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RESUMEN

Uno de los mayores inconvenientes de la quimioterapia, son sus efectos secundarios toxicos
(cito- y genotoxicos) y la adquisicion de resistencia multiple a farmacos por parte de las
células cancerigenas. Esto hace que la quimioterapia sea inefectiva y ocasione una mala
prognosis en los pacientes. Por ello, es necesario generar nuevas herramientas para el
tratamiento del cancer con menores efectos secundarios. En este sentido, el uso de
nanoparticulas de plata (AgNPs) ha sido ampliamente explorado como agente
antiproliferativo. Sin embargo, a excepcidn de las AgQNPs Argovit, usadas en este trabajo, se
ha reportado que todas las demas formulaciones de AgNPs generan dafio genototoxico en
células de mamifero a concentraciones levemente superiores de las inhibitorias medias.
Ademas, las AgNPs Argovit, son las Unicas que cuentan con certificaciones internacionales
para su uso como cosmeético y en medicina humana y veterinaria.

Por lo tanto, en el presente trabajo se evalud in vitro el efecto antiproliferativo sinérgico de
diferentes concentraciones de AgNPs en combinacion con diversas concentraciones de
tamoxifen en células de cancer de mama MCF-7 y MDA-MB-231. El tamoxifen, es uno de
los primeros farmacos utilizados en los esquemas de quimioterapia contra el cancer de mama.
Mientras que las lineas celulares fueron seleccionadas porque representan a los dos tipos de
cancer de mama mas frecuentes: el hormono-dependiente (MCF-7) y el triple-negativo
(MDA-MB-231).

Para evaluar los efectos antiproliferativos de la combinacién de AgNPs y tamoxifen, se
realizaron ensayos de citotoxicidad por colorimetria por MTT y ensayos de evaluacion del
tipo de muerte celular mediante citometria de flujo. Ademas, se evalu6 la integridad
morfolégica de las células mediante microscopia Optica.

Los resultados obtenidos indican que existe un efecto antirpoliferativo sinérgico de las
AgNPs en combinacion con el tamoxifen, lo que provoca una muerte celular potenciada. Se
observo que las células MDA-MB-231 son mas susceptibles al tratamiento combinado, ya
que exhiben una muerte celular tres veces mayor que con los tratamientos individuales con
AgNPs o tamoxifen. Mientras que las células MCF-7 resultaron ser menos sensibles al
tratamiento combinado, pues Unicamente con las concentraciones mas altas de tamoxifen y
AgNPs se observa una muerte celular de casi 30%. Es decir, al menos dos veces mas que con
los tratamientos individuales de nanoparticulas o farmaco. Estos resultados fueron
corroborados mediante citometria de flujo y por microscopia Optica, en donde se observo que
en los tratamientos antes mencionados, las células presentaban claros signos de efectos
citotoxicos, como son: una disminucion considerable de su tamafio, morfologia celular
redondeada y desprendimiento de la caja de cultivo celular.

Por lo tanto, es posible concluir que existe un efecto sinérgico resultante de la combinacion
de AgNPs y el farmaco antineoplasico tamoxifen que provoca la muerte de las células de
cancer de mama MCF-7 y MDA-MB-231.
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1. INTRODUCCION

1.1. Generalidades sobre el cancer de mama

El cancer de mama es una enfermedad extremadamente compleja y diversa y es una de las
principales causas de muerte en mujeres. El cancer de mama se caracteriza por el crecimiento
no controlado de células malignas en el tejido epitelial mamario. Y puede originarse en el
revestimiento interior de los ductos de leche o en los l6bulos que le suministran leche a la
glandula mamaria. Un cancer de mama que empieza desde los ductos es Ilamado carcinoma
ductal (tipo de cancer de mama méas comun), mientras que el que se desarrolla en los I6bulos

es conocido como carcinoma lobular, que es menos comdn.

Los primeros sintomas del cancer de mama usualmente son: un area de tejido grueso en el
pecho de la mujer, o un bulto. Del mismo modo, se reportan como sintomas dolores en las
axilas y pechos, picaduras o enrojecimiento de la piel del pecho, bultos en las zonas axilares,
area de tejido endurecido en los senos, supuracion de los senos, descamacion de la piel de

los senos, cambio de apariencia, forma y tamafio en los senos *.

Para la investigacion del cancer de mama humano se dispone de una amplia variedad de
lineas celulares obtenidas tanto de animales de experimentacion como de pacientes. Las
lineas celulares obtenidas de tejido metastasico son bastante mas faciles de obtener que en el
caso de los tumores primarios, especialmente cuando las metastasis son a liquido pleural.
Estas lineas celulares de cancer de mama se registran en la Tabla 1 y se clasifican en funcion

de la localizacion metastéasica a partir de la cual han sido aisladas 2.
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Tabla 1. Lineas celulares obtenidas de metastasis.

Metastasis a liquido pleural

Origen celular (metastasis a liquido | Nombre de la linea celular
pleural)
De carcinoma intraductal MCF-7, MDA-MB-134VI, MDA-MB-415,
MDA-MB-435s, T47D, ZR-75-27, MDA-
MB-468, EFM-19, EP, MW, 600 PE, 21-
MT-1, 21MT-2, MFM-223, VACC-245,
VACC-265, VAVV-1179
De carcinoma papilar MDA-MB-175VIl, DMC-42
De adenocarcinoma SK-BR-3, MDA-MB-436, MDA-MB-453
De carcinoma medular MDA-MB-231
De carcinoma lobular MDA-MB-330

Metastasis a liquido ascitico
De carcinoma intraductal ZR-75-1, ZR-75-30

Cabe destacar que, de todas estas lineas, so6lo algunas han sido profundamente investigadas
desde el punto de vista de su dependencia hormonal, de los receptores de membrana para
diferentes factores de crecimiento, de la accion mitogenica o antimitogénica de éstos, etc. El
modelo hormono-dependiente de linea celular mas utilizada ha sido la MCF-7 (células que
son caracterizadas por la de expresion de los receptores de estrogeno, progesterona, HER2 y
HER2-) 3, mientras que uno de los prototipos mas utilizados para el estudio de células
hormono independientes ha sido la linea MDA-MB-231 (células agresivas e invasivas que

son resistentes a varios agentes anticancerigenos) “.
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1.2 El cancer de mama como problema mundial de salud

A nivel mundial, el cancer de mama es el tipo de cancer mas frecuente en mujeres, con una

incidencia que aumenta dramaticamente con la edad °. Para el afio 2012, se estimaron 1.67

millones de nuevos casos a nivel mundial (25% de todos los casos de cancer). La incidencia

varia a nivel mundial de manera importante, con rangos de 27 casos por cada 100,000 mujeres

en Africa y el este de Asia, hasta 96 casos por cada 100,000 mujeres en América del norte.

Western Europe
Australia/New Zealand
Northern Europe
Northern America
Southern Europe
Micronesia/Polynesia
Central and Eastern Europe
South America
Caribbean

Southern Africa
Morthern Africa
Western Asia
Western Africa
South-Eastern Asia
Central America
Eastern Asia
South-Central Asia
Melanesia

Middle Africa

Eastern Africa

Incidence

Mortality

26.0
253
240
228

213

18.3

T

120 100 80 60 40 20 O 20 40 60

T T T T T T T T 1

80 100 120
Age standardized rates per 100,000

Figura 1. Incidencia y mortalidad del cancer de mama a nivel mundial. GLOBOCAN 2008.

A nivel mundial, el cancer de mama se clasifica como la quinta causa de muerte por cancer

(522,000 muertes registradas) del cual representa la causa mas frecuente de muerte por cancer

en mujeres provenientes de regiones menos desarrolladas (324,000 muertes registradas,
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14.3% del total), y representa ahora la segunda causa de muerte en regiones mas desarrolladas

(198 muertes registradas, 15.4% del total) después del cancer de pulmon®.

1.3 La situacion del cancer de mama en México

En México, el cancer de mama también es el mas frecuente en mujeres ’. De acuerdo con el
Instituto Nacional de Estadistica y Geografia (INEGI), para el afio 2012, se report6 una

incidencia de 26.64 casos por cada 100,000 mujeres mayores de 20 afos.

En 2015, la incidencia de tumor maligno de mama entre la poblacion de 20 afios y mas es de
14.80 casos nuevos por cada 100,000 personas. En las mujeres, alcanza su punto maximo en
las del grupo de 60 a 64 afios (68.05 por cada 100,000 mujeres de ese grupo de edad). Por
entidad federativa, en 2015, el cancer de mama tiene mayor incidencia en los estados de
Colima, Campeche y Aguascalientes (101.08, 97.60 y 96.85 casos nuevos por cada 100 000

mujeres de 20 y mas afios, respectivamente).
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Figura 2. Incidencia de tumor maligno de mama en mujeres de 20 afios y mas, por entidad

federativa. INEGI, 2013.

En 2014, la tasa de mortalidad por tumor maligno de mama en el pais es de 15 defunciones
por cada 100,000 mujeres de 20 y més afios de edad. Por entidad federativa, Coahuila ocupa
el primer lugar con la tasa mas alta de mortalidad por cancer de mama en mujeres mayores
de 20 afios, con 20.92 por cada 100 mil y supera ligeramente al Distrito Federal (19.91) y a
Nuevo Ledn con 19.56 fallecimientos por cada 100 mil mujeres. Por otra parte, las entidades
con las tasas mas bajas son Oaxaca, Guerrero y Campeche (7.65, 8.75 y 8.83 por cada 100

mil mujeres de 20 afios y mas, respectivamente)®.
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Figura 3. Tasa de mortalidad observada de cancer de mama en mujeres de 20 afios y mas,

por entidad federativa. INEGI, 2013.

1.4 Tratamientos convencionales contra el cancer

En la actualidad, el tratamiento primario del cancer es la cirugia (mastectomia) ° o la
lumpectomia ° con el objetivo de extraer el tumor por completo. Sin embargo, existen
ocasiones en las que el tumor es imposible de extirpar, en ese caso, la quimioterapia es un
tratamiento auxiliar cominmente utilizado en mujeres con céancer de alto riesgo. Implica

utilizar uno o mas de un tipo de farmacos antineoplasicos o quimioterapéuticos que
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interfieren con el ADN de las células de rapido crecimiento, debido a que inhiben la sintesis

de &cidos nucleicos, interfieren en el proceso de replicacion y/o transcripcion.

El propdsito de utilizar agentes quimioterapéuticos es para prevenir que las células
cancerosas se multipliquen, se propaguen mediante metastasis y ocasionen la muerte del
paciente 1. Algunos de estos farmacos se administran oralmente, y se pueden tomar en casa,
mientras que otros requieren de una pequefia hospitalizacion o tratamiento ambulatorio al ser
administrados por via intravenosa. Los farmacos mas utilizados para el tratamiento de esta

enfermedad se describen en la Tabla 2 12,

La mayoria de los farmacos quimioterapéuticos ejercen su efecto sobre la proliferacion
celular lo que conlleva a la destruccion de las células cancerosas, por lo que la exposicion
cronica a estos farmacos, puede ocasionar el desarrollo de resistencia a un tipo de

medicamento en especifico 3.

Tabla 2. Farmacos utilizados para el tratamiento de cancer de mama.

Mecanismo de accion Nombre en espafiol

Agentes alquilantes Ciclofosfamida, cisplatino, oxaliplatino

Antimetabolitos 5-fluoroacilo  (5-FU), citarabina, 6-
mercaptopurina, fludarabina fosfato

Antibidticos citotasticos Dactinomicina, bleomicina, daunomicina,
doxorubicina

Agentes antimitéticos Vinblastina, vincristina, paclitaxol

Inibidores de la topoisomerasa | Irinotecan (CPT-11)

Agentes hormonales Antiestrogeno (tamoxifen)
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1.5 Efectos secundarios de la quimioterapia

Una gran cantidad de tratamientos quimioterapéuticos tienen efectos citotoxicos en células

normales los cuales provocan efectos secundarios en el paciente 4,

Los efectos gastrointestinales son los mas frecuentes. Las nduseas, vomitos y trastornos del
ritmo intestinal (diarrea, estrefiimiento) son casi generales en todo tipo de quimioterapia *°.
El ondasetron, el tropisetron y el granisetron son farmacos muy activos que evitan el vomito
inmediato tras la administracion del quimioterapéutico. Asi, hoy dia es rara la toxicidad
gastrointestinal tras la quimioterapia. La diarrea suele ser més una consecuencia de la
mucositis (inflamacién de las mucosas) que en muchas ocasiones acompafia al tratamiento.
Se suele presentar la segunda semana después del tratamiento quimioterapéutico. En
ocasiones, se acompafia de mucositis rectal (hemorroides) °. La mucositis es una
complicacion frecuente. En ocasiones, puede ser importante, impidiendo que la persona

pueda ingerir alimentos.

Por otro lado, las infecciones oculares como la conjuntivitis se pueden presentar después de
la segunda semana de tratamiento. En ocasiones, es facilitada por la caida de las pestafias que
provocan algunos tratamientos quimioterapéuticos. El tratamiento es sintomatico con colirios

de lagrimas artificiales.

A veces los tratamientos provocan alteraciones ungueales, que pueden producir la caida de

la uiia. Se suele presentar en las ufias de los pies donde los pequefios traumatismos de la
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marcha actlan sobre una ufia debilitada por el tratamiento quimioterapéutico. 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. El ritmo de recuperacion del cabello es de 8 a 12 mm por mes.

Los efectos secundarios hormonales también son apreciables después de un tratamiento con
quimioterapéuticos, por ejemplo, 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 7. Por otra parte, farmacos antineoplasicos de tipo hormonal,
como el tamoxifen, producen efectos secundarios como la ausencia de la menstruacion,
aumento de los sintomas de la menopausia, sofocaciones, aumentos de peso, sequedad

vaginal e incremento en el riesgo de fendmenos tromboembolicos®®.

1.6 Adquisicion de resistencia multiple a farmacos (MDR) por las

células de cancer

La quimioterapia es el tratamiento mas efectivo durante el periodo logaritmico del
crecimiento de las células cancerosas. Sin embargo, cuando los tumores se vuelven
macroscopicos la efectividad de varios agentes quimioterapéuticos se ve reducida debido a

que sélo parte de la poblacidn celular se encuentra dividiendo activamente.
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Teoricamente, si la poblacion celular se puede reducir lo suficiente por otros métodos como
la cirugia o la radioterapia, la quimioterapia podria ser mas efectiva debido a la alta fraccion

de las células restantes que se encontrarian en el crecimiento logaritmico °.

La adquisicion de resistencia multiple a farmacos (MDR, Multi-Drug Resistance por sus
siglas en inglés), es un fendmeno donde el tratamiento con un agente quimioterapéutico
confiere resistencia a ese farmaco y a varios otros agentes no relacionados. Los tumores
usualmente consisten en mezclas de poblaciones de células malignas, algunas de las cuéles
son farmaco-sensibles mientras que otros son farmaco-resistentes. La quimioterapia mata a
las células farmaco-sensibles, pero deja en medio una alta proporcion de células
farmacoresistentes. A medida que el tumor comienza a crecer de nuevo, la gquimioterapia

puede fallar debido a que el tumor restante es ahora resistente 2.

1.7 Mecanismos de la resistencia multiple a farmacos

La resistencia a las terapias se ha correlacionado con la presencia de al menos dos “bombas”
o transportadores moleculares en las membranas de células tumorales que activamente
expulsan los farmacos quimioterapéuticos del interior celular. Esto permite que las células

tumorales evadan los efectos citotdxicos de los farmacos.

Las bombas proteicas cominmente encontradas para conferir MDR en células de cancer de
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mama pertenecen a la familia de transportadores ABC, algunos ejemplos mas importantes
son la glicoproteina-P (Pgp, codificada por el gen ABCB1), la proteina asociada a la
resistencia multiple a farmacos (MRP1, codificada por el gen ABCCL1), y la también conocida

proteina de resistencia de cancer de mama BCRP, la cual es codificada en el gen ABCG2 2.

Las pacientes con cancer que no responden a la quimioterapia, usualmente tienen una alta
cantidad de RNA mensajero para la expresion proteica de varias de las bombas
transportadoras ABC, las cuales se localizan en el lado citoplasméatico de la membrana,

resultando una expulsion incrementada del farmaco 22,

Debido a su funcién e importancia, este tipo de proteinas y sus genes se han convertido en

uno de los blancos moleculares para el estudio de los tratamientos para combatir el cancer®.

1.8 Estrategias generadas para superar la resistencia multiple a

farmacos en cancer

A la fecha debido a la falta de métodos in vivo para la deteccién de la MDR, varios de los
fenotipos tumorales solo pueden ser detectados mediante el aislamiento de las celulas
cancerosas de los tejidos primarios y realizando pruebas de su tolerancia a los farmacos

quimioterapéuticos.
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Los indicadores de resistencia comunmente utilizados incluyen las mediciones de la
concentracion media inhibitoria (ICso, del inglés Inhibitory Concentration), indice de
resistencia (RI, del inglés Resistance Index), la tasa de expulsion de farmacos citotdxicos, el
indice de proliferacion celular, la curva de crecimiento celular y el indice de apoptosis, entre

algunos otros.

Entre los ensayos comunmente utilizados para probar la resistencia de las células tumorales
se encuentran el ensayo de viabilidad celular por reduccién de sales de tetrazolio o MTT,
experimentos de acumulacién y retencion de doxorubicina, pruebas de sensibilidad a
farmacos, deteccion de los genes de resistencia multiple a farmacos, tecnologia con chips
genéticos y la tecnologia de deteccidn de alto rendimiento para la identificacion de los genes
que confieren a la resistencia multiple a farmacos, los cuales involucran técnicas de biologia

molecular como la técnica de microarreglos .

1.9 Contrarrestando la resistencia multiple a farmacos con la

nanotecnologia

La MDR es uno de los grandes desafios en la quimioterapia 2°, y por lo tanto, se han
desarrollado varias estrategias para superarla, como la modificacion de los regimenes de
quimioterapia, inactivacion de genes y bloqueo de las proteinas MDR, uso de inhibidores de
los transportadores ABC, etc. 2°. Sin embargo, ninguna ha sido totalmente efectiva y existe

una necesidad para desarrollar nuevas estrategias terapéuticas contra la MDR en los pacientes
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con cancer.

De acuerdo con diversas investigaciones, la nanotecnologia ofrece una serie de estrategias
para contrarrestar la MDR. La nanoparticulas son plataformas excelentes para mejorar la
eficacia terapéutica de los agentes anticancerigenos debido a sus propiedades fisicoquimicas
con las que se puede reducir la toxicidad y potencialmente evitar el problema de la resistencia

a farmacos <'.

Cabe destacar que debido a su tamafio nanométrico, las nanoparticulas pueden atravesar el
eflujo de los farmacos de las proteinas transportadoras ABC ya que se internalizan mediante
endocitosis especifica (i.e. mediada por receptor) lo que resulta en una mayor acumulacion

del farmaco 2.

Los nanomateriales son definidos como aquellos materiales cuyos principales componentes
tengan un tamafo de entre 1 y 100 nandmetros; se usan actualmente en diversas aplicaciones
y productos de consumo tecnoldgico. Los nanomateriales en medicina son utilizados en la
investigacion relacionada con la cura de enfermedades o reparacion de tejidos dafiados 2°.
Los nanomateriales presentan aplicaciones potenciales en el area oncoldgica, las cuales
involucran:

(1) Prevencion y control del cancer,

(i)  Deteccion temprana del cancer,

(ili) ~ Mejorar la técnica de visualizacion y obtener la localizacion exacta del tumor,

(iv)  Entrega especifica hacia las células cancerigenas de farmacos eficaces contra el
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tumor.

1.10 Nanoparticulas de plata como nanomaterial més utilizado en

aplicaciones bionanotecnoldgicas

Las nanoparticulas de plata (AgNPs) son uno de los nanomateriales con mayores aplicaciones
biomédicas *°. Las AgNPs, son clUsteres de a&tomos de plata con un intervalo de tamafio de 1
a 100 nm. Es bien sabido que la plata tiene potentes efectos antimicrobianos, ademas, ya se
ha reportado las propiedades antibacterianas, antivirales, antimicoticas y antiinflamatorias 3!
de diferentes formulaciones de AgNPs, algunas de las cuales han demostrado tener una baja
genotoxicidad en células humanas **. Ademas, el tratamiento de tumores sélidos mediante

AgNPs ha sido posible debido a su tamafio nanomeétrico.

Diversos estudios in vitro han demostrado el efecto antineoplésico de las AgNPs en diferentes
tipos de células de céancer, debido al incremento en la produccion de especies reactivas de
oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés), muerte celular programada, disrupcion de la funcién
mitocondrial, deplecion de ATP, arresto celular y apoptosis ** 34, Ademas, se ha demostrado
que los efectos citotoxicos y genotdxicos en lineas celulares de mamifero expuestos a las

AgNPs son tiempo y dosis dependiente *.

En este punto, es importante mencionar que las diversas formulaciones de AgNPs que se

encuentran disponibles en el mercado, difieren en la forma de la nanoparticula, distribucion
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de tamafio, estabilidad de la nanoparticula, proceso de sintesis, contenido de plata metélica y
funcionalizacion de la superficie. Todos estos factores afectan la citotoxicidad, asi como las
propiedades quimicas superficiales de las AgNPs, que juegan un mayor papel en la

interaccion de las nanoparticulas con los sistemas bioldgicos.

Se ha reportado que los efectos citotdxicos y genotoxicos, entre otros dependen del tamafio
de la nanoparticula 3¢ 3”3 Tomando en consideracion los efectos citotoxicos de diferentes
formulaciones de las AgNPs, se decidié utilizar la preparacion comercial Argovit™ como
fuente de AgNPs. Este producto ha sido aprobado en Rusia y otros paises para su uso en

aplicaciones veterinarias y humanas 3.

Hasta la fecha, las AgNPs Argovit son las Gnicas que cuentan con certificados internacionales
de instancias gubernamentales para su uso en aplicaciones médicas. Por ejemplo, cuentan
con el certificado del dispositivo médico: esponja hemostética bioabsorbible para su uso
interno y externo en cuerpo humano, otorgado por el Servicio Federal de Vigilancia en Salud
y Desarrollo Social de Rusia, con nimero de registro 2011/10301 FSP, desde el 27 de enero
de 2014 sin limite de caducidad durante todo el tiempo de produccion del dispositivo.
Ademas, cuenta con el certificado de Conclusién Sanitario-Epidemiolégico para productos
cosmeéticos con aplicacion de gel y crema con base en Argovit, con nimero de registro
N1324458, otorgado por el Servicio Federal de Regulacion Técnica y Metrologia de Rusia
el 23 de octubre de 2013 *. Y actualmente se comercializan en México por la empresa
Bionag, con uso cosmético para el tratamiento de enfermedades de la piel como Ulceras del

pie diabético, dermatitis, etc.
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1.11 Antecedentes relevantes de las AgNPs para inhibir la funcion de

la glicoproteina-P (P-gp)

En un estudio publicado por Kévacs en 2015, se reportd que, en células de cancer de colon
resistentes a farmacos antineoplésicos, las AgNPs pueden reducir significativamente la
transcripcion de la proteina P-gp, disminuyendo el nivel de expresion de esta proteina y
también inhibiendo significativamente su actividad como transportador de farmacos. Por lo
tanto, se demostrd que las AgNPs son capaces de inhibir la actividad del eflujo de ciertos
quimioterapéuticos en células cancerigenas con resistencia a farmacos mediante la inhibicion
de la proteina P-gp. De esta forma, se determin6 que la combinacién de las AgNPs con
diferentes farmacos antineoplésicos, restauraba la susceptibilidad a dichos farmacos por parte

de células de cancer de colon quimiorresistentes “°.

Hasta la fecha y de acuerdo con nuestro conocimiento, el trabajo reportado por Koévacs y
colaboradores, es el Unico en el que se ha reportado el uso de las AgNPs para modular la
funcién de un transportador de farmacos de la familia ABC, y cuya implicacion bioldgica,
radica en la restauracion de la sensibilidad a farmacos antineoplasicos por parte de células
quimiorresistentes, demostrando con ello que su eficacia en tratamientos terapéuticos puede

ser explorada in vitro e in vivo.
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2. HIPOTESIS

La combinacion de un farmaco antineoplasico con AgNPs tiene un efecto de antiproliferacion

sinérgico en células de cancer de mama.

3. OBJETIVOS

Establecer las concentraciones adecuadas de AgNPs y farmaco antineoplasico para generar

un efecto antitumoral sinérgico in vitro en células de cancer de mama.

Objetivos especificos:

a) Determinar in vitro la concentracion media inhibitoria (ICso) de las AgNPs en células
de cancer de mama.

b) Determinar in vitro la ICso de un fa&rmaco antineoplasico convencional en células de
cancer de mama.

c) Evaluar el efecto sinérgico que tienen las AgNPs en combinacion con el farmaco

antineoplasico en células de cancer de mama.
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4. METODOLOGIA

4.1. Cultivo de células

Para el cultivo y mantenimiento de las lineas celulares de cancer de mama MDA-MB-231
(ATCC HTB-26) y MCF-7 (ATCC HTB-22), se utilizd el medio de cultivo Dulbecco’s
Modified Eagle Media también conocido como DMEM (Sigma-Aldrich Cat. D777) que
contiene sales inorganicas, aminoacidos esenciales, vitaminas, glucosa y rojo fenol. Para las
células MDA-MB-231, el medio de cultivo se prepard al disolver 13.5 g de medio DMEM
en polvo en 1 litro de agua desionizada previamente esterilizada. Ademas, se le agregaron 10
ml de L-glutamina (Sigma-Aldrich Cat. G6392), 10 ml de solucidn antibidtica/antimitotica
(Sigma Aldrich Cat. A5955) y 100 ml de suero fetal bovino (Bench-Mark Gemini, Bio
Products, USA), los componentes adicionales se agregaron para enriquecer el medio de
cultivo y el antibi6tico para evitar la contaminacion por microorganismos. ElI medio de
cultivo para las células MCF-7 fue el DMEM adicionalmente suplementado con 10 mg de
insulina recombinante bovina (Sigma Aldrich Cat. 11882). Una vez preparados, los medios

se esterilizaron por filtracion a través de un filtro con un poro de 0.22 pm.

Los cultivos celulares se realizaron en cajas Petri de cultivo celular de 10 cm sensibilizadas
debido a que las células MDA-MB-231 y MCF-7 son de tipo adherente. Las cajas con el
cultivo celular se incubaron a 37°C y 5% de COx. Las células se mantuvieron en cultivo hasta
que se observé una confluencia celular del 80-90%, en ese caso las células eran despegadas

de la caja Petri y cultivadas en una nueva caja. Este procedimiento se realizo para obtener un
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subcultivo y favorecer la fase lag de las células de cancer. Para desprender las células de
cancer adheridas a la caja de cultivo se utilizo tripsina/EDTA gue es una enzima proteolitica

que hidroliza los enlaces de union intra e intercelulares.

4.1.1 Subcultivo de las células de cancer de mama y tripsinizacion

Para realizar el subcultivo celular, primero se retiré el medio de cultivo de las cajas Petri, se
realiz6 un lavado adicionando 3 ml de PBS 1X estéril y se agregd 1 ml de tripsina/ EDTA e
inmediatamente se incubaron las cajas a 37° C durante 3 minutos. Después se agreg6 1 ml
de PBS 1X estéril. Y se recuperaron las células en un tubo conico estéril de 15 ml y se aforo
con medio de cultivo a 10 ml para inactivar la accion de la tripsinas/EDTA. Posteriormente,
se centrifugaron las células a 1,200 rpm durante 5 minutos a 21°C. Se desecho el
sobrenadante y las células se resuspendieron con 2 ml de medio de cultivo. Las células se
distribuyeron equitativamente en dos cajas Petri de cultivo celular nuevas de 10 cm con 10
ml de medio de cultivo cada una. Por ultimo, los cultivos celulares se colocaron en la
incubadora a 37°C y 5% de CO». Todo el procedimiento se realizé bajo condiciones estériles

en una campana de flujo laminar de bioseguridad nivel A2.

4.2 Criopreservacion de células

La criopreservacion de las células es una técnica cominmente utilizada para almacenar
grandes cantidades de células congelandolas evitando la cristalizacion y la lisis celular. Para

ello se utiliza un medio especial de criopreservacion, compuesto por 50% de medio de cultivo
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celular (v/v), 40% de suero fetal bovino (v/v) y 10% de dimetil sulfoxido (DMSO) (v/v). Para
llevar a cabo la criopreservacion de las células cultivadas en placas de Petri, primero se
realizd una tripsinacion del cultivo para separar las células individuales. Después, se
colocaron en un tubo cénico estéril de 15 ml y se aforé con 10 ml de medio de cultivo.
Posteriormente, se centrifugaron las células a 1,200 rpm durante 5 minutos a 21°C. Se
deseché el sobrenadante y se resuspendieron las células con 2 ml de medio de
criopreservacion por cada millén de células. Las células se colocaron en criotubos (1ml por
cada millon de células). Por ltimo, los criotubos se congelaron a -70°C hasta el momento

de realizar los ensayos correspondientes.

4.3 Preparacion de las disoluciones de AgNPs a diferentes

concentraciones de plata metalica

Las AgNPs de la formulacion Argovit™, fueron proporcionadas por la Red Internacional de
Bionanotecnologia con impacto en Biomedicina, Alimentacion y Bioseguridad
(CONACYT). Provienen del Centro de Investigacion y desarrollo Vector-Vita, Rusia. Tienen
un tamafio promedio de 30 + 15 nm y un diametro hidrodinamico de 70 nm . En la figura
4, se presentan imagenes por microscopia electrénica de transmisién (TEM) de las AgNPs
Argovit™, las cuales son una solucion al 20% (en peso) de AgNPs que consiste en 1.2% de
plata metalica y que se encuentran recubiertas con polivinilpirrolidona (PVP, 10-30 kD) al

18.8% (w/v). La concentracion de plata metalica del producto es de 12,000 pug/mL 4%,

Las diferentes diluciones de trabajo de AgNPs, se realizaron tomando en cuenta la
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concentracion de plata metalica presente en la solucidn de Argovit. Por lo tanto, cuando se
hace referencia a la concentracion de AgNPs, es importante considerar que se refiere en
realidad al contenido total de plata metalica presente en dicha disolucién. Las
concentraciones para los tratamientos se obtuvieron al realizar diluciones de 1:10 y 1:100 de
AgNPs al 20% en medio DMEM con el objetivo de no tomar menos de 1 ul de volumen al

momento de agregarlas a las cajas de cultivo.

(a)

Absorbance (au.)
[~ -]
W s
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5 10 20 30 40 50 60 70 80 % 2000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

AQNPs diameter (nm) Wavelength (cm)

Figura 4. Nanoparticulas de plata Argovit™. (a) Espectro UV-VIS de la preparacion de las
AgNPs en agua desionizada. (b) AgNPs observadas por microscopia electronica de
transmision. (c) Histograma de dispersion de tamafio de las nanoparticulas de las AgNPs.
(d) Espectro ATR-FTIR de las AgNPS comparadas con el espectro del PVP solido. Juarez-

Moreno Karla, 2016.
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4.4 Ensayos de viabilidad celular por ensayo colorimétrico (reduccién

del MTT)

La reduccion metabdlica del bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol
(MTT) es considerado como un estandar en los ensayos de citotoxicidad, ya que es altamente
sensible y se ha catalogado como un ensayo de deteccién de alto rendimiento. Por lo tanto,
en este trabajo se realizaron diferentes experimentos por triplicado para evaluar el efecto
citotoxico y el efecto sinérgico de las AgNPs y del farmaco antineoplasico mediante ensayos
colorimétricos para medir la viabilidad celular, como el ensayo en placa por reduccion del

reactivo MTT.

Para el ensayo de viabilidad celular por reduccion del MTT, se colocaron 12,500 células
MCF-7 6 MDA-MB-231 en cada pozo de una placa de 96-pozos y se incubaron durante 24
horas a 37°C con 5% de CO.. Después del tiempo de incubacion, se prepararon las
concentraciones de AgNPs descritas en la Tabla 3 en un volumen final de 100 pl de medio
de cultivo. Una vez que se prepararon las diferentes soluciones de trabajo de las AgNPs, éstas
se agregaron a las concentraciones asignadas a cada pozo y se incubaron durante 24 horas a
37°C con 5% de CO>. Adicionalmente, se utiliz6 medio de cultivo sin AgNPs como blanco

y como control negativo, se agregd DMSO, el cual induce muerte celular.

Al téermino del tiempo de incubacion con AgNPs, el medio de cultivo fue descartado y las
placas se lavaron tres veces con una solucion amortiguadora de fosfatos PBS 1x a pH 7.4.

Posteriormente, se agregaron 10 pl del reactivo MTT (a una concentracion de 5 mg/ml)
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(Sigma-Aldrich M-8910) y 90 pl de medio DMEM sin suplementar, y se incubaron en total
obscuridad por 4 horas a 37°C con un atmdsfera de 5% de CO,. Posteriormente, se agregaron
100 ul de isopropanol absoluto para disolver los cristales del formazan y se incub0 la placa
por 30 min a temperatura ambiente en obscuridad. Por Gltimo, la absorbancia de la placa de
cultivo celular fue medida con un espectrofotometro de placa a 570 nm, tomandose como
referencia (blanco) una longitud de onda de 690 nm, este valor fue restado de los valores de

la absorbancia a 570 nm de cada medicion.

Los resultados se graficaron tomando en cuenta el valor de la absorbancia obtenido para el
control positivo (células MCF-7 y MDA-MB-231 en medio de cultivo sin AgNPs) como el
100% de viabilidad celular. Posteriormente, las mediciones de absorbancia para cada
condicion experimental fueron convertidas a porcentajes de sobrevivencia celular, teniendo
como referencia el valor del control positivo. Todos los experimentos se realizaron tres veces
de forma independiente y con triplicados internos para su comparacion. Los datos se

presentan como el promedio de los experimentos con su respectiva desviacién estandar.
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Tabla 3. Concentraciones de AgNPs utilizadas en los ensayos MTT para las lineas celulares

MCF7 y MDA-MB-231.

Tratamiento Concentracion

de AgNPs
(hg/ml)

NP1 20
NP2 10
NP3 5
NP4 2.5
NP5 1.25
NP6 0.625
NP7 0.325
NP8 4.5
NP9 4
NP10 3.5
NP11 3
NP12 2
NP13 15
NP14 1
NP15 0.5
NP16 0.5
NP17 0.45
NP18 0.40
NP19 0.35
NP20 0.30
NP21 0.20
NP22 0.15
NP23 0.10
NP24 0.05
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4.5 Ensayos de sensibilidad celular a fArmacos antineoplésicos

La viabilidad de las lineas celulares MDA-MB-231 y MCF-7 en presencia de diferentes
concentraciones de tamoxifen fue determinada por ensayos de viabilidad celular, los cuales
se realizaron de la misma forma descrita en la seccion 4.4. Estas concentraciones se reportan
utilizadas anteriormente en otros trabajos demostrando que estas no ejercen actividad

genotéxica 53, 54, 55, 57, 58

4.6 Ensayos de sinergia de AgNPs y farmacos antineoplasicos en células

de cancer de mama

Con el objetivo de analizar el efecto sinérgico que produce el tamoxifen en conjunto con las
AgNPs en las dos lineas celulares de cancer de mama MCF-7 y MDA-MB-231,
primeramente, se seleccionaron los cuatro tratamientos con AgNPs de la Tabla 3 en donde
se obtuvo una viabilidad celular del 80, 75, 50 y 25%. Posteriormente se decidié combinar

estos tratamientos con el farmaco antineoplastico tamoxifen (Sigma-Aldrich Cat. T5648).

Para llevar a cabo el ensayo de viabilidad celular por reduccién del MTT, se colocaron 12,500
células de cancer de mama (de linea celular MCF-7 6 MDA-MB-231) en cada pozo de una
placa de 96 pozos y se incubaron durante 24 horas a 37°C con 5 % de CO2. Después del
tiempo de incubacion, se prepararon las concentraciones de AgNPs descritas en la Tabla 4 y

se agregaron al mismo tiempo que las concentraciones de tamoxifen que también estan
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indicadas en la Tabla 4. Después de haber agregado los tratamientos asignados a cada pozo,
las células se incubaron por 24 horas a 37°C con 5% de CO,. Adicionalmente, se utilizé
medio de cultivo sin AgNPs y sin tamoxifen como control positivo de viabilidad celular y
DMSO sin AgNPs y sin tamoxifen como control negativo de viabilidad celular. Los

tratamientos asi como la incubacién de las células con éstos, fueron realizados en obscuridad.

Al término del tiempo de tratamiento el medio de cultivo se descartd y las placas con células
se enjuagaron tres veces con la solucion PBS1x. Posteriormente, se agregaron 10 ul de la
solucion del reactivo MTT (5 mg/ml) y 90 yl de medio DMEM sin suplementar, y se
incubaron en total obscuridad por 4 horas a 37°C con un atmdsfera de 5% de CO.. Por Gltimo,
se afiadieron 100 pl de isopropanol absoluto para solubilizar los cristales de formazan,
incubando las células por 30 minutos a temperatura ambiente y en obscuridad. Finalmente,
se midid la absorbancia a 570 nm, tomandose como referencia (blanco) una longitud de onda

de 690 nm.

Los resultados obtenidos se graficaron tomando en cuenta el valor de la absorbancia obtenido
para el control positivo (células MCF-7 y MDA-MB-231 en medio de cultivo sin AgNPSs)
como el 100% de viabilidad celular. Las mediciones de absorbancia para cada condicion
experimental fueron convertidas a porcentajes de sobrevivencia teniendo como referencia el
valor del control positivo. Todos los experimentos se realizaron tres veces de forma
independiente y con triplicados internos para su comparacion. Los datos se presentan como

el promedio de los experimentos con su respectiva desviacion estandar.

37




Tabla 4. Concentraciones de AgNPs y tamoxifen utilizados en manera conjunta en los

ensayos MTT para las lineas celulares MCF7 y MDA-MB-231.

ata once aclo once aclo
AgNP 0 De
a O >
O
Al 5 5.51
A2 4.5 5.51
A3 3.5 5.51
Ad 2.5 5.51
B1 5 7.43
B2 4.5 7.43
B3 3.5 7.43
B4 2.5 7.43
C1 5 9.28
C2 4.5 9.28
C3 3.5 9.28
C4 2.5 9.28
D1 | - 5.51
D2 | - 7.43
D3 | - 9.28
E1l 5 | -
E2 45 | e
E3 35 | e
E4 25 | -
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4.7 Evaluacion morfoldgica de las células de cancer de mama

Las células de cancer de mama MDA-MB-231 y MCF-7 fueron sembradas en cajas de 12
pozos con medio DMEM vy se incubaron durante 24 horas a 37°C con 5% de CO..
Posteriormente, las células se trataron con las distintas concentraciones de AgNPs vy
tamoxifen utilizadas en los ensayos de sinergia descritos en la Tabla 4 y se incubaron
nuevamente durante 24 horas a 37°C con 5% de CO... Después de este procedimiento, la
morfologia celular se visualizé con un microscopio invertido Axio LabA1l (Zeiss, Alemania)

y se tomaron fotografias de cada tratamiento para su posterior comparacion.

4.8 Ensayo de muerte celular por apoptosis y necrosis

Se llevd a cabo el andlisis de muerte celular inducido por apoptosis y necrosis de las lineas
celulares de cancer de mama MDA-MB-231 y MCF-7 incubadas con AgNPs, tamoxifen y
con los tratamientos de sinergia. Las mediciones se realizaron mediante citometria de flujo
utilizando una tincion celular con ioduro de propidio y YO-PRO® (Thermofisher Cat.
V13243). La fluorescencia se detectd a 235 nm con el filtro BL1, a 230 nm con el filtro BL2,
a 300 nm con el filtro BL3 y a 400 nm con el filtro BL4. Los datos de la citometria de flujo
fueron analizados mediante el software Attune NXT (Life Technologies) y graficados como

el resultado de la medicidon de tres repeticiones.
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4.9 Analisis estadistico

Todos los experimentos se realizaron de manera independiente por triplicado y con
triplicados internos. Los datos se evaluaron mediante la prueba de Krustal-Wallis y mediante
analisis de la varianza (ANOVA) con uno y dos factores mediante el software GraphPad
Prism version 7.03. Los resultados se consideraron estadisticamente significantes cuando p

<0.05.
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5. RESULTADOS

Para establecer las concentraciones adecuadas de AgNPs y farmacos antineoplasicos para
generar un efecto antiproliferativo en celulas de cancer de mama, fue necesario determinar
in vitro la concentracion media inhibitoria (ICso) de las AgNPs en las lineas celulares MCF-

7y MDA-MB-231.

5.1 Determinacion in vitro de la concentracién media inhibitoria (1Cso) de

las AgNPs en células de cancer de mama

Para determinar la concentracion media inhibitoria (ICso) de las AgNPs en células de cancer
de mama, se realizaron ensayos de viabilidad celular. Como se muestra en la Figura 5, estos
resultados fueron graficados como el porcentaje de viabilidad celular con respecto a la

concentracion de AgNPs afiadidas al cultivo.

En la Figura 5a, se observa un decremento en la viabilidad de las células de cancer de mama
MCF-7, con respecto a la concentracion de AgNPs adicionadas, en un claro efecto dosis-
dependiente. En el caso de la viabilidad de las células MDA-MB-231 que se muestra en la
figura 5b, se observa que conforme se aumenta la concentracion de AgNPs se reduce la
viabilidad celular, lo cual también se le atribuye a un efecto dosis-dependiente. Es de destacar

que en las concentraciones de 4.5 y 5 pg/ml de AgNPs se observa que la viabilidad celular
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cae abruptamente hasta llegar a una viabilidad del 17 % aproximadamente, lo que es

considerado como una citotoxicidad franca.

A B
Células MCF-7 Células MDA-MB-231
L 120 L 120
3 1001 3
8 8
° 80+ °
g 3
= 60 =
K] Q2
© (1]
S 404 S
38 3
s =
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0 25 35 45 5 ; 35 4.5
AgNPs (ug/ml) AgNPs (ug/ml)

Figura 5. Evaluacion de la citotoxicidad de diferentes concentraciones de AgNPs en células

de cancer de mama a) MCF-7 y b) MDA-MB-231.

De esta forma, los resultados mostrados en la Figura 5, permiten determinar que la 1Cso de
las AgNPs es de 7.45 pg/ml para la linea celular de cancer de mama MCF-7 y 4.53 pg/ml
para la linea celular MDA-MB-231. Por lo que, aparentemente, la linea celular méas
susceptible al tratamiento con AgNPs es la MDA-MB-231, pues se requiere de una menor

concentracion de nanoparticulas para ocasionar una muerte celular del 50%.

5.2 Evaluacion de la morfologia de células de cancer de mama expuestas a

diferentes concentraciones de AgNPs

Se sabe que los cambios drasticos en la morfologia de la célula estan asociados a los procesos
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de muerte celular, y debido a que los resultados graficados en la Figura 5 demostraron un
decremento en la viabilidad celular, se decidié tomar fotografias para corroborar dichos

resultados.

Después de haber incubado las células de cancer de mama MCF-7, con las diferentes
concentraciones de AgNPs, se document6 el cambio en la morfologia celular. Como se
observa en la Figura 6, conforme aumenta la concentracion de AgNPs existe una mayor
cantidad de células desprendidas de la monocapa celular. Ademas, es evidente la
modificacion de la morfologia de las células y su tamafio respecto de las células control, que
no fueron tratadas con AgNPs. Lo que demuestra una muerte celular que va incrementando

con respecto a la concentracion de nanoparticulas afiadidas.

AgNP’s
)

Control 2.5 pg/ml 4.5 pg/ml

Figura 6. Evaluacion morfoldgica de la citotoxicidad de las diferentes concentraciones de
AgNPs en la linea celular de cancer de mama MCF-7 con respecto al control (células sin

AgNPs). Observado por microscopia éptica a un aumento de 100x.
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En el caso de las células de cancer de mama MDA-MB-231, en la Figura 7, se observa que a
una concentracion de 2.5 pg/ml de AgNPs no existen cambios morfoldgicos significativos
con respecto al control (células sin tratamiento), pero en las concentraciones de 3.5, 4.5y 5
pg/ml de AgNPs se observa un desprendimiento de las células de la monocapa, ademas de
cambios en el tamafio y morfologia celular, ya que claramente las células son mas pequefias
y de forma irregular, ademas que se encuentran totalmente desprendidas de la monocapa

celular, lo que evidentemente denota un proceso de muerte celular.

AgNP’s
MDA-MB-231 }\
Control 2.5 pg/ml 3.5 pug/ml 4.5 pg/ml 5 pg/ml

Figura 7. Evaluacion morfoldgica de la citotoxicidad de diferentes concentraciones de
AgNPs en la linea celular de cancer de mama MDA-MB-231 con respecto a las células

control (sin AgNPs). Observado por microscopia 6ptica a un aumento de 100x.
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5.3 Evaluacion de la muerte celular por apoptosis y necrosis de células de

cancer de mama expuestas a diferentes concentraciones de AgNPs.

Para determinar el tipo de muerte (necrosis 0 apoptosis) que ocasionaba la exposicion de
AgNPs en células de cancer de mama, se realizé un analisis por citometria de flujo. Estos
resultados se muestran en la Figura 8, en donde se graficaron como el porcentaje de eventos
registrados para cada tipo de muerte celular, con respecto a la concentracién de AgNPs

afadidas al cultivo.

Para el caso de las células de cancer de mama MCF-7, en la Figura 8a se puede observar que
las células sin AgNPs (0 pug/ml) presentan 1.59% de necrosis, 8.69% de apoptosis temprana
y un 11.53% de apoptosis tardia. Exceptuando la concentracion de 2.5 pg/ml de AgNPs en
donde se registra 1.06% de necrosis, 9.75% de apoptosis temprana y un 22.92% de apoptosis
tardia en las células, en todas las demas concentraciones de AgNPs, la induccién tanto de la
necrosis como de la apoptosis es muy similar al control sin tratamiento. Sin embargo, esto
cambia en la concentracion de 5 pg/ml de AgNPs, en donde se presenta un 12.83% de

apoptosis temprana y 37.49% de apoptosis tardia.

En la Figura 8b, para el caso de las células de cancer de mama MDA-MB-231 sin AgNPs (0
pg/ml) se presenta 0.91% de necrosis, 1.17% de apoptosis temprana y un 1.52% de apoptosis
tardia. Para todas las concentraciones de AgNPs utilizadas, se observa la misma cantidad de
necrosis inducida en las células. Sin embargo, el tipo de apoptosis tardia, es diferente, siendo

mucho mayor a concentraciones de 2.5; 3.5 y 5 pg/ml de AgNPs.
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Figura 8. Tipo de muerte celular inducido por las diferentes concentraciones de AgNPs en
células de cancer de mama. a) en la linea celular MCF-7 y b) en la linea celular MDA-MB-

231.

5.4 Determinacion in vitro de la concentracién media inhibitoria (1Cso) del

tamoxifen en células de cancer de mama

Para determinar la concentracion media inhibitoria (ICso) del tamoxifen en células de cancer
de mama, se realizaron ensayos de viabilidad celular, como se muestra en la Figura 9. Estos
resultados, se graficaron como el porcentaje de viabilidad celular con respecto a la

concentracion de tamoxifen anadido al cultivo.

En la Figura 9a, se muestran los resultados de la evaluacion citotoxica del tamoxifen en la

linea celular de cancer de mama MCF-7, en donde se observa un decremento de la viabilidad
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celular conforme aumenta la concentracion de farmaco afadido, lo cual demuestra un efecto
dosis-dependiente. De la misma manera, para las células de cancer de mama MDA-MB-231,
se muestran los resultados en la Figura 9b, en donde se observa un decremento de la
viabilidad celular conforme aumenta la concentracion de tamoxifen afadido, por lo que

también se demuestra un efecto dosis-dependiente.

Células MCF-7 Células MDA-MB-231

1204 120
100+

% de viabilidad celular
% de viabilidad celular

5.51 7.43 5.51 7.43

Tamoxifen (ug/ml) Tamoxifen (ug/ml)

Figura 9. Evaluacion de la citotoxicidad del tamoxifen a diferentes concentraciones en la

linea de cancer de mama a) MCF-7 y b) MDA-MB-231.

Entonces, los resultados mostrados en la Figura 9, nos permiten determinar que la 1Cso del
tamoxifen es de 4.50 pg/ml para la linea celular MCF-7 y para el caso de la linea celular

MDA-MB-231 es de 4.66 pg/ml.
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5.5 Evaluacion de la morfologia de células de cancer de mama expuestas a

diferentes concentraciones de tamoxifen

Como se menciono anteriormente, los cambios en la morfologia de la célula, estan asociados
a los procesos de muerte celular, y debido a que los resultados graficados en la Figura 9
demuestran un decremento en la viabilidad celular, se decidié tomar fotografias de las células

tratadas con diferentes concentraciones de tamoxifen para corroborarlos.

Después de incubar las células MCF-7 con las diferentes concentraciones de tamoxifen, se
tomaron fotografias como se ilustra en la Figura 10, en donde se observa que conforme
aumenta la concentracion del farmaco, existe una mayor cantidad de células desprendidas de
la monocapa. Sin embargo, este cambio es gradual conforme aumenta la concentracion del
farmaco antineoplasico. Ademas del desprendimiento de las células, también se observa una

ligera la modificacion de la morfologia y del tamafio de algunas células de cancer de mama.

En la Figura 11, se observan los cambios morfolégicos, producidos por la incubacién de las
diferentes concentraciones de tamoxifen en las células de cancer de mama MDA-MB-231.
Es evidente que conforme aumenta la concentracion de tamoxifen existe una mayor cantidad
de celulas desprendidas de la monocapa, y se observa un ligero cambio en el tamafio y la

morfologia celular.
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MCE-7 Tamoxifen

A

Control 5.51 pg/ml 7.43 ug/ml 9.28 ug/ml

Figura 10. Evaluacion morfologica del efecto citotoxico de diferentes concentraciones de
tamoxifen en la linea celular de cancer de mama MCF-7 con respecto a las células control

(sin tratamiento). Observado por microscopia dptica a un aumento de 100x.

MDA-MB-231 Tamoxifen
Control 5.51 pg/ml 7.43 pg/ml 9.28 pg/ml

Figura 11. Evaluacion morfoldgica del efecto citotoxico de diferentes concentraciones de
tamoxifen en la linea celular de cancer de mama MDA-MB-231 con respecto su control

(células sin tratamiento). Observado por microscopia Optica a un aumento de 100x.
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5.7 Evaluacion del tipo de muerte celular por apoptosis y necrosis en células

de cancer de mama expuestas a diferentes concentraciones de tamoxifen

Para determinar el tipo muerte celular (por apoptosis 0 necrosis) que ocasionaba la exposicion
de células de cancer de mama al tamoxifen, se realizd un andlisis por citometria de flujo.
Como se muestra en la Figura 12, estos resultados, se graficaron como el porcentaje del tipo
de muerte celular (necrosis, apoptosis temprana y apoptosis tardia), asi como la viabilidad

celular con respecto a la concentracion de tamoxifen afiadida al cultivo.

En la Figura 12a se puede observar que las células de cancer de mama MCF-7 sin tamoxifen
(0 pg/ml) presentan 1.59% de necrosis, 8.69% de apoptosis temprana y un 11.53% de
apoptosis tardia. Posteriormente, se observa un efecto dosis-dependiente de la apoptosis
tardia respecto del aumento de la concentracion del farmaco. De tal modo que a una
concentracion de 7.43 pg/ml se presenta 27.09% de apoptosis temprana y un 12.94% de
apoptosis tardia. Mientras que para la concentracion de 9.28 pg/ml se registra 13.80% de

apoptosis temprana y un 26.53% de apoptosis tardia.

En la Figura 12b se puede observar que las células de cancer de mama MDA-MB-231 sin
tamoxifen (0 pug/ml) presentan 0.91% de necrosis, 1.17% de apoptosis temprana y un 1.52%
de apoptosis tardia. Posteriormente, se observa un efecto dosis-dependiente de la apoptosis
tardia respecto del aumento de la concentracion del farmaco. De tal modo que a una
concentracion de 5.51 pg/ml se presenta 6.66% de apoptosis temprana y un 19.18% de

apoptosis tardia. Mientras que para la concentracion de 7.43 pg/ml se registra 6.37% de
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apoptosis temprana y un 19.66% de apoptosis tardia. Finalmente, a una concentracion de 9.28

pg/ml se presenta 6.16% de apoptosis temprana y un 26.46% de apoptosis tardia.

a) MCF-7 b) MDA-MB-231

100 100

= Vivas

= Vivas

B3 Apoptosis tardia
75 =3 Apoptosis temprana
B3 Necrosis

B3 Apoptosis tardia
75 B3 Apoptosis temprana

50 50

25 25

: il §n

0 5.51 7.43 9.28 0 5.51 7.43 9.28

Viabilidad celular (%)

Viabilidad celular (%)

Tamoxifen (pug/ml) Tamoxifen (ug/ml)

Figura 12. Evaluacion del tipo de muerte celular inducido por tamoxifen en las lineas

celulares de cancer de mama a) MCF-7 y b) MDA-MB-231.

5.8 Evaluacion el efecto sinérgico de las AgNPs en combinacién con

tamoxifen en células de cancer de mama MCF-7

Para evaluar el efecto sinérgico que tienen las AgNPs en combinacion con el farmaco
antineoplasico en células de cancer de mama MCF-7, se realizaron ensayos de viabilidad
celular, como se muestra en la Figura 13. Estos resultados, se graficaron como el porcentaje
de viabilidad celular con respecto a la concentracion de AgNPs afiadidas al cultivo y la

concentracion de tamoxifen utilizado.
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Las barras grises de la Figura 13 corresponden a las diferentes concentraciones de AgNPs
agregadas al cultivo, mientras que las barras de color morado representan los tratamientos
con las diferentes concentraciones de AgNPs y 5.51 pg/ml de tamoxifen. Para los
tratamientos con AgNPs y 7.43 pg/ml de farmaco, se graficaron los resultados con barras de
color azul y para la concentracion de 9.28 pg/ml de tamoxifen las barras son de color

anaranjado.

Como se puede observar en la Figura 13 existe una disminucion de la viabilidad celular
cuando se agregan diferentes concentraciones de las AgNPs, y este comportamiento es
dependiente de la concentracion. Se observa una disminucion de la viabilidad en las
concentraciones de 2.5 y 3.5 pg/ml en combinacion con 5.51; 7.43 y 9.28 pg/ml de
tamoxifen. Por lo que se puede decir que para esas concentraciones de tamoxifen las

nanoparticulas ayudan a potenciar la muerte celular.

Por otro lado, se observa que no existe una diferencia significativa en la disminucion de la
viabilidad celular al ser tratadas con 4.5y 5 pg/ml AgNPs y 5.51 y 7.43 ug/ml de tamoxifen.
Sin embargo, a una concentracion de 5 pg/ml AgNPs y 25 uM de tamoxifen, si se observa

una diferencia significativa en el tratamiento.
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Figura 13. Efecto antiproliferativo sinérgico de las AgNPs en presencia de diferentes
concentraciones de farmaco tamoxifen en células de cancer de mama MCF-7. Los resultados
representan el promedio + desviacion estandar de tres experimentos independientes. * p

<0,05; ** p <0,01 y *** p <0,001.
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5.9 Evaluaciéon de la morfologia de células de cancer de mama MCF-7
expuestas a diferentes concentraciones de AgNPs en combinacién con

tamoxifen

Debido a que los resultados graficados en la Figura 13 demuestran un decremento en la
viabilidad celular que depende de la combinacion de las diferentes concentraciones de
AgNPs y farmaco antineoplasico, se decidié tomar fotografias para corroborar dichos

resultados.

Después de incubar las células MCF-7 en presencia de diferentes concentraciones de

tamoxifen y AgNPs se tomaron las fotografias que se observan en la Figura 14.

En la Figura 14a es posible observar una muerte celular potenciada conforme aumenta la
concentracion de AgNPs en combinacion con una concentracion fija de 7.43 pg/ml de
tamoxifen. Cabe destacar, que en las concentraciones de 3.5, 4.5 y 5 pug/ml de AgNPs, se
observa que todas las células han cambiado de morfologia y tamafio, ademas de que su

desprendimiento de la placa de cultivo celular es evidente.

También, en la Figura 14b se observa una muerte celular potenciada conforme aumenta la
concentracion de AgNPs en combinacion con una concentracion fija de 7.43 pg/ml de

tamoxifen. Se observa que todas las células han cambiado de morfologia, tamafio y que estan
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desprendidas de la superficie de la placa de cultivo, siendo evidente que a 5 pg/ml de AgNPs,

existen muy pocas células adheridas a la caja.

Por otro lado, en la Figura 14c se observan cambios en la morfologia celular més
significativos, en donde se demuestra que las concentraciones de 3.5, 4.5y 5 ug/ml de AgNPs
en combinacion con una concentracion fija de 9.28 pg/ml de tamoxifen, ocasionan un efecto
citotoxico en las células MCF-7, provocando un cambio més dréstico de tamafio, morfologia

y la pérdida de la adhesion a la placa de cultivo celular.
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Figura 14. Evaluacion morfolégica de la linea celular MCF-7 incubada con diferentes
concentraciones de AgNPs y tamoxifen. Observado por microscopia éptica a un aumento de
100x.




5.10 Evaluacion del tipo de muerte celular en células de cancer de mama
MCF-7 expuestas a diferentes concentraciones de AgNPs en combinacion

con tamoxifen

Para determinar el tipo de muerte celular que ocasionaba la exposicion a diferentes
concentraciones de AgNPs en combinacidon de una concentracion fija de tamoxifen, en
células de cancer de mama MCF-7, se realiz6 un andlisis por citometria de flujo. Como se
muestra en la Figura 15, los resultados se graficaron como el porcentaje del tipo de muerte

celular y de células vivas respecto de la concentracion de AgNPs afiadidas al cultivo.

En la Figura 15a se pueden observar los resultados para el tratamiento de las células MCF-7
incubadas con 5.51 pg/ml de tamoxifen y concentraciones crecientes de AgNPs. En los
resultados se muestra que las células control, es decir aquellas sin tratamiento con AgNPs (0
pg/ml) ni tamoxifen presentan 1.59% de necrosis, 8.69% de apoptosis temprana y un 11.53%
de apoptosis tardia. Exceptuando los datos obtenidos para la concentracion de 3.5 pg/ml de
AgNPs (0.90% de necrosis, 13.57% de apoptosis temprana y un 38.23% de apoptosis tardia),
en las deméas concentraciones de AgNPs, se presenta un incremento en la apoptosis tardia
que es proporcional al incremento de la concentracion de AgNPs utilizadas, siendo las
concentraciones de 4.5 y 5 pg/ml de AgNPs las que presentan un mayor porcentaje de

apoptosis tardia, siendo estos 21.64% y 24.39%, respectivamente.

Mientras que para los tratamientos con 7.43 pg/ml de tamoxifen, las células MCF-7 sin

tratamiento presentaron un 1.59% de necrosis, 8.69% de apoptosis temprana y un 11.53% de
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apoptosis tardia. Y exceptuando a los resultados del porcentaje de apoptosis tardia inducido
con la incubacion con 4.5 pg/ml de AgNPs, todas las demas concentraciones de AgNPs,
indujeron apoptosis tardia en una mayor proporcion que la apoptosis temprana y este
comportamiento es dosis-dependiente. Siendo el mejor tratamiento para las concentraciones
de 3.5 pg/ml de AgNPs en donde se presenta 1.3% de necrosis, 11.28% de apoptosis
temprana y un 19.47% de apoptosis tardia y 5 pg/ml de AgNPs, en el que se registraron

1.07% de necrosis, 11.57% de apoptosis temprana y un 25.27% de apoptosis tardia.

Para los tratamientos con 9.28 pg/ml de tamoxifen (Figura 15c), las células MCF-7 sin
tratamiento presentaron 1.59% de necrosis, 8.69% de apoptosis temprana y un 11.53% de
apoptosis tardia. Y exceptuando a los resultados del porcentaje de apoptosis tardia inducido
con la incubacion con 2.5y 4.5 pg/ml en AgNPs, se presenta un incremento en la apoptosis
tardia que es proporcional al incremento de la concentracion de AgNPs utilizadas, siendo la
concentracion de 3.5 y 5 pg/ml en AgNPs las que presentan un mayor porcentaje de apoptosis

tardia, siendo estos 21.37% y 22.54%, respectivamente.
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Figura 15. Evaluacion del tipo de muerte celular inducido por la incubacion con diferentes
concentraciones de AgNPs en células de cancer de mama MCF-7 y las siguientes

concentraciones de tamoxifen: a) 5.51 pg/ml, b) 7.43 pg/mly c) 9.28 pg/ml.
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5.11 Evaluacién el efecto sinérgico de las AgNPs en combinacion con el

tamoxifen en células de cancer de mama MDA-MB-231

Para evaluar el efecto sinérgico que tienen las AgNPs en combinacion con el farmaco
antineoplasico en células de cancer de mama MDA-MB-231, se realizaron ensayos de
viabilidad celular, como se muestra en la Figura 16. Estos resultados, se graficaron como el
porcentaje de viabilidad celular con respecto a la concentracion de AgNPs afiadidas al cultivo

y la concentracion de tamoxifen utilizado.

Las barras grises de la Figura 16 corresponden a las diferentes concentraciones de AgNPs
agregadas al cultivo, mientras que las barras de color azul representan los tratamientos con
las diferentes concentraciones de AgNPs y 5.51 pg/ml de tamoxifen. Para los tratamientos
con AgNPs y 7.43 ug/ml se graficaron los resultados con barras de color rojo y para 9.28
pg/ml de tamoxifen de color verde. Como se puede observar en la Figura 16, existe una
disminucion de la viabilidad celular cuando se agregan diferentes concentraciones de las
AgNPs, y este comportamiento es dependiente de la concentracién. Por otro lado, se observa
que no existe una diferencia significativa en la disminucién de la viabilidad celular al ser
tratadas con AgNPs y 5.51 y 7.43 pug/ml de tamoxifen. Sin embargo, a una concentracion de

9.28 ug/ml de tamoxifen, si se observan diferencias significativas en el tratamiento.
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Figura 16. Evaluacion de la actividad citotdxica sinérgica de las diferentes concentraciones
de AgNPs en combinacion con diferentes concentraciones de tamoxifen en células de cancer
de mama MDA-MB-231. Los resultados representan la media + desviacion estandar de tres

experimentos independientes. * p <0,05; ** p <0,01 y *** p <0,001.

61




5.12 Evaluacion de la morfologia de células de cancer de mama de la linea
celular MDA-MB-231 expuestas a diferentes concentraciones de AgNPs en

combinaciéon con tamoxifen

Debido a que los resultados graficados en la Figura 16 demuestran un decremento en la
viabilidad celular en los tratamientos de sinergia se decidi6 tomar fotografias para corroborar

dichos resultados.

En la Figura 17a se observa una muerte de las células MDA-MB-231 que es potenciada
conforme aumenta la concentracion de AgNPs en combinacidn con una concentracion fija
de 5.51 pg/ml de tamoxifen. Ademas, se observa que todas las células han cambiado de
morfologia y tamafio y existe un desprendimiento de células en todas las concentraciones

evaluadas de AgNPs en combinacion con tamoxifen.

Para el caso de la Figura 17b, se observa una muerte celular potenciada conforme aumenta
la concentracion de AgNPs en combinacion con una concentracion fija de 7.43 pg/ml de
tamoxifen. Es posible observar que las células han cambiado de morfologia y se han hecho
mucho mas pequefas y redondas, ademas de que se observan células que se han desprendido
de la placa de cultivo y esto es evidente en todas las concentraciones de AgNPs en

combinacion con Tamoxifen.

En la Figura 17c, se observa una muerte celular mucho maés evidente conforme aumenta la

concentracion de AgNPs afiadidas al cultivo celular en combinacidn con una concentracion
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fija de 9.28 pg/ml de tamoxifen. En las fotografias, es posible identificar que las
concentraciones mayores de los tratamientos, ocasionan que las células cambien su
morfologia a una mas redondeada y pequefia. Ademas de que se desprenden de la caja de

cultivo celular, los cuales son claro signos de que las células tienen algun tipo de dafio.
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Figura 17. Evaluacion del cambio morfolégico inducido en la linea celular de cancer de
mama MCF-7 en relacion a la concentracion de AgNPs agregadas en combinacion con el
tamoxifen. Observado por microscopia dptica a un aumento de 100x.
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5.13 Evaluacion del tipo de muerte celular de la linea de cancer de mama
MDA-MB-231 expuesta a diferentes concentraciones de AgNPs en

combinaciéon con tamoxifen

Para determinar el tipo de muerte celular que ocasionaba la exposicién de diferentes
concentraciones de AgNPs en combinacion de una concentracion fija de tamoxifen en células
de cancer de mama MDA-MB-231, se realiz6 un andlisis por citometria de flujo. Como se
muestra en la Figura 15, los resultados se graficaron como el porcentaje del tipo de muerte

celular con respecto de la concentracion de AgNPs afiadidas al cultivo.

En la Figura 18a se puede observar los resultados para el tratamiento de las celulas MCF-7
incubadas con 5.51 pg/ml de tamoxifen y concentraciones crecientes de AgNPs. En los
resultados se muestra que las células control, es decir aquellas sin tratamiento con AgNPs (0
pg/ml) ni tamoxifen presentan 0.91% de necrosis, 1.17% de apoptosis temprana y un 1.52%
de apoptosis tardia. A una concentracion de 2.5 pg/ml, se registra 22.56% de necrosis, 5.72%
de apoptosis temprana y un 17.17% de apoptosis tardia. A una concentracion de 3.5 pg/mi
se presenta 21.9% de necrosis, 4.81% de apoptosis temprana y un 21.81% de apoptosis tardia.
A una concentracion de 4.5 pg/ml se registra 25.36% de necrosis, 5.49% de apoptosis
temprana y un 15.29% de apoptosis tardia. A una concentracion de 5 pg/ml se presenta

24.02% de necrosis, 5.03% de apoptosis temprana y un 17.36% de apoptosis tardia.

Mientras que para los tratamientos con 7.43 ug/ml de tamoxifen (Figura 18 b) las células

MDA-MB-231 sin tratamiento presentaron un 0.91% de necrosis, 1.17% de apoptosis
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temprana y un 1.52% de apoptosis tardia. Para las otras concentraciones de AgNPs, se
reporta un porcentaje creciente de apoptosis tardia, del cual se obtiene un efecto de dosis-
dependiente. Exceptuando la concentracion de 5 pg/ml (23.67% de necrosis, 4.86% de
apoptosis temprana y un 23.3% de apoptosis tardia). A una concentracion de 2.5 pg/ml, se
registra 22.04% de necrosis, 4.44% de apoptosis temprana y un 17.83% de apoptosis tardia.
A una concentracion de 3.5 pg/ml se presenta 22.04% de necrosis, 4.42% de apoptosis
temprana y un 20.52% de apoptosis tardia. A una concentracion de 4.5 pg/ml se registra
20.33% de necrosis, 5.19% de apoptosis temprana y un 24.27% de apoptosis tardia, siendo

esta la concentracion que presenta mayor porcentaje de apoptosis tardia.

Para los tratamientos con 9.28 pug/ml de tamoxifen (Figura 18c), las células MDA-MB-231
sin tratamiento presentaron 0.91% de necrosis, 1.17% de apoptosis temprana y un 1.52% de
apoptosis tardia. Y exceptuando a los resultados del porcentaje de apoptosis tardia inducido
con la incubacién con 4.5 y 5 pg/ml en AgNPs, las demas concentraciones de AgNPs,
indujeron apoptosis tardia en una mayor proporcion que la apoptosis temprana y este
comportamiento es dosis-dependiente. A una concentracion de 2.5 pg/ml, se registra 12.75%
de necrosis, 5.21% de apoptosis temprana y un 33.55% de apoptosis tardia. A una
concentracion de 3.5 pg/ml se presenta 19.08% de necrosis, 4.71% de apoptosis temprana y

un 29.59% de apoptosis tardia.
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Figura 18. Evaluacion del tipo de muerte celular de la linea celular MDA-MB-231 expuesta
a diferentes concentraciones de AgNPs en combinacion con una concentracion fija de

tamoxifen a) 5.51 pg/ml, b) 7.43 pg/mly ¢) 9.28 pug/ml.
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6. DISCUSION

Las nanoparticulas de plata (AgNPs) son el nanomaterial con mayor nimero de aplicaciones
comerciales y biomédicas debido a sus propiedades antibacterianas, antifungicas y antivirales
30,31 Por estas razones, la exposicion a este tipo de nanomaterial es elevada y justifica el

estudio de su citotoxicidad en sistemas biologicos.

Las AgNPs, también han sido estudiadas como agentes antiproliferativos en distintas lineas
celulares de mamiferos que incluyen, entre otros, glioblastoma humano (U251), células
pluripotentes de carcinoma testicular humano (NT2), células de hepatocarcinoma humano
(HepG2), células normales de fibroblastos de pulmén humano (IMR-90) y células
mononucleares de sangre periférica humana normal (PBMC) ?28.29.454647.48,49,505152
encontrandose que las AgNPs inducen citotoxicidad dosis-dependiente en esas lineas

celulares evaluadas.

Se ha propuesto que esta accidn citotoxica se ejerce por la internalizacién de las AgNPs o de
los iones plata que se liberan de las mismas. En cualquier caso, esta interaccion induce la
produccion de especies reactivas de oxigeno lo que produce dafio celular, principalmente, en
la mitocondria y, como consecuencia, se desencadena la muerte celular programada o

apoptosis 3.

La gran mayoria de los estudios antes mencionados, se especializan en las evaluaciones

citotoxicas, pero son escasos los estudios de evaluacion genotdxica de las AgNPs en lineas
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celulares de mamiferos >34y en caso de que existan, se ha reportado que todas las
concentraciones de esas formulaciones de AgNPs evaluadas son genotdxicas. Entonces, para
el caso del tratamiento anticancerigeno, es necesario encontrar nanomateriales con
propiedades antiproliferativas y, ademas, que ocasionen un bajo o nulo efecto genotdxico,
esto con la finalidad de disminuir o inclusive eliminar los efectos secundarios asociados a las

terapias anticancerigenas in vivo.

En el grupo de investigacion en el que se desarrollé este trabajo, se descubrio6 recientemente,
que las AgNPs de la formulacion Argovit™ no ocasionaban dafios genotoxicos a
concentraciones levemente superiores a la 1Cso, sin embargo, a esa misma concentracion si

se observaba un efecto citotdxico en diferentes lineas celulares de cancer3*.

Es importante recalcar que estas nanoparticulas son las Gnicas AgNPs que cuentan con
certificados internacionales de instancias gubernamentales para su uso como cosmeético, en
aplicaciones médicas y en veterinaria. Debido a ello, es que en este trabajo se decidio evaluar
el efecto citotoxico de las AgNPs Argovit™ en células de cancer de mama MDA-MB-231y
MCF-7 y su efecto antiproliferativo sinérgico en combinacion con el tamoxifen, que es uno

de los farmacos de primera linea utilizado en el tratamiento del cancer de mama.

Los motivos por los que se eligieron las lineas celulares MDA-MB-231 y MCF-7 es debido
a que son las lineas celulares de cancer de mama mas estudiadas, ademas de ser las mas
conocidas. Es importante mencionar que la linea celular MCF-7 representa a un tipo de

células cancerosas que tienen receptores de estrégeno, progesterona, HER2 y HER2- por lo
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que esta linea celular puede procesar el tamoxifen y ser sensible al tratamiento con este
farmaco. Por otro lado, la linea celular MDA-MB-231 es una linea celular de cancer de mama
conocida como “triple negativo” lo que significa que no contiene los receptores mencionados

anteriormente y es mas resistente a farmacos hormono-terapeuticos como el tamoxifen.

Por lo anterior y tomando en cuenta el trabajo reportado por un grupo de investigacion de
Kovacs y colaboradores “°, en donde encontraron que las AgNPs pueden tener un efecto
sinérgico antiproliferativo en combinacion con farmacos anticancerigenos en células de
cancer de colon quimiorresistentes, es que surge la idea de combinar las AgNPs con farmacos
antineoplasicos, en células de cancer de mama que tengan una sensibilidad intrinseca

disminuida hacia la terapia con el tamoxifen.

Es por eso que en este trabajo se evalud la citotoxicidad de las AgNPs a distintas
concentraciones, que abarcaban una concentracién menor y otra superior a la 1Cso, los
resultados demostraron que la viabilidad celular con respecto de la concentracion de
nanoparticulas administrada es dosis-dependiente en ambas lineas celulares (MDA-MB-231
y MCF-7), lo cual concuerda con los resultados previamente reportados por Juarez-Moreno
y colaboradores 4. Para el caso de la susceptibilidad al tamoxifen, se observa el mismo
efecto en el rango de concentraciones de 5.51 a 9.28 pg/ml. Estos efectos fueron identificados
y corroborados mediante ensayos de citotoxicidad por colorimetria (ensayos de MTT),

imagenes capturadas mediante microscopia optica y citometria de flujo.
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Del mismo modo, se evalud la citotoxicidad de distintas concentraciones de AgNPs en
combinacion con el farmaco antineoplasico tamoxifen y se encontré un efecto de muerte
celular potenciada en todos los tratamientos administrados en ambas lineas celulares (MDA-
MB-231 y MCF-7). Estos efectos fueron identificados y a su vez corroborados mediante
ensayos de MTT, imagenes capturadas mediante microscopia optica y citometria de flujo.
Después de llevar a cabo el andlisis de los resultados, se puede decir que, la linea celular

MDA-MB-231 es mas susceptible al tratamiento de AgNPs combinado con tamoxifen.

De esta forma, se puede decir que, este es el primer trabajo en donde se ha encontrado un
efecto sinérgico de las AgNPs Argovit en combinacién con el farmaco antineoplasico
tamoxifen. Donde se revel6 que las mejores concentraciones donde se observd un efecto
sinérgico entre las AgNPs y el tamoxifen en las células MDA-MB-231 fueron las
concentraciones de 3.5ug/ml con el farmaco tamoxifen a una concentracion de 7.43 pg/ml
debido a que esta concentracion de AgNPs no son genotoxicas 3*y esta concentracion de
tamoxifen provoca muy bajo dafio genotdxico 534355758 Con ello, se abre la oportunidad
de estudiar y entender los mecanismos cito y genotoxicos que ocasiona esta combinacién en
células de mamiferos y células de cancer, con la posibilidad de utilizar este tipo de

nanoparticulas en futuras aplicaciones biomédicas en relacion al tratamiento del cancer.
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7. CONCLUSIONES

e Se observd que existe un efecto antiproliferativo sinérgico in vitro, resultante de la
combinacion de AgNPs con el farmaco antineoplasico tamoxifen en células de cancer
de mama MCF-7 y MDA-MB-231.

e Se determiné que las células MDA-MB-231 son tres veces mas susceptibles al efecto
citotoxico sinérgico que las células MCF-7.

e Se observo un efecto antiproliferativo sinérgico en las células MDA-MB-231 lo que
ocasionaba una viabilidad celular menor al 20%, cuando las células fueron tratadas
con una concentracion de AgNPs de 3.5ug/ml y 7.43 pg/ml del farmaco tamoxifen.

e Lacombinacion del farmaco tamoxifen a una concentracion de 9.28 pg/ml junto con
las AgNPs a 4.5ug/ml, tienen el mejor efecto sinérgico antiproliferativo en células de
cancer de mama MCF-7, disminuyendo la viabilidad celular al 30%.

e Las AgNPs pueden potenciar el efecto antiproliferativo del tamoxifen en las lineas
celulares de cancer de mama MDA-MB-231 y MCF-7, reduciendo en un 20% la
cantidad de farmaco utilizado.

e Este trabajo sienta las bases para futuros estudios de optimizacion de las
concentraciones de AgNPs y farmacos antineoplasicos para el tratamiento de otros

tipos de cancer.
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8. PERSPECTIVAS

De la informacion de este trabajo, se ha observado que las AgNPs combinadas con el
tamoxifen, promueven la muerte celular por apoptosis en las células de cancer de mama. Por
lo tanto, es importante conocer si estos tratamientos inducen la produccion de especies
reactivas de oxigeno intracelulares y si éstas pueden regular los procesos toxicos como el
estrés oxidativo celular, lo cual, es uno de los principales mecanismos de induccion de la

apoptosis.

El siguiente paso en este trabajo, seria determinar los efectos que las AgNPs tienen sobre el
material genético de las células, esto es, los dafios al ADN mediante ensayos de
genotoxicidad, para determinar si la combinacion de las AgNPs y el farmaco tamoxifen

induce algun tipo de efecto genotdxico en células de cancer y en células no neoplésicas.

Seria recomendable emplear técnicas de biologia molecular para identificar los mecanismos
moleculares que inducen la citotoxicidad en las células de cancer de mama, en especial,

aquellas que son menos sensibles al tamoxifen, como las MDA-MB-231.

Por ultimo, seria importante evaluar esta misma actividad sinergica en un modelo in vitro de
células quimiorresistentes, con la finalidad de determinar si la combinacion de AgNPs y

farmaco antineoplésico, puede re-establecer la sensibilidad al farmaco.
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