animales antes de que murieran (grupos
experimentales 1, 2, 3 y 5) o se sacrificaran (grupos 4, 6 y 7). Se hicieron dos frotis en
portaobjetos de microscopio limpios. Los frotis se secaron al aire, se fijaron en etanol
absoluto durante 10 minutos y se tifieron con naranja de acridina (nimero CAS 10127023;

Sigma-Aldrich). Todos los portaobjetos se codificaron antes del analisis microscopico.

Los micronucleos de cada muestra se puntuaron manualmente utilizando un microscopio
binocular (Carl Zeiss, Axiostar Plus) con un filtro fluorescente (IVFL, 450 - 490 nm). Se
evalué el numero de eritrocitos micronucleados (MNE) en 10,000 eritrocitos totales y los

eritrocitos policromaticos (PCE) en 1000 eritrocitos totales.

3.1.5 Analisis estadistico para el esnayo de Melanoma

Los datos de viabilidad, apoptosis, necrosis, generacion de ROS y volumen tumoral se
analizaron con un ANOVA bidireccional (P <0,05) seguido de una prueba post hoc de
Tuckey (P <0,05) (GraphPadPrism). Para los datos de porcentaje de supervivencia
relativa, se utilizd una estadistica de chi-cuadrado de Mantel-Haenszel (P <0,05)
(GraphPadPrism).

3.1.6 Estudio de AgNPs con cubierta proteica (BioArgovit)
Reactivos

Se utilizaran medios de cultivo celular como RPMI-1640, DMEMy EMEM, y EDTA),
1% L-glutamina, bicarbonato de sodio, insulina recombinante humana y kit de analisis de
toxicologia in vitro (TOX1) el cual se adquirieren en Sigma-Aldrich (St. Louis, Missouri,
USA). Suero bovino fetal (FBS) se obtendra Géminis Bio productos (West Sacramento,
California, USA). 2°, 7° - Dichlorofluorescindiacetato (DCFDA) kit de deteccion ROS
analisis celular (ab113851) adquirida por la Abcam (Reino Unido). Los componentes para

preparar fosfato buffer salino (PBS; 137 mM cloruro de sodio (NaCl), cloruro de potasio
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2,7 mM, 10 mM fosfato de sodio dibasico y 1,8 mM fosfato monopotasico fosfato pH
7.0) seran adquiridos de J.T. Baker (Centro Valle, Pennsylvania, USA).

Caracterizacion de AgNPs con cubierta proteica

Para caracterizar el lote utilizado en este trabajo se utilizaron técnicas espectroscopicas
convencionales, el didmetro hidrodindmico y la potencial zeta se determinaron mediante
dispersion dindmica de luz (DLS) (Malvern Instruments Zetasizer Nano NS modelo DTS
1060, A = 532nm). Las propiedades Opticas se determinaron con un espectrofotdémetro
Cary 60 UV-Vis (Agilent Technologies) en el rango de 200 a 900 nm. La morfologia y la
distribucion del tamafio se determinaron mediante HR-TEM utilizando un microscopio
JEOL-JEM-2010. Se empleo un sistema de analisis térmico SDT Q600 para realizar el
analisis termogravimétrico (TGA) y la calorimetria diferencial de barrido (DSC) bajo

atmosfera de argon de 30 a 750 °C a una velocidad de 10 ° C min™.

Todas las diluciones de AgNP preparadas en este trabajo se realizaron con agua destilada
y estéril. Se consideré el contenido de plata obtenido del anlisis TGA para obtener las
soluciones de trabajo. Las soluciones preparadas se mantuvieron a 4 °C en la oscuridad

durante no mas de 72 h; pasado ese tiempo, se prepararon nuevas diluciones.

3.1.7 Evaluacion del efecto antitumoral de BioArgovit in vivo

Los animales se mantendran en condiciones estériles y con alimentacion y agua at libitum.
Los animales seran sacrificados humanitariamente en camara de CO». Se realizard una
curva de sobrevivencia, evaluacion del diametro, volumen y peso tumoral, anélisis
histopatolégico del tejido tumoral y adyacente. Se evaluara también la regresion tumoral.
Se obtendra una muestra de sangre de los ratones para hacer un analisis de parametros

seroldgicos y evaluar funcionalidad hepatica y renal.

Evaluaciones de seguridad genotoxica e histopatologias

Se realizaran evaluaciones histopatoldgicas de las masas tumorales, tejido sano, higado,

rifidn y bazo. Ademas, se determinara la acumulacion de plata en higados, rifiones y bazos
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por absorcion atomica. La genotoxicidad en modelos murinos se basara en el analisis de
eritrocitos mediante el proceso de eritropoyesis de médula dsea de raton en mediciones
sucesivas de sangre periférica. Se determinaran diferentes biomarcadores de citotoxicidad
y genotoxicidad, como microndcleos en eritrocitos policromatofilos y en eritrocitos
maduros. Esto permite determinar el nivel de dafio genotdxico inducido por farmacos

comerciales y el nuevo agente basado en nanomaterial.

Analisis de los resultados

Se utilizara el programa ImageJ desarrollado por el Instituto Nacional de Ciencia (NIH,
por sus siglas en ingles). Este programa se utiliza para clasificar el dafio al DNA en leve,
moderado, alto y severo. Se realizaran estudios histopatolégicos de higado, bazo, rifién,
pulmén y tejido neoplésico en busca de sitios diana en donde se almacenen las AgNPs.
Dichas muestras de tefiiran con Hematoxilina-eosina utilizando un procedimiento

estandar.

Los resultados seran analizados utilizando el programa estadistico SPSS version 21. Se
realizaran analisis de varianza seguido de la prueba de Tukey de multiple comparacion
mediante el programa GraphPadPrism version 6.0c. Los resultados se consideraran

estadisticamente significativos cuando P<0.05.

Actividad antitumoral in vitro

Las células de adenocarcinoma colorrectal humano HCT-15 (tipo C de Duke) se
adquirieron de la American Type Culture Collection (ATCC® CCL-225 ™), Las células
se mantuvieron en RPMI-1640 con medio L-Glutamina (Biowest L0500) suplementado
con 10% (v/v) de Suero Fetal Bovino inactivado por calor (FBS, BiowestS1650, México)
y antibiotico-antimicotico al 0.01% (Estreptomicina y penicilina G, Biowest L0010) a 37

° C en atmosfera humidificada con 5% de CO.. El subcultivo se realiz6 todos los dias.

Las células HCT-15 se sembraron en una placa de cultivo de 96 pocillos; cada pocillo
contiene 1 x 10* células, 190 pl de medio RPMI-1640 suplementado fresco y 10 pl de las
diferentes concentraciones de AgNP evaluadas, a saber, 0,6, 6, 60 y 600 pug/ml. La

viabilidad celular se determind mediante tincion vital con azul tripan con un contador
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celular automatico. Una vez que se determino la concentracion semiinhibitoria (Clsp), esta
concentracion, la mitad y el doble se utiliz6 para evaluar la capacidad de los AgNP para
aumentar la concentracion de especies reactivas de oxigeno (ROS) dentro de la célula y
en las mitocondrias y para identificar la apoptosis o0 necrosis inducida por la via de muerte
celular. Se utilizé carboplatino (190 uM; 70,53 pg/ml) (Kitada et al., 2008) como control
positivo, mientras que se emplearon células HCT-15 sin tratamiento como control

negativo.

La cuantificacion de ROS dentro de las células se realizé con DCFDA / H2DCFDA -
Cellular ROS Assay Kit (Abcam ab113851, MA, EE. UU.). Se utiliz6 el indicador de
super6xido mitocondrial rojo MitoSOX ™ para un kit de imagenes de células vivas
(Invitrogen M36008, OR, EE. UU.) Para cuantificar la concentracion de aniones de
radicales superdxidos dentro de las mitocondrias. Se utilizo el kit de apoptosis de células
muertas con Annexin V Alexa Fluor 488 ™ y yoduro de propidio (Invitrogen V13241,
OR, EE. UU.) Para identificar los procesos de apoptosis / necrosis. Todas las
determinaciones se realizaron siguiendo las instrucciones de los proveedores del kit en

un equipo de citometria de flujo AttuneNxT.

3.1.8 Actividad amebicida de BioArgovit in vitro

Los trofozoitos de Entamoebahistolytica se cultivaron axénicamente en medio TY1-S33
suplementado con 10% (v/v) de suero bovino adulto (ABS) inactivado por calor, 5% (v/v)
de vitaminas Diamond y 1% (v/v) de antibi6tico. Los trofozoitos se sembraron con una
densidad de 6x103 trofozoitos por pocillo en una placa de cultivo de 96 pocillos y se
trataron con diferentes concentraciones de AgNP, se incubaron a 37° C y 5% de CO. La
concentracion final de AgNPs utilizada: 3, 6 y 12 pg/mL. Los parasitos no tratados y el
metronidazol (Mtz=7 uM; 0,82 pg/mL) fueron control negativo y positivo,
respectivamente. La viabilidad se determind mediante la prueba de exclusion con azul
tripan utilizando una cdmara de Neubauer bajo un microscopio éptico después de 72 horas
de incubacion a 37°C y 5% de COz en condiciones anaerdbicas. Se realizaron tres

experimentos independientes por triplicado.

3.1.9 Evaluacién toxicologica de BioArgovit

Cultivos celulares primarios y viabilidad
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Se aislaron cultivos primarios de higado, bazo, médula dsea y cerebro de ratones Balb/c
sanos. Brevemente, los 6rganos obtenidos se perfundieron con solucidn salina fisiologica
y posteriormente se lavaron con la misma solucion. Los cultivos de células primarias se
sembraron en placas Petri con medio RPMI 1640 suplementado con 10% (v/v) de suero
fetal bovino (FBS) inactivado por calor y se incubaron a 37 °C con 70% de humedad
relativa y 5% de COx.

El efecto citotoxico de los AgNP en cultivos de células primarias de ratones BALB/c
sanos se realizd exponiendo las células aisladas a diferentes concentraciones de esta
formulacion de AgNP. Se expusieron 5 x 10 células sembradas en una placa de cultivo
de 96 pocillos a AgNP a una concentracion final de 0,012, 0,12, 1,2 y 12 pg/ml de plata
metalica. Las células no tratadas se utilizaron como control negativo. Todos los cultivos
se incubaron con el estimulo correspondiente a 37 ° C y CO2 al 5% durante 24 horas. Las
células se contaron con un microscopio Optico utilizando una cdmara Neubauer vy el
colorante de exclusion vital azul tripan. Se realizaron tres experimentos independientes

por triplicado.

Frecuencia de micronucleos en linfocitos de sangre periférica

El ensayo de micronucleos de bloqueo de citocinesis (CBMN) se utiliz6 como lo describe
Fenech (Fenech et al., 2000) para cuantificar la frecuencia de micronucleos en linfocitos
de un donante sano (hombre, 38 afios). Las concentraciones finales de AgNP utilizadas
en este ensayo fueron 0.012, 0.12, 1.2 y 12 pg/ mL. En resumen, se mezclaron 0,5 ml de
sangre periférica heparinizada con 6,3 ml de medio modificado HEPES RPMI-1640
(Sigma R5886, MO, EE. UU.). Este ultimo previamente suplementado con 1% de L-
glutamina (Sigma G6392, MO, EE. UU.), 1% de aminoéacidos no esenciales (Sigma
M7145, MO, EE. UU.) Y 0,2 mL de fitohemaglutinina 1 mg / mL (Sigma L2646, MO,
EE. UU.), EE. UU). Después de 44 horas de incubacion a 37 ° C, se agregaron 21 pL de
2 mg / mL de citocalasina B (Sigma C6762, MO; EE. UU.) A la mezcla para bloquear la
citocinesis celular. Los cultivos se incubaron durante otras 28 horas y luego se
recolectaron mediante centrifugacion, se fijaron con metanol (Sigma-Aldrich 34860, St.
Louis, MO; EE. UU.) -Acido acético (Sigma-Aldrich ARK2183, MO; EE. UU.) Y se
colocaron en una solucion portaobjetos para tincion posterior con eosina b (Sigma 2853,
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MO; EE. UU.) y azul de metileno (Sigma 03978, MO; EE. UU.). Las células se contaron
en un microscopio de campo de luz (Primo Star Zeiss) con una lente de objetivo de 100x.
Se calcularon el indice de proliferacion por bloqueo de citocinesis (CBPI) y el indice de
replicacion (RI) contando 1000 células, incluidas células mononucleares (MONON),
binucleadas (BN), trinucleadas y tetranucleadas (MULTIN) de acuerdo con 1 y 2,

respectivamente.

(#células MONON ) + (2 * #células BN) + (3 * #células MULTIN )

CBPI = Numero total de células

(D)

_ [(# células BN) + (2 * # células MULTIN)] / (# Total de Células )

RI =
[(# células BN) + (2 * # células MULTIN)]¢ / (# Total de células ).

2
Donde T = Cultivos con tratamiento de AgNP y C = cultivo control.

El porcentaje de citoestasis se define como lo muestra la formula 3:

[CBPI]; — 1

0, [ s = - DIl 1.
% Citoestasis = 100 — 100 * ([CBPI]C —1

El indice de division nuclear fue determinada para propositos comparativos de acuerdo a

la formula 4:

(#célulasMONON ) + (2 * #célulasBN) + (3 * #célulasTRIN) + (4 * #cél TETRAN)

NDI = # Total células

-(4)

El efecto genotéxico de cada tratamiento se evaludé determinando la frecuencia de
microntcleos (MN), los brotes nucleares (NBUD) y los puentes de cromatina (NPB) en
1000 células binucleadas (BN) con citoplasma bien conservado. Se utiliz6 el mismo

namero de células para cuantificar la apoptosis y la necrosis.

3.1.10 Estudios de toxicidad de BioArgovit in vivo

La dosis letal de AgNP se determind en ratones Balb/c siguiendo la Directriz 420 de la
OCDE para el ensayo de toxicidad oral aguda (ODCE, 2002). El Comité de Etica de la
Universidad Autonoma de Baja California aprobd el protocolo experimental (001/2018),
México. Se llevo a cabo un estudio de observacion para seleccionar la dosis inicial
adecuada. A una rata Balb/c se le administrd 0,4 ml de la solucion concentrada de AgNPs
(4,8 mg de plata metalica) y se mantuvo en observacién durante 14 dias. Se registraron
cuidadosamente los cambios en los signos clinicos de los ratones como la apariencia de
la piel y el pelaje, los ojos, las membranas, la conducta, el patron respiratorio, la presencia
de nauseas, vomitos, diarrea, temblores, convulsiones, salivacion, letargo, suefio, comay
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muerte. Dado que no se observaron signos de toxicidad despues de la administracion de
0,4 ml de AgNP, se realizo la prueba de limite con seis ratones BALB/c hembra. Se
asignaron ratones de ocho semanas y un peso promedio de 22 g a jaulas de policarbonato
mantenidas a 25 ° C, 60% de humedad, ciclo de luz-oscuridad de 12/12 horas. A los
ratones se les administro 0,4 ml de AgNP cada dos h para un total de 12 administraciones
en un periodo de 24 h. La cantidad final de plata metélica administrada a las 24 h fue de
57,6 mg, correspondiente a 2618 mg de plata metalica/kg de peso corporal. Los ratones
administrados se mantuvieron en un periodo de observacion de 14 dias. Comida y agua
estaban disponibles a voluntad. Ademas, se controlaron los niveles de glucosa de todos
los animales, extrayendo una gota de sangre de la cola durante el experimento de prueba

de limite.

Después de completar el periodo de observacion, se utilizé Ketamina (100 mg kg de peso
corporal, Ketamin-Pet, Aranda Laboratories, Querétaro, México) y Xylazine
(ProcinEquus, Pisa, Hidalgo, México) para anestesiar ratones, que posteriormente fueron
desangrados por puncion cardiaca. Se recogi6 sangre y se centrifugo (Heraeus Fresco 21,
ThermoScientific) a 2500 rpm durante 10 min para separar el suero. El higado, rifidn,
bazo, pulmon, intestino, corazon y cerebro se extrajeron y se colocaron en formaldehido

al 10% para evaluacion histopatoldgica.

Estudios histopatoldgicos

La evaluacion histopatolégica se realizé segun las recomendaciones de la Guia 420 de la
OCDE (OCDE, 2002). Los tejidos se procesaron mediante técnicas histolégicas de rutina.
Se cortaron secciones de 3-5 pum y se tifieron con hematoxilina y eosina (H&E) para
evaluacion histopatologica. La lesion tisular se examind microscopicamente en busca de

evidencia de dafio celular e inflamacién.

Analisis estadistico de BioArgovit

La viabilidad, apoptosis, necrosis y generacion de ROS se analizaron con un ANOVA de
dos vias (P <0,05) seguido de una prueba post hoc de Tuckey (P <0,05). Los micronucleos

y otras anomalias nucleares encajan bien con el modelo de Poisson. Por tanto, para
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garantizar la homocedasticidad entre los grupos experimentales, se realizd una

transformacion de raiz cuadrada segun férmulas:

X=.,/(x+05)

X =estimador de la variable transformada, X = variable original, nimero de anomalias
contadas. Se realiz6 una prueba de Kruskal-Wallis con la prueba de comparacion
multiple post hoc de Tukey. * indica diferencias significativas (p < 0.05) en
comparacion con el control negativo. Todos los datos se analizaron utilizando
GraphPadPrism 8.

CAPITULO 1V
4.1 Resultados

4.1.1 Resultados de ensayos con AgNPs-PVP (Argovit™)
Caracterizacion de nanoparticulas de plata

Se realiz6 la caracterizacion completa de la muestra proporcionada por el Prof.
Burmistrov. Las AgNPs son principalmente esféricos con un tamafio promedio de 35 +
15 nm segin lo determinado por HR-TEM. EI didmetro hidrodindmico (didmetro
resumido de nanoparticulas de plata metalica y recubrimiento de PVVP) determinado por
DLS fue de 70 nm y el potencial { de -15 mV. El andlisis UV-vis mostr6 un pico de
absorcion a 420 nm que corresponde a la resonancia de la superficie del plasmon. El
contenido de plata de la solucién concentrada fue de 12 mg / ml, determinado por ICP-
EOS.

El espectro ATR-FTIR muestra picos correspondientes a la vibracion de hidroxilo del
agua no unida (v OH) a 3406 cm™, estiramiento del carbonilo a 1650 cm™ (v C = 0),

estiramiento del nitrégeno en el anillo a 1269 cm™ simétrico (vs CH) y asimétrico (vasCH)
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que se extienden a 2948 y 2915 cm'!, respectivamente. La plata metélica determinada por
ICP-OES es 12 mg / ml (% en peso).

Viabilidad celular, apoptosis, necrosis y cuantificacion de especies reactivas de
oxigeno

En este trabajo se evaluo la viabilidad celular, la induccion de apoptosis o necrosis y los
cambios en la generacion de ROS en las células de melanoma murino B16-F10 después
de la exposicion a IC50 de AgNP (4,2 ug / ml) o CisPt (2,0 ug/ ml) alas 6, 12, 18 y 24h.,
Los principales cambios en la viabilidad celular se observaron en las primeras 6 h
posteriores a la administracion de los agentes, CisPt o AgNPs. Posteriormente, el efecto
se mantuvo hasta el dltimo registro a las 24 h (Figura 3).
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Figura3. Viabilidad, apoptosis y necrosis determinadas en cultivos de células B16-F10
tratados con AgNP o CisPt. Las determinaciones se realizaron a las 6, 12, 18 y 24 h en
cultivos de células de melanoma tratadas con las concentraciones de AgNPs o CisPt
indicadas en la grafica. Viabilidad (lineas azules), apoptosis (lineas negras) y necrosis
(lineas rojas). * Indica una diferencia estadisticamente significativa P <0.05 para los datos
de apoptosis, @indica una diferencia estadisticamente significativa P <0.05 para los datos

de necrosis.

A partir del registro de viabilidad celular, ambos agentes AgNPs y CisPt presentan el

mismo efecto antiproliferativo (53,95 £+ 1,88 y 53,62 + 1,04, respectivamente), pero las
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vias de muerte celular inducidas son bastante diferentes. Después de 6 h de exposicion,
se observo 45,97 + 1,88% de apoptosis en células tratadas con AgNP, dos veces mas que
las células apoptéticas encontradas cuando se expusieron a CisPt (22,31 + 1,72%, Figura
1). Por otro lado, el tratamiento con AgNPs produce menos del 0,1% de necrosis, mientras
que para CisPt fue del 24,06 + 1,09%. Para CisPt, ambas vias de muerte celular se
indujeron practicamente a la misma velocidad (Figura 3). EI comportamiento encontrado
después de 6 h de exposicion se mantuvo hasta la determinacion final hecha a las 24 h de

exposicion.

La generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) mas significativa se encontr6
después de la exposicion de 6 h a CisPt o AgNPs (Figura 4) y muestra una relacion inversa
con la viabilidad celular. Las células tratadas con CisPt alcanzaron la produccion maxima
de ROS después de 6 h de exposicion (20,27 £ 1,09%), mientras que la mayor produccién
de ROS inducida por AgNPs se observé a las 12 h (19,50 * 0,35%).
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Figura4. Produccion de especies reactivas de oxigeno en células de melanoma tratadas
con IC50 de AgNP o CisPt. La cuantificacion de la produccion de ROS en cultivos de
células B16-F10 tratados con la IC50 de AgNP o CisPt se realizé mediante citometria de
flujo y marcadores fluorescentes. EI ROS total se determiné con DCFDA (lineas

purpuras) y superoxido mitocondrial con MitoSOX (lineas negras). * indica una
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diferencia estadisticamente significativa P <0,05 comparando los datos de generacion de

ROS totales con los datos de superéxido mitocondrial

La produccion de superdxido mitocondrial tiene el mismo comportamiento en el tiempo
que el descrito para ROS total y corresponde a dos tercios de la cantidad total de ROS
observada con 31.02 + 0.45% para AgNPs y 28.38 + 2.52% para CisPt. La diferencia mas
importante entre los tratamientos es que, CisPt induce una generacion de ROS sostenida
después de 6 hy hasta 24 h, mientras que se observé una disminucion en la generacion de
ROS después de 12 h de exposicion cuando las celulas de melanoma se trataron con AgNP
(Figura 4).

Actividad antitumoral

Tanto el volumen tumoral, asi como los signos de enfermedad se observaron durante todo
el experimento después de la administracién del tratamiento descrita en la seccién
experimental. El volumen del tumor aumentd en todos los ratones con o sin tratamiento.
Los ratones con tumores tratados con AgNPs no dejaron de comer o beber durante todo
el experimento. Los ratones con el tumor, pero no tratados, asi como los tratados con

CisPt o PVP, presentaron letargo y pérdida de apetito.

Los ratones inyectados con agua desarrollaron tumores de alrededor de 1500 mm?® y
murieron 7 dias después de que el tumor se hizo palpable. EI volumen tumoral en
animales tratados con PVP o CisPt presentd un volumen tumoral similar (alrededor de
1500 mm3) a los 9 dias del inicio del tratamiento (dia 21 en la Figura 5). Por otro lado,
los ratones tratados con dosis de AgNPs de 3, 6 y 12 mg/kg presentan un volumen tumoral
en el rango de 722-837 mm?3, lo que representa una inhibicion del crecimiento tumoral
del 50-60% provocada por los tratamientos con AgNPs en comparacion con PVP mm®),
CisPt (1.704 mm?®) o agua (1.500 mm?®). Es importante recordar que todos los ratones

inyectados con agua murieron en el séptimo dia de tratamiento (Figura 5).

Para el undécimo dia de tratamiento (dia 23 en la figura 3), mientras que la tasa de
crecimiento tumoral en animales tratados con cualquiera de las tres dosis de AgNPs
aumenta de manera bastante similar (volumen tumoral en el rango de 837-1.142 mm?3),

los animales tratados con CisPtoPVP mostraron tumores con un volumen de 3.500 y
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9.500 mm?, respectivamente. Estos valores representan una reduccion del crecimiento
tumoral provocada por la administracion de AgNPs del 72% en comparacion con CisPt y
del 90% en comparacion con PVP.

Para el undécimo dia de tratamiento (dia 23 en la figura 5), mientras que la tasa de
crecimiento tumoral en animales tratados con cualquiera de las tres dosis de AgNP
aumenta de manera bastante similar (volumen tumoral en el rango de 837-1.142 mm?),
los animales tratados con CisPtoPVP mostraron tumores con un volumen de 3.500 y
9.500 mm?, respectivamente. Estos valores representan una reduccion del crecimiento
tumoral provocada por la administracion de AgNP del 72% en comparacion con CisPt y
del 90% en comparacion con PVP.
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Figura5. A) Volumen medio del tumor de melanoma en funcion del tiempo (dias). Se
utilizaron ratones tratados con agua inyectable como controles negativos (agua), 2 mg/kg
de cisplatino (CisPt), 12 mg/kg de PVP (PVP) y 3, 6 0 12 mg/kg de AgNP como se indica
en la figura. Las células de melanoma se inocularon por via subcuténea al inicio del
experimento (flecha negra), los tratamientos comienzan cuando los tumores eran de 100
mm? (flecha azul). El tratamiento finaliza a los 21 dias (flecha roja). La determinacion
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del volumen tumoral se detuvo cuando todos los ratones del grupo murieron (flechas
verdes). 7 dias después del final de los tratamientos (flecha amarilla), los ratones
supervivientes fueron sacrificados. * indica una diferencia estadisticamente significativa
P <0.05 comparando grupos con el grupo tratado con agua, ® indica una diferencia
estadisticamente significativa P <0.05 comparando grupos con el grupo tratado con CisPt,
dindica una diferencia estadisticamente significativa P <0.05 comparando entre dosis de
AgNPs. B) Iméagenes que muestran raton sin melanoma (a), cuando el tumor alcanzé los
100 mm® y el volumen del tumor alcanzado en los ratones con el tratamiento
correspondiente (c-h). Los ultimos ratones que murieron marcados con flechas verdes en
la parte A de la figura: ¢) agua, d) CisPt, e) PVP, g) 6 mg/kg, y los ratones supervivientes
sacrificados a los 38 dias: f) AgNPs 3 mg/kg, y h) 12 mg/kg.

Las dosis evaluadas de AgNP no mostraron diferencias entre ellas en cuanto al
crecimiento tumoral hasta el dia 19 de tratamiento, que también fue el Gltimo dia de
tratamiento. Sin embargo, en los Ultimos siete dias del experimento (dia 32 a 38 en la
Figura 5), se observaron diferencias marcadas. EI ultimo raton superviviente del grupo
tratado con 6 mg/kg murid 2 dias después del final del tratamiento (dia 33 en la Figura
5), mientras que en el grupo de ratones tratados con 3 y 12 mg/kg de AgNPs, sobrevivio
un ratén de cada grupo los 7 dias del periodo de observacion.

Los ratones supervivientes de los grupos experimentales tratados con 3 y 12 mg/kg de
AgNPs muestran volimenes tumorales al final del periodo de observacion de 18.000 y
11.000 mm?, respectivamente (en el dia 38 de la Figura 5). Asi, parece que una dosis de
12 mg/kg de AgNPs inhibio el crecimiento tumoral en casi un 50% en comparacion con
el tratamiento de 3 mg/kg (Figura 5), lo que sugiere fuertemente un comportamiento

dependiente de la dosis.

La Figura 6 muestra esquematicamente la tasa de supervivencia relativa de los ratones
tratados con los diferentes agentes. El dia 11 de tratamiento (dia 23 en la Figura 6) se
registrd la muerte del Gltimo ratén del grupo tratado con CisPt, mientras que el 50% de
los ratones tratados con 12 mg/kg de AgNPs siguen vivos. Al final del esquema de
tratamiento (dia 33 en la figura 5), la esperanza de vida de los sobrevivientes tratados con
AgNPs aument6 en 12, 8 y 6 dias en comparacion con los inyectados con agua,

CisPtoPVP, respectivamente (Figura 5). Al final del experimento, los ratones tratados con
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3 0 12 mg/kg de AgNP sobrevivieron 19, 15 y 13 dias méas que los tratados con agua,
CisPt o PVP, respectivamente. Esto representa una esperanza de vida en ratones tratados
con AgNP casi 4 veces mayor en comparacién con los inyectados con agua, y méas del
doble en comparacion con los ratones tratados con 2 mg/fkg de CisPt (Figura 6). Segln
nuestro conocimiento, esta es la primera vez que se observan esos efectos con un

tratamiento con AgNP en un modelo de melanoma in vivo.
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Figura6. Grafico de Kaplan-Meier que muestra la tasa de supervivencia relativa de los
ratones tratados con AgNPs o CisPt. Se utilizaron ratones sin melanoma y sin tratamiento
como controles negativos (ratones sanos, tasa de supervivencia del 100%). Ratones con
melanoma e inyectados con agua (agua), 2 mg / kg de cisplatino (CisPt), 12 mg/kg de
PVP (PVP) y 3, 6 0 12 mg/kg de AgNP se identifican en la parte inferior de la figura. * y
@ indican una diferencia estadisticamente significativa P <0.05 comparando los grupos

tratados con AgNPs con los grupos tratados con agua y CisPt, respectivamente.

Parametros hematoldgicos

Para completar el perfil de los animales supervivientes al esquema de tratamiento (ratones
de los grupos tratados con 3 y 12 mg/Kg), se compararon sus parametros hematoldgicos
con los observados en ratones sanos inyectados con agua o PVP (grupos control negativo,

n =5 para cada grupo).
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En términos generales, los pardmetros de los individuos tratados con AgNPs se
encontraban dentro de los rangos considerados normales para estos ratones (Otto et
al.2016), con excepcién del hematocrito (HCT) y la hemoglobina (HGT), donde se
observo una importante disminucion para ambos 3 y 12 mg/kg de AgNP. Ademas, se
observé un aumento de glébulos blancos y linfocitos, pero solo en el raton tratado con la
dosis de AgNP de 3 mg/kg (Figura 7).
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Figura7. Pardmetros hematol6gicos en los animales supervivientes al final del estudio.
Se determinaron hematocrito (HCT), hemoglobina (HGB), eosindfilos (EOS), volumen
corpuscular medio (MCV), concentracién de hemoglobina corpuscular media (MCHC),
gldébulos blancos (WBC), linfocitos (LY MPH), monocitos (MONO) en ratones tratados
con AgNP vy ratones sin melanoma inyectados con agua o PVP. HCT, HGB, WBC y
LYMPH estaban fuera del rango reportado como normal (recuadros azules) y aquellos

fuera de los rangos normales en ratones tratados con AgNPs (circulos rojos).

Genotoxicidad
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Finalmente, se realiz6 la cuantificacion de micronlcleos en eritrocitos policromaticos

(MNE) en 10,000 del total de eritrocitos, que indican dafio genotoxico y el conteo de
eritrocitos policromaticos (PCE) en 1000 eritrocitos totales, que indican mielosupresién

(efecto citotoxico).

Muestras de sangre de cola de ratones sanos, ratones supervivientes de los tratamientos
con AgNPs de 3 y 12 mg/kg y del altimo superviviente de los otros grupos de tratamiento
(controles no tratados con melanoma y ratones con melanoma inyectados con PVVP, CisPt
y AgNPs 6 mg/kg, respectivamente) se utilizaron para identificar los efectos genotdxicos

y citotdxicos de los tratamientos.

Los resultados muestran que los ratones con melanoma presentan practicamente el mismo
recuento de MNE que en ratones sanos, ambos dentro del rango de 6-14 MNE informado
para esta cepa, (Aeschbacher 1986) marcado con lineas rojas en la Figura 6. CisPt produce
un mayor nimero de MNE con un recuento de 23 MNE. Curiosamente, la dosis de 6
mg/kg de AgNP genera un recuento de MNE maés alto que el limite superior informado.
PVP produce 14 MNE, mientras que dosis de AgNP de 3y 12 mg / kg producen 4 y 8

MNE, respectivamente.
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Figura 8. Efectos citotoxicos y genotdxicos cuantificados en eritrocitos policromaticos
de muestras de sangre circulante. A) Promedio de eritrocitos policromaticos
micronucleados (MNE) puntuados en 10.000 eritrocitos totales, B) Eritrocitos
policrométicos (PCE) en 1.000 eritrocitos y C) imagenes representativas de eritrocitos
policromaticos puntuados. Ratones sanos (control negativo), ratones no tratados (control
de melanoma), ratones con melanoma y tratados con CisPt, PVP y las dosis indicadas de
AgNPs. Las lineas rojas indican el rango de micronucleos normal informado para ratones
C57BLS6.

Por otro lado, se desprende de la figura 8 que el recuento de PCE en el ratdon con
melanoma es sustancialmente mas bajo que el encontrado en el sano. Para CisPt se
encontrd un pequefio incremento respecto al control positivo, mientras que se observé un
comportamiento dosis-dependiente para las dosis de AgNP, pero ninguno de ellos
comparable al efecto observado para PVP, que practicamente revierte la mielosupresion
promovida por el melanoma y alcanza niveles de PCE como los encontrados en los

ratones sanos.

4.1.2 Resultados de la caracterizacion de nanoparticulas de plata BioArgovit

Se utilizaron técnicas espectroscopicas para caracterizar completamente el lote de AgNPs
utilizado en este trabajo. La Figura 9a muestra que los AgNP son principalmente
esféricos, con un tamafio promedio de 33,38 = 5,66 nm segun lo determinado por HR-
TEM. Los resultados de DSC-TGA (Figura 9b) muestran una pérdida de masa del 80,48%
a 116 ° C correspondiente al agua en la formulacion, a 423 ° C comienza la
descomposicion de los agentes de recubrimiento terminando a 470 ° C (18,11%), y la
masa restante corresponde a plata metalizada (1,41%). Estos resultados concuerdan con
los datos del fabricante, 18,8% del agente de recubrimiento y 1,2% de plata metalica. El
analisis UV-vis mostré la resonancia de la superficie del plasmén a 409 nm (Figura 9c).
El didmetro hidrodindmico, que resume el diametro de la nanoparticula de plata metélica
y el recubrimiento de proteina hidrolizada, determinado por DLS es de 165,5 + 105 nm
(Figura 9d) y el potencial { de 2,34 = 4,72 mV (Figura 9e).
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Actividad antitumoral in vitro en HCT-15

Se evalud la actividad antiproliferativain vitro en la linea celular de tumor de colon
humano HCT-15 exponiendo el cultivo celular a la formulacion de AgNPs durante 24 h.
El rango de concentracion evaluado fue de 0.6 a 600 pg/mL, obteniendo una
concentracion semiinhibitoria (1Cso) de 2.13 pg/mL (Figura 10a). En nuestras condiciones
experimentales, el valor de Clso informado para carboplatino (70,53 pg / ml) (Kitada et
al., 2008) produce una disminucion de la viabilidad celular del 42,2%. Una vez
determinada la Clso para los AgNP, se realizaron mas experimentos para cuantificar la
sobreproduccién de ROS, la apoptosis y la necrosis con la Clsp, la mitad y el doble de
esta concentracion (Figuras 10b-10e). Independientemente de la concentracion de AgNPs
utilizada, la sobreproduccion de ROS se acerca al 80% de los eventos positivos en todos
los casos (Figura 10b), mostrando una diferencia estadistica significativa (p < 0,001) en
comparacion con el control negativo. Casi dos tercios de los ROS cuantificados son
aniones radicales superéxido dentro de las mitocondrias, como se muestra en la Figura
2c. Parece que la sobreproduccion de ROS dentro de las mitocondrias deberia
desencadenar la via intrinseca de la apoptosis, generando un 40% de eventos de apoptosis
positivos con la mitad de la Clso y un 70% cuando la Clso 0 el doble de esta concentracion
se administraron a las células tumorales. No se observé evidencia de necrosis con ninguna

de las concentraciones evaluadas (Figura 10c).
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Figure 9. Caracterizacion fisicoquimica de nanoparticulas de plata BioArgovit. a)

Imagenes HR-TEM que muestran la morfologia de las nanoparticulas de plata (el inserto

corresponde al histograma de distribucion de tamafio); b) el analisis termogravimétrico

de la formulacién (TGA / DCS), c) resonancia de plasmdn superficial por UV-Vis; d)

didmetro hidrodinamico determinado por DLS, ye) potencial zeta.
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Figure 10.Actividad antiproliferativa de AgNP en el adenocarcinoma humano HCT-15.
La viabilidad celular (a) se determiné utilizando 0,6, 6, 60 y 600 pug / ml de AgNP. b)
apoptosis, c¢) necrosis, d) sobreproduccion de ROS dentro de la célula, ye)
sobreproduccién de ROS dentro de las mitocondrias se determiné utilizando la mitad de
ICso, ICso y el doble de ICso. El * representa una diferencia significativa (p < 0,001) en
comparacion con el control negativo, ** representa una diferencia significativa (p <

0,001) en comparacion con el carboplatino.

Actividad amebicida

La viabilidad de los trofozoitos de Entamoebahistolytica expuestos a AgNP muestra un
comportamiento dependiente de la concentraciéon. Dado que se evalu6 la concentracion
mas baja, se observo un efecto de inhibicion del crecimiento (viabilidad del 74%). La

concentracion semiinhibitoria (Clso) para esta formulacion de AgNPs en E. histolyticaes
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de 7,47 pg/ml. La internalizacion de AgNP en el trofozoito se pudo observar usando un
microscopio de campo brillante. La internalizacion parece exhibir un comportamiento
dependiente de la concentracion. Algunas de las nanoparticulas se vieron
inequivocamente dentro del citoplasma del trofozoito, lo que confirma la internalizacién
cuando las nanoparticulas se movieron como lo hizo el trofozoito. Los cambios
morfologicos en los trofozoitos en comparacion con el control negativo, es decir, aumento
de redondez y tamarfio, fueron evidentes a medida que aumentaba la concentracion de
AgNP (Figura 11). Los cambios morfoldgicos son bastante similares a los observados en
los trofozoitos expuestos a compuestos que provocan la sobreproduccion de ROS
(Toledano-Magana et al. 2017; Toledano-Magafia et al., 2014; Hernandez-Ayala et al.,
2020).
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Figurall. La actividad amebicida de los AgNP contra los trofozoitos de
Entamoebahistolytica. La viabilidad del trofozoito de E. histolytica expuesta a diferentes
concentraciones de AgNP (3, 6 y 12 pg/ml de plata metalica) y metronidazol (0,82 g /
ml) se muestra en el panel de la izquierda. El panel de la derecha muestra las micrografias
de los trofozoitos A) sin tratar y expuestos a B) 3 ug / mL; C) 6 ug / mL, y D) 12 pg/mL
de plata metélica contenida en AgNPs. El * representa una diferencia significativa (p <

0.05) en comparacion con el control negativo.

Viabilidad celular en cultivos primarios de ratones

Se han identificado varios 6rganos como érganos diana después de administrar varias
formulaciones de AgNP, como el cerebro, el higado, el rifion y el bazo (Pang et al., 2016;
Recordati et al., 2016). Por lo tanto, evaluamos la viabilidad de cultivos primarios de

ratones de los oOrganos mencionados anteriormente expuestos a diferentes
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concentraciones de la formulaciéon de AgNP estudiada en este trabajo. El rango de
concentracion usado en este ensayo, 0.012 a 12 pg/mL, incluye los valores de CIS0

encontrados en los ensayos in vitro de actividad antitumoral y amebicida.

La Figura 12 muestra la viabilidad celular de cultivos primarios expuestos durante 24
horas a diferentes concentraciones de AgNP. No hay evidencia de efecto de inhibiciéon
del crecimiento provocado por la exposicion a AgNP a ninguna de las concentraciones
evaluadas en comparacion con el control negativo. Las concentraciones bajas de AgNP
(0.012 y 0.12 pg/mL) promueven el crecimiento de los cultivos de bazo, pero no se

encontraron diferencias estadisticamente significativas con el control negativo.
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Figural2. Efecto de los AgNP sobre la viabilidad celular de cultivos primarios
seleccionados. Los cultivos primarios de cerebro, rifién, higado y bazo obtenidos de
ratones Balb / ¢ se expusieron a 0,012, 0,12, 1,2 y 12 pg/ ml durante 24 horas. Para cada

tipo de célula, se utilizo el cultivo primario sin tratamiento como control negativo.

Ensayo de microniicleos por bloqueo de la citokinesis (CBMN)
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Para completar el comportamiento citotdxico in vitro de esta formulacion de AgNP,
realizamos el ensayo de microndcleos de bloqueo de citocinesis (CBMN) con linfocitos
de sangre periférica humana (HPBL). Este ensayo no solo nos permite determinar el
potencial dafio genotdxico sino registrar biomarcadores citotoxicos como la capacidad de
proliferacion de las células, apoptosis y necrosis. Las HPBL se expusieron al mismo

intervalo de concentracion que el utilizado en cultivos primarios de ratones, 0,012 a 12

pg/ml.

La formulacion de AgNPs utilizada en este trabajo no resulta ni citotoxica ni genotoxica
para HPBL en el rango de concentracion evaluado. No se observaron cambios en el indice
de division nuclear (NDI), indice de replicacion (RI), citostasis y apoptosis por exposicion
a AgNP en comparacion con el control negativo (Figuras 13a-d). Hay un aumento del
10% en la necrosis en comparacién con el control, pero la diferencia no fue
estadisticamente significativa (Figura 13e). Ninguna de las concentraciones evaluadas
genera una frecuencia de micronucleos superior a la observada para el control negativo
(Figura 13f). La frecuencia de brotes nucleares (NBUD) y puentes nucleoplasmaticos
(NPB) es casi el doble en linfocitos expuestos a 1,2 y 12 pg/ml de AgNP (Figuras 13g-h)
en comparacion con el control negativo. A pesar de eso, un analisis de Kruskal-Wallis no
mostrd diferencias estadisticamente significativas entre el grupo de control y las

concentraciones de AgNP evaluadas.

Es fundamental mencionar que el rango de concentracion de AgNPs utilizado para
evaluar el dafio citotdéxico y genotdxico en linfocitos incluye los valores de IC50
encontrados en los ensayos de actividad antiproliferativa contra lineas celulares tumorales
humanas (2,13 pg/ml) y trofozoitos de E. histolytica (7,47 ug/ml). Por tanto, las
concentraciones que inhiben eficazmente la proliferacion de células tumorales de colon
humano y trofozoitos de E. histolytica no son ni citotdxicas ni genotoxicas para HBPL in

vitro.
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(NBUD) y h) puentes nucleoplasmaticos (NPB). EI * representa diferencias significativas

(p <£0.05) en comparacion con el control negativo.

Estudios in vivo

La dosis letal de AgNPs determinada en ratones BALB/c segun la Directriz 420 de
Ensayo de Toxicidad Oral Aguda de la OCDE muestra la baja toxicidad de esta
formulacién, ya que todos los ratones a los que se les administré 2618 mg de plata
metélica por kg de peso corporal en un periodo de 24 horas sobreviven al periodo de
observacion de 14 dias. La dosis antes mencionada, 2618 mg de plata metalica/kg, coloca
a esta formulaciéon en la Categoria 5 de acuerdo con la Clasificacion Globalmente
Armonizada (GHS,2019). Después de 14,4 mg de plata metélica (6 h) en los ratones, el
letargo y el encorvamiento fueron observado. Un ratdn presentd secrecion ocular bilateral
tras la quinta administracion. Se observo diarrea en todos los ratones después de la
administracion de 24 mg de plata metalica (14 h). Se observd cabello alborotado y
deshidratacion después de 43,2 mg de plata metalica (18 h). Estas condiciones se
mantuvieron hasta el final de la prueba limite, es decir, la administracién de 57,6 mg de
plata metalica por raton (24 h). Sin embargo, como se menciono anteriormente, todos los
ratones sobrevivieron al proceso de administracion y al periodo de observacion de 14

dias.

Al final del periodo de observacién, se cuantificaron los niveles de glucosa (GLU),
fosfatasa alcalina (ALP), aspartato aminotransferasa (AST) y alanina aminotransferasa
(ALT) en la sangre extraida por puncion cardiaca. La Tabla 3 recopila los cuatro valores
de biomarcadores encontrados en ratones a los que se les administrd6 AgNP. A excepcion
de AST, que presenta un aumento significativo en su concentracion, los otros
biomarcadores se encontraban dentro del rango reportado para ratones BALB/c en

comparacion con el grupo control.
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Tabla 3. Marcadores bioguimicos de ratones expuestos a AgNPs durante la prueba

limite.
Valores obtenidos Valores de referencia
durante la prueba limite
Analito | Unidades | Media Desv. N Media Bajo Alto N
Estandar

ALP u/L 305 229 5 187 108 367 138
ALT u/L 127 193 5 63 40 170 121
AST u/L 552 630 5 154 67 381 130
Glucosa mg/dL 136 18 5 193 85 281 132

Fosfatasa alcalina (ALP), aspartato aminotransferasa (AST), Alanina aminotransferasa (ALT) y
concentraciones de Glucosa (Glu) se cuantificaron y compararon con los valores de referencia de ratones

BALB/c.

Resultados histopatol6gicos

El andlisis histoldgico de 6rganos de ratones expuestos a AgNP durante la prueba limite

confirma la baja toxicidad ejercida por los AgNP. En general, no se encontraron

diferencias significativas entre los ratones del grupo de control y los que recibieron

AgNP. Sin embargo, el dafio difuso observado en los diferentes tejidos analizados se

recopil6 en la Tabla 4. Se observaron pequefios parches sangrantes en los pulmones y

necrosis tubular difusa en esteatosis renal y hepatica (Figura 14a-c). El bazo de estos

animales también exhibe signos difusos de congestion y dos tercios de los ratones

presentan hematopoyesis; sin embargo, la ultima condicién es tipica en esta especie

(Figura 14d). Dos tercios del cerebro de este animal presentan signos tempranos de

isquemia; sélo un tercio presenta congestion capilar en el intestino y el tejido cardiaco

analizado no presenta dafio.
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Table 4. Andlisis histopatoldgico de rifidn, higado, pulmdn, bazo, cerebro, intestino y corazén
deratones BALB/c expuestos a AgNPs.

Tejido Hallazgos histopatoldgicos Incidencia

Rifdon Tubular necrosis data 6/6

Higado Microvesicularsteatosis and capillarycongestion 6/6

Pulmén Small bleedingpatches 6/6

Bazo Capillarycongestion and hematopoiesis 6/6 y 416, respectivamente
Cerebro Earlysignsorischemia 4/6

Intestino Capillarycongestion 2/6

Corazon Near normal 6/6
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Figure 14. Andlisis de patologia pulmonar, renal, hepética y esplénica de ratones expuestos

a AgNP a partir de la determinacién de dosis letales. a) pequefias manchas sangrantes
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(circulo rojo) y luz bronquiolar (flecha negra) que se encuentran en el pulmon; b) células
sin nucleo que indiquen necrosis encontradas en los tubulos renales (asterisco); c)
evidencia de microvesicularsteatosis en el higado, y d) tejido del bazo que exhibe leves

signos de congestion.
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CAPITULO YV

5.1 Discusion

La versatilidad de los AgNP en el campo biomédico se ha demostrado y discutido en
varias revisiones recientes (Ullah et al., 2018; Sanchez-L6pez et al., 2020; Krishnan et
al., 2020; Zieli "nska et al., 2020). Su actividad antimicrobiana, antiviral, antiparasitaria
y antiproliferativa se basa en propiedades fisicoquimicas como el tamafio, la carga
superficial y el agente de recubrimiento (Recordati et al., 2016; Yan et al., 2016;
Nallanthighal etal., 2017; Wu et al., 2019; Akter et al., 2018). El uso de PVP como agente
de recubrimiento de AgNP reduce los efectos citotoxicos y genotoxicos observados en
otras formulaciones de tamafio similar, pero sin recubrimiento o estabilizadas con citrato
(Ivask et al., 2015; Vecchio et al., 2014; Ahlberg et al., 2014; Foldbjerg et al., 2009;
Foldbjerg et al., 2009).Uno de los mecanismos sugeridos para la respuesta bioldgica
provocada por los AgNP es ROS sobreproduccion (Yan et al., 2016; Akter et al., 2018;
Li et al., 2017; Kim et al., 2013; Mao et al., 2016; Joardan et al.,2020) asociada con la
liberacion de iones de plata en formulaciones inestables o la nanoparticula completa
(Ivask et al., 2015; Ruiz-Ruiz et al., 2020). La sobreproduccion de ROS se puede utilizar
para eliminar o reducir el crecimiento susceptible a cultivos de desequilibrios redox como
tumores y parasitos (Nowak-Sliwinska et al., 2019; Kirtonia et al., 2021; Bogdanchikova
etal., 2016).

Durante las ultimas décadas, las nanoparticulas metalicas (Laprise-Pelletier, Siméo y
Fortin 2018; Nufiez, Estévez y del Pilar Chantada 2018; Sivakumar et al. 2018) y
particularmente los AgNP (Y. Li et al. 2018) han mostrado una potencial para inhibir la
proliferacion de células tumorales. Se ha publicado que la toxicidad de los AgNPs podria
estar relacionada con la liberacion de iones Ag® (Verano-Braga et al.2014; Piao et
al.2011; Austin et al.2011) o con las nanoparticulas completas (Piao et al.2011; Austin et
al.2011) que inducen la generacion de ROS, modificando el potencial transmembrana de

las mitocondrias y, a su vez, desencadenan la activacion de varias vias de muerte celular.

Las propiedades fisicoquimicas de los AgNP como tamario, recubrimiento y contenido
metalico se han relacionado con su efecto citotoxico en células de mamiferos (Franchi et
al. 2015; Kim y Ryu 2013; Shi, Sun y He 2018). En las lineas celulares humanas, el

tamario de los AgNP desempefia un papel clave en los efectos sobre la viabilidad, la
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integridad de la membrana y la generacion de ROS (Kim y Ryu 2013; Foldbjerg et al.
2009; Carlson et al. 2008; D. Guo et al. 2013). Especificamente, un tamafio méas pequefio
de AgNP induce una mayor citotoxicidad (Liu et al. 2010; Avalos et al. 2016; Wang et
al. 2010; Joksi¢ et al. 2016). Por otro lado, los agentes de recubrimiento proporcionan
diferentes grados de estabilidad que influyen directamente en los efectos citotoxicos y

genotoxicos (Barttomiejczyk et al. 2013; Ivask et al. 2015; Vecchio et al. 2014).

El efecto de la formulacion de AgNPs estudiada en este trabajo en células de melanoma
murino B16-F10 con una CI50 de 4.2pg/mL después de 24 h de exposicion, es bastante
similar al encontrado para lineas de células tumorales humanas de cérvix (HelLa), mama
(MDA- MB-231 y MCF-7), préstata (DU-145), colorrectal (DLD-1 y HT-29) y pulmoén
(H-1299 y H-1437). Para todos ellos, los valores de CI50 encontrados estuvieron dentro
del rango de concentracion de 1,82 a 3,43 pg / mL tras el mismo tiempo de exposicion.
Como se encontré para B16-F10 en este trabajo, en todo tipo de células tumorales
evaluadas, la principal via de muerte celular inducida es la apoptosis y la viabilidad
celular mostr6 una relacion inversa con la sobreproduccion de ROS. En el valor de CI50
determinado para cada célula tumoral, no se encontraron dafios en el ADN de acuerdo
con los ensayos de cometa realizados (Juarez-Moreno et al.2017).

Curiosamente, de acuerdo con la cinética de proliferacion, los principales cambios
provocados por los AgNP en las células B16-F10 no se produjeron a las 24 h, sino solo
después de 6 h de exposicion (Figura 1). Después de este tiempo de exposicién, la
viabilidad celular y la sobreproduccion de ROS han mostrado una relacion inversa (Figura
2); ademas, la apoptosis alcanzé sus niveles mas altos sin evidencia de necrosis (Figura
1), por lo que los AgNPs necesitan solo 6h para provocar el dafio celular que conduce al
melanoma. células mueren por apoptosis (Figuras 1y 2).

A pesar de gue tanto los agentes AgNPs como CisPt, producen efectos similares en las
células de melanoma con respecto a la viabilidad celular y la sobreproduccion de ROS,
la consecuencia final es bastante diferente. Mientras que el primero induce solo la
apoptosis como la principal via de muerte celular, el segundo induce practicamente la

misma cantidad de apoptosis y necrosis.
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En condiciones in vitro, el aducto CisPt-ADN se puede formar después de 1 a 3 h en
células sanguineas y tejido tumoral de pacientes con cancer (Fichtinger-Schepman et al.
1990). Por lo tanto, la rapida obtencién del aducto CisPt-ADN, disminucion de glutation
(GSH) (Alemon-Medina et al.2011) y la produccion de ROS en la mitocondria que, a su
vez, colapsa la produccion de energia (Choi et al.2015) podrian ser factores
independientes o concomitantes que contribuyan a la presencia de 40 veces mas necrosis

después de la administracion de CisPt en comparacion con la exposicion a AgNP.

Aunque el mecanismo molecular de citotoxicidad provocado por esta formulacion de
AgNPs aln no se ha aclarado por completo, estos resultados representan una ventaja
importante para los AgNP en comparacion con CisPt porque los restos celulares
necroticos promueven una respuesta proinflamatoria que se asocia con dafio tisular,
procesos que no se observan con la induccion de muerte celular programada (X. Guo et
al. 2012).

Ademas, la actividad antitumoral observada en ratones tratados con CisPt es
completamente diferente de la observada con tratamientos con AgNPs. Los animales
tratados con CisPt murieron el dia 11 después del inicio del tratamiento. Durante este
tiempo, muestran letargo y pérdida de apetito. Esta sintomatologia podria estar
relacionada con el dafio rapido e incontrolable que se produce a nivel celular, que podria
ser promovido por la sobreproduccién de ROS en las mitocondrias y la alteracién de la
estructura del ADN que finalmente desencadena la necrosis como principal via de muerte

celular.

A diferencia del tratamiento con CisPt, los tratamientos con AgNPs lograron un tiempo
de supervivencia notable con las tres concentraciones ensayadas. Al menos un ratén de
los grupos tratados con 3, 6 0 12 mg/kg de AgNPs alcanz6 el dia 21 del tratamiento, lo
que representa casi una cuadriplicacion de la vida atil en comparacion con los ratones

inyectados con agua y el doble en comparacién con los tratados con CisPt.

Hasta donde sabemos, solo hay dos articulos que analizan el efecto de los AgNP en un
modelo murino de melanoma in vivo. En el primer trabajo (Lin et al. 2014), se realiz6 un
estudio de 17 dias utilizando wortmanina, AgNPs o la combinacion de ambos. Se utilizd

la administracién diaria durante 5 dias comenzando con un rango de volumen tumoral de

60



50-100 mm?3. Los animales se sacrificaron ocho dias después del final del tratamiento (13

dias de observacion).

Este esquema de tratamiento es bastante diferente al recomendado por los NIH, pero es
importante sefialar que los autores del trabajo se centraron en la modulacion de la
autofagia para potenciar el efecto antiproliferativo de los AgNP contra las células
cancerosas (Lin et al. 2014). En general, Lin y sus colegas encontraron una inhibicion del
crecimiento tumoral mucho menor que la que encontramos en la misma ventana de tiempo

(trece dias después de comenzar el tratamiento).

El mayor volumen tumoral que encuentran en sus controles el dia 13 después del inicio
del tratamiento es de aproximadamente 1200 mm?, los tratados con sus AgNP tienen un
volumen tumoral cercano a 500 mm? y la combinacion de AgNP con wortmanina
alrededor de 300 mm?®. En este trabajo, encontramos que, el dia 13 después de iniciado el
tratamiento, los ratones inyectados con agua y CisPt ya murieron, mientras que el ratén
superviviente del grupo inyectado con PVP tiene un volumen tumoral de 9500 mm?y
todos los ratones tratados con AgNP presentan volimenes tumorales entre 800 y 1150
mm? (Figura 5). Desafortunadamente, estos datos no son concluyentes debido a que las
diferencias en el volumen tumoral inicial, frecuencia de dosificacion, dias de tratamiento,
dias de seguimiento y un contenido de plata desconocido de los AgNP utilizados por ellos
no nos permiten hacer una comparacion directa con los resultados encontrados en este

trabajo.

El segundo articulo (Kang et al. 2011) es bastante diferente porque se centra en la
capacidad angiogénica de los AgNP. Informan que las células de melanoma B16-F10
expuestas a AgNPs y luego inyectadas intradérmicamente en ratones C57BL6, indujeron
angiogénesis en el area cercana al tumor y aumentaron la concentracion de hemoglobina
dentro del tumor. Las nanoparticulas més pequefias (2 nm, Tabla 1) provocaron la
vascularizacion alrededor del tumor tumor en el modelo de melanoma y el efecto
angiogénico aumenta si las células se expusieron previamente a los AgNP. El efecto
angiogénico provocado por dosis bajas de AgNP podria promover el crecimiento del
tumor, pero esto se revierte cuando aumenta la dosis o el tamafio de la nanoparticula
(Kang et al. 2011).
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Por otro lado, los AgNPs con mayor tamario (53 nm, Tabla 1) inducen autofagia en células
de melanoma con concentraciones altas o inducen la supervivencia celular con
concentraciones mas bajas. Estos trabajos, incluido el nuestro, son ejemplos del gran
impacto que tiene el tamafo de nanoparticulas con el mismo agente estabilizador en el
melanoma murino, lamentablemente no se puede decir lo mismo de la concentracién de
plata presente en cada estudio por la falta de informacién (Tabla 1). Las principales
similitudes y diferencias entre la caracterizacion de las AgNPs publicados anteriormente
y los AgNPs utilizados en este trabajo en un modelo de melanoma in vivo se muestran en
la Tabla 2.

Tabla2: Propiedades fisicoquimicas de AgNPs empleadas in vivo en modelos de
melanoma murino.

Propiedades Lin(Linetal.,, Kang(Kang Este trabajo

2014) et al.,

2011)

Tamariio de AgNPs (nm) 58.8+1.7 2.3 3515
Agente protector PVP PVP PVP
Potential Z (mV) -12.9+1.1 -0.28 -15
Contenido de plata metalica (%) ND* ND* 1.2
Diametro del tumor inicial (mm) 4-6 NA' 10
Dosis utilizada plata metdlica 1.5 1,5 and 10 3,6and 12
(mg/Kg)
Dias de administracion del 5 NA' 21
tratamiento
Frecuencia de dosis 24h NA' 48h
Dias sin tratameinto antes del 8 NA' 7
sacrificio

" ND: No determinado. " NA: No aplica.

Un resultado muy importante de este trabajo es que a la dosis mas alta de AgNPs ensayada
(12mg/Kg) el crecimiento tumoral parece inhibirse, ya que el volumen tumoral
permanece constante durante todo el periodo observacional (siete dias), es decir, desde el
Del 31 al 38 del experimento (Figura 5).

Esta respuesta debe estar necesariamente relacionada con el comportamiento dosis-
dependiente observado en el recuento de EPC, que podria interpretarse como un menor
efecto de mielosupresion a medida que aumentan las dosis de AgNPs. Ademas, esto es
consistente con el comportamiento general de los ratones tratados con AgNPs, que

continuaron activos y alimentandose, a pesar del tamafio del tumor. Contrario al
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comportamiento observado en ratones tratados con CisPt, y los del grupo de control
negativo (Figura 8). Estos resultados sugieren un efecto protector dependiente de la dosis

provocado por los tratamientos con AgNPs (Figura 8).

De la figura 8 se desprende claramente que la PVP proporciona una mayor proteccion
contra el efecto mielosupresor. Sin embargo, solo la combinacién de PVP y plata metélica
para obtener la formulacion de AgNPs posee tanto el efecto protector contra la

mielosupresion como la actividad antitumoral.

Ademas, no se observé ningun efecto genotoxico en los tratamientos con AgNP de 3y
12 mg/kg, ambos con un recuento de MNE por debajo del limite superior del rango
informado para este raton (Aeschbacher 1986), marcado en la Figura 6 con lineas rojas.
Los ratones del grupo de control positivo (con melanoma y sin tratamiento) mostraron un
recuento de MNE dentro del rango marcado, asi como los ratones tratados con PVP. En
este sentido, dado que se ha informado que los roedores son mas sensibles que los
humanos al dafio genotédxico inducido por AgNP (de Lima, Seabra y Duran 2012), se
esperaria un dafio muy bajo causado por la administracion de la formulacion de AgNPs

estudiada aqui en humanos.

Por el contrario, las muestras del Gltimo raton del grupo tratado con CisPt mostraron casi
el doble de MNE. Eso podria estar asociado con la induccién de necrosis y el tiempo de
supervivencia limitado observado en ratones tratados con este compuesto. Se sabe que
los farmacos a base de platino, entre ellos CisPt, son genotdxicos. Este hecho esta
relacionado con la aparicién de nuevos tumores y la farmacorresistencia, lo que significa
que, incluso cuando el tratamiento con CisPt es eficaz contra un tumor, existe un riesgo

oncogenico por su efecto genotoxico (Sanderson, Ferguson y Denny 1996).

En cuanto al comportamiento observado para los ratones tratados con 6 mg/kg de AgNP,
estos experimentos no aportan suficientes argumentos para explicar la muerte del Gltimo
raton cinco dias antes que los demas animales supervivientes tratados con 3 y 12 mg/kg
de AgNP respectivamente (Figura 6). Pero, como en el caso de CisPt, la mayor cantidad
de MNE en comparacion con los valores basales podria estar asociada con la muerte de

ese raton. Deben realizarse mas experimentos para aclarar este punto.
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Los ratones de supervivencia presentan parametros hematologicos bastante similares a
los encontrados en ratones sanos (Otto et al.2016), pero el aumento observado en WBC
y LYMPH con la dosis mas baja de AgNPs (3 mg/kg) es consistente con la activacion de
células del sistema inmunoldgico por baja concentracion de AgNPs (Castro-Gamboa et
al.2019). Por otro lado, los niveles méas bajos de hemoglobina (HGB) y hematocrito
(HCT) en ratones de supervivencia tratados con 3 y 12 mg/kg de AgNP, se pueden

interpretar como anemia.

Se ha informado que la plata coloidal nanométrica estabilizada con PVP puede inducir la
disminucion de HCT y HGB (Shumakova et al. 2015), y otros AgNP promovieron la
formacion de trombos venosos por agregacion plaquetaria (Jun et al. 2011). Sin embargo,
en este caso, la disminucién observada en HCT y HGC podria atribuirse al desarrollo del
melanoma en si. Como se muestra en la seccion de resultados, los ratones con melanoma,
pero sin tratamiento mostraron una disminucion importante en el recuento de PCE. Por
lo tanto, los bajos niveles de HCT y HGB podrian ser el resultado de un dafio acumulativo

debido al progreso de la enfermedad y no a un efecto toxico del AgNP administrado.

Con el fin de evitar al maximo la anemia en estudios posteriores, se propone una
suplementacion sistémica de hierro. Se ha informado que esto podria ser mas eficaz que
una dieta doble de hierro (Seril et al. 2005). Ademas, se sabe que la deficiencia de otros
elementos como el cobre o el selenio podria estar involucrada en el proceso de anemia
(Matak et al. 2013; Kaushal et al. 2011), pero esto esta fuera del alcance de este trabajo,

y un analisis posterior debe hacerse para identificar la causa y prevenir la anemia.

Por tanto, este trabajo presenta un estudio sistematico para evaluar el efecto antitumoral
de los AgNP en el melanoma en condiciones estandarizadas, siguiendo las
recomendaciones del NIH y proporcionando la caracterizacién completa de los AgNP,
especificamente la concentracién y dosis del componente activo, plata metéalica. En
consecuencia, la induccion de la apoptosis, la actividad antitumoral, el aumento de la vida
atil, la ausencia de genotoxicidad en las muestras de sangre y el efecto protector
observado contra la mielosupresion provocada por el melanoma en ratones que han estado
expuestos durante 21 dias a AgNP, es una sonda irrefutable de la mas alta
biocompatibilidad de estos AgNP en comparacién con CisPt. Todos estos resultados

sugieren que los posibles efectos adversos provocados por estos AgNP en humanos
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podrian ser menores que los efectos ya conocidos promovidos por CisPt. Esto enfatiza el
potencial de los AgNP como una alternativa para el tratamiento del cancer e insta a que

sus estudios preclinicos sean completos.

En este trabajo, también se ha caracterizado completamente una nueva formulacion de
AgNPs recubiertos de proteina denominada BioArgovit®. Los AgNP estudiados aqui
presentan una forma esférica con un didmetro promedio de 33,38 + 5,66 nm obtenido por
TEM y 165,5 £ 105 nm determinado por DLS. El contenido de plata y proteina
hidrolizada es 1,4% y 18,1% del peso total de la formulacion, respectivamente. La
resonancia de plasman se encontré a 409 nm, con una potencial zeta de 2,34 + 4,72 mV.
Las propiedades fisicoquimicas de esta nueva formulacién son bastante similares a las
encontradas para una formulacion de PVP-AgNP previamente estudiada por nuestro
grupo de investigacion (Ruiz-Ruiz et al., 2020; Casillas-Figueroa et al., 2020; Kim et al.,

2013; Bogdanchikova et al., 2016; Guerra et al., 2020; D’Arcy et al., 2019; Xu et al., 2020).

Se observo una relacion directa entre la viabilidad de las células del adenocarcinoma
humano y la sobreproduccion de ROS. Las ROS se han sobreproducido principalmente
en las mitocondrias de las células HCT-15. La sobreproduccion mitocondrial de ROS
podria ser responsable de desencadenar la via intrinseca de muerte celular (Calvert et al.,
1982) que finalmente conduce a la gran cantidad de eventos de apoptosis registrados en
las células HCT-15 (Figura 10d). ElI comportamiento mencionado anteriormente ya se
describié en células de cuello uterino tumorales humanas (HelLa y SiHa) expuestas a
Ginkgo-biloba-AgNP (Chen et al., 2017) y en melanoma murino (B16F10) (Kim y Ryu,
2013) y células tumorales humanas del cuello uterino (HeLa) y mama (MCF). -7 y MDA-
MB-231) expuestos a diferentes concentraciones de PVP-AgNPs (Juarez-Moreno et al.,
2017).

La sobreproducciéon de ROS podria ser una de las principales vias que conducen a la
muertedetrofozoitos de Entamoebahistolytica expuestos a la formulacion de AGNP
recubiertos de proteina. La sobreproduccion de ROS ya se inform6 como un promotor de
la muerte de parasitos marinos expuestos a PVP-AgNP (Bravo-Guerra et al., 2020;
Pimentel-Acosta et al., 2019). EIl efecto antihelmintico del extracto de diente de ajo-

AgNPs (Vijayakumar et al., 2019) y la actividad antipaltdica de DicomaAnomalaSond.
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Extracto de raiz-AgNPs (Tripathy, Rademan y Matsabisa, 2020) también se asociaron
con la sobreproduccion de ROS. Es la primera vez que se ha informado de la actividad
amebicida contra los trofozoitos de Entamoebahistolytica.

La formulacion de AgNPs evaluada aqui muestra citotoxicidad selectiva. No se observé
dafio citotoxico en cultivos primarios murinos (cerebro, rifion, higado, bazo) con el rango
de concentracion evaluado (0,012 a 12 pg/ml). No se observé dafio genotoxico ni
genotoxico en HPBL expuestos al mismo rango de concentraciones. No hay diferencia en
los microndcleos, los puentes de nucleoplasma o el movimiento nuclear en comparacion
con el control negativo segun el ensayo CBMN. La concentracion de AgNP de 12 pg/ml
es casi el doble y méas de 5 veces mayor que la concentracion necesaria para inhibir la
proliferacion de trofozoitos de E. histolytica (7,47 pg/ml) y adenocarcinoma humano

(2,13 pg/ml), respectivamente.

No hay ningun cambio en la viabilidad de las células primarias de los ratones en
comparacion con el control negativo, solo un pequefio aumento no estadisticamente
diferente en cultivos de bazo expuestos a 0,012 y 0,12ug/ml de AgNP. EI aumento
mencionado podria estar relacionado con la respuesta inmunoldgica provocada por los
AgNP, lo que conduce a la proliferacion de linfocitos. El resultado concuerda con la
estimulacion inmunoldgica reportada para diferentes formulaciones de AgNP en diversos
organismos (Castro-Gamboa et al., 2019; Huang et al., 2016; Joksic et al., 2016; Shaniba
et al., 2019; Chakraborty et al., 2016; Liao, Li y Tjong, 2019). La toxicidad selectiva de
la formulacion de AgNP estudiada en este trabajo también se confirm6 con el analisis
histopatoldgico y la dosis letal. Después de la administracion de AgNPs 2618 mg Ag/kg
de peso corporal, no hay comportamiento muerto o anormal durante o después del periodo
de observacion de 14 dias, solo dafio difuso en érganos seleccionados, a saber, rifion,
higado, pulmén, bazo, cerebro, intestino y corazén (Tabla 4 y Figura 14). Ademas, los
niveles dentro del rango promedio de biomarcadores bioquimicos como ALT, AST, APT
y niveles de glucosa también sugieren una alta biocompatibilidad (Tabla 3). Los niveles
elevados de AST (Tabla 3) sin evidencia de dafio en tejidos como el higado, el bazo, el
intestino y el rifion (Figura 14) se asocian con la manipulacion experimental de animales

en lugar de la toxicidad del agente evaluado (Everds, 2015).
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Asimismo, Kim (2013) y Maneewattanapinyo (2011) informaron sobre formulaciones de
AgNP con dosis letales determinadas en modelos murinos de 2000 y 5000 mg/kg de peso
corporal, respectivamente. Estas formulaciones también se pueden clasificar en la
Categoria 5 del GHS. Desafortunadamente, se reporto escasa informacion fisicoquimica
para comparar directamente con la formulacién estudiada en este trabajo. Propiedades de
formulacién de AgNPs. La respuesta bioldgica para los AgNP recubiertos de proteina y
los PVP-AgNP es bastante similar a pesar de la modificacion del agente de recubrimiento;
ambos muestran una notable actividad antiproliferativa contra las células tumorales y
bajos efectos citotoxicos-genotoxicos contra los cultivos primarios. Por lo tanto, el
tamafio, la formay la relacion [agente de recubrimiento]/[metal] son elementos cruciales

para disefiar AgNP eficaces y seguros.

CAPITULO VI

6.1. Conclusiones

Este trabajo es un enfoque sistematico para evaluar el efecto antiproliferativo y
antitumoral de los AgNP en el melanoma en condiciones estandarizadas siguiendo el

protocolo recomendado por los NIH. La formulacion de AgNPs estudiada en este trabajo,
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Argovit® ™, posee una mayor actividad antitumoral y biocompatibilidad en ratones
C57BL / 6JNHsd inoculados con células B16-F10 de melanoma murino que la encontrada
para uno de los agentes quimioterapéuticos mas empleados en el tratamiento del

melanoma, CisPt.

La mayor biocompatibilidad de estos AgNP en comparacién con CisPt, se manifiesta in
vitro como la induccion de la apoptosis como la principal via de muerte celular después
de 6 h de exposicion desencadenada por la sobreproduccion de ROS, principalmente en
las mitocondrias. Mientras tanto, en los ensayos in vivo se observa su alta capacidad para
reducir el crecimiento tumoral, el notable aumento de la vida atil (cuadruple en
comparacion con los no tratados y el doble con los tratados con CisPt), la ausencia de
dafio genotoxico y el posible efecto protector contra la mielosupresién, provocada por la

progresion natural del melanoma.

Estos hallazgos muestran la importancia de las caracteristicas fisicoquimicas adecuadas,
como el tamafio (35 nm), el contenido 6ptimo de Ag metélico y la relacion Ag/PVP
metalica efectiva que proporcionan alta estabilidad a AgNPsa, para provocar la
disminucion de la tasa de crecimiento tumoral y aumentar la vida. expectativa en personas
con uno de los canceres de piel més agresivos conocidos. Todo ello, sin efectos
genotoxicos evidentes e incluso disminuyendo la mielosupresion provocada por la

progresion natural de la enfermedad, instando a la completitud de sus estudios preclinicos.

Una nueva formulacién de AgNPs recubiertos de proteina se caracterizd por técnicas
espectroscopicas en su totalidad, mostrando nanoparticulas de AgNPs esferoidales con
un promedio de 33,3 £ 5,6 nm. Esta formulacion de AgNP inhibe el crecimiento de células
HCT-15 de manera mas eficiente que el desarrollo de trofozoitos de E. histolytica, aunque
sin causar una disminucién en la viabilidad en cultivos primarios de ratén de cerebro,
higado, bazo y rifidn. Ademas, los AgNP no muestran dafios citotoxicos o genotdxicos en
los linfocitos de sangre periférica humana expuestos a 0,012 a 12 ug/ml de esta
formulacion de AgNP. La potencia antiproliferativa de los AgNP contra las células HCT-
15 es diez veces mayor en comparacion con el carboplatino. El analisis histopatolégico y
la dosis letal determinada para la formulacion de AgNP recubiertos de proteina en ratones
Balb / ¢ muestran su alta biocompatibilidad. EI primero muestra dafio difuso a los 6rganos

seleccionados, mientras que el segundo, con un valor de LD50=2618 mg de Ag/Kg de
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peso corporal, corresponde a la Categoria 5 del SGA. Los resultados obtenidos en este
trabajo brindan informacién adicional para producir nanomateriales seguros y efectivos
para aplicaciones biomédicas, especificamente para el disefio de AgNP que pueden
inhibir o eliminar células sensibles a la sobreproduccion de ROS, como los parasitos de

tumores, de manera selectiva.
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