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RESUMEN

De la tesis de Karla Iliana Juarez Herrera, presentada como requisito para la
obtencion del titulo de Bioingeniera.

Ensenada, Baja California, 5 de septiembre del 2022.

EVALUACION DE ACTIVIDAD ANTIPROLIFERATIVA Y
EFECTO CITOTOXICO DE NANOPARTICULAS DE PLATA
(AgNPs) EN LA LINEA CELULAR DE CANCER DE MAMA
TRIPLE NEGATIVO MDA-MB-231

Resumen aprobado por: ‘\ ‘
/‘:
Dra. Yanis 1oledano Magafia

Directora

En la actualidad el uso de la nanotecnologia se plantea como una alternativa
en diferentes industrias. En particular, las posibles aplicaciones biomédicas de
diferentes nanomateriales han llamado la atencion de diversos grupos de
investigacion a nivel mundial. En este sentido, las nanoparticulas de plata han
sido ampliamente estudiadas por sus aplicaciones en el tratamiento de cancer.
En el presente trabajo, se determind la capacidad antiproliferativa de dos
formulaciones de nanoparticulas de plata Argovit etiquetadas como 4 y 5, en
la linea celular de cancer de mama triple negativo MDA-MB-231. Los
resultados se analizaron estadisticamente con una ANOVA de dos vias, siendo
la formulacion 4 las mas efectiva contra esta linea tumoral, utilizando una
concentracion de 10uM. Se selecciond esta linea celular debido a que no
contiene receptores de estrogenos ni progesterona y tampoco produce un
exceso de la proteina HER2, marcadores que se utilizan para diagndstico, por
lo que la tasa de sobrevida es de entre el 3 y el 15% a los 5 afios. Por otra
parte, las nanoparticulas de plata Argovit, representan una familia de
nanoparticulas que solo difieren en las caracteristicas del polimero que las
recubre. Han demostrado tener baja o nula, citotoxicidad en células sanas y
genotoxicidad en modelos celulares y vegetales.

Palabras clave: nanoparticulas de plata, viabilidad celular, cincer de mama
triple negativo.
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1. INTRODUCCION

1.1 NANOTECNOLOGIA

1.1.1 HISTORIA DE LA NANOTECNOLOGIA

Los nanomateriales son un descubrimiento muy reciente, sin embargo, siempre han estado
presentes en la naturaleza, pero no de manera visible al ojo humano. Algunos ejemplos son:
¢ Vidrio dicroico: Fue utilizado para la fabricacion de la copa de Licurgo, que
se caracteriza por cambiar su color segun la iluminacién que se le
proporcione. Utilizaron nanoparticulas de oro y plata de 5 y 60 nm en su
composicion.
¢ Esmaltado arabe: En la Edad Media y Renacimiento utilizaban un lustre
metalizado con brillos que evocaban el oro y el cobre. Esta técnica se
desarrolld debido a que fue prohibido el uso de materiales preciosos para
elaborar obras de arte.
¢ Nanometria y vidrieras: Los famosos vitrales goticos y renacentistas
contenian decoraciones de nanoparticulas metalicas, producto de los 6xidos
usados para la coloracion.
¢ Acero de Damasco: Fue utilizado durante los siglos XII y XIII. Para las
espadas de la capital siria, se realizaban con técnicas de fundicion y
enfriamiento lento. Lo que permitia la presencia de las nanoparticulas de

carbono, dicha aparicion le otorgaba esa caracteristica durabilidad.

A finales del siglo XX se comenzaron a sintetizar nanomateriales que no existian en la
naturaleza. Existe una gran variedad de nanomateriales, y pueden contener tanto moléculas
de origen natural como materiales artificiales. Ademads, a finales del mismo siglo, el avance
de la Ooptica fue considerablemente alto por lo que se hicieron microscopios mas
sofisticados, afiadieron haces de electrones en lugar de la luz natural, lo que permitié

mejorar el analisis de la composicion de los materiales.



La nanotecnologia dio inicio con el fullereno ya que aseguraban que tenia el potencial de
ofrecer cambios en la vida cotidiana, posteriormente llegaron los nanotubos de carbono,
seguidos por el grafeno, del que todavia no aparece un sustituto [1]. Debido a sus
propiedades, los nanomateriales tienen un sinfin de aplicaciones tecnologicas, biomédicas,
farmacoldgicas y de ingenieria destacando materiales como nanoparticulas, nanopolimeros,
nanomateriales organicos u otros basados en el carbono [2].

Recientemente la utilizacion de nanoparticulas ha tenido reconocimiento debido a sus
aplicaciones biomédicas como catalisis de reacciones enzimaticas, deteccion de DNA,
ingenieria de materiales, entre otras. Por otro lado, la plata ha sido utilizada durante afios
para quemaduras y heridas. También se le conoce por sus propiedades microbianas ante
mas de 650 patogenos entre ellos bacterias, hongos y virus. Por eso, el uso de
nanoparticulas de plata se incrementd en areas como métodos de liberacion de farmacos,
antimicrobianos en empaques inteligentes y el desarrollo de AgNPs con moléculas o

sustratos [3].

1.1.1.1 DESARROLLO DE NANOMATERIALES PARA DIFERENTES APLICACIONES

Hoy en dia el uso de los nanomateriales esta tomando mucha importancia y por lo tanto,

se estdn empleando en muchas areas, por ejemplo:

e Desarrollo de nanocatalizadores para la tecnologia de celdas de
combustibles y electrolizadores tipo PEM que tiene como objetivo disminuir
el costo de la tecnologia de celdas de combustibles, desarrollar catalizadores
mas econdmicos, eficientes y mas estables [4].

e En la produccion y almacenamiento de energia desarrollando pilas de
combustibles sdlidos ligeros nanoestructurados que hacen mas eficaz el

almacenamiento del hidrégeno.



e Avance de la ciencia de los materiales utilizando las nanotecnologias para
reforzar materiales o cosméticos.

e Fabricacion de instrumentos para estudiar las propiedades de la materia a
una escala nanométrica, donde tendria mucha aplicacion al crear procesos de
fabricacion basados en técnicas convencionales como lo son las técnicas de
disposicion por plasma de recubrimientos nanoestructurados a partir de la
inyeccion directa de precursores liquidos.

e Desarrollo de instrumentos para detectar y neutralizar la presencia de
microorganismos o plaguicidas. utilizando técnicas de nanoetiquetado
miniaturizado.

e Mc¢étodos de recuperacion basados en el uso de nanotecnologias que
permitan paliar y limpiar el efecto de la contaminacion y otros dafios
medioambientales.

e Nuevos sistemas de deteccion de alta especificidad de alerta precoz ante

agentes quimicos o biologicos [5].

Dentro de los usos mas prometedores se encuentran las aplicaciones biomédicas. En este
caso se han estudiado nanomateriales para su uso como acarreadores de farmacos,

adyuvantes, tratamientos de liberacion prolongada o directamente como farmacos [6, 7, 8].

1.1.2 NANOMATERIALES PARA APLICACIONES BIOMEDICAS

Actualmente el uso de nanomateriales ha abierto nuevas ventanas para la mejora de
tratamientos y la prevencion de enfermedades como cancer de ovario, cancer de mama,
colesterol elevado, afecciones renales, entre otras. El uso de la nanotecnologia en la
medicina, ha podido diagnosticar enfermedades desde adentro del cuerpo a nivel celular o
molecular, esto ha sido posible con el uso de nanodispositivos y colorantes fluorescentes en
imagenologia. Estos nanomateriales tienen caracteristicas sobresalientes al tener una buena
dispersion oOptica, biocompatibilidad y la capacidad de unirse a distintos ligandos

incluyendo



a las células blanco lo que hace que los nanomateriales sean aun mas prometedores, al

generar una imagen y transportar medicamentos hace el tratamiento mas especifico [9].

Existen diversos nanomateriales que han demostrado su potencial aplicacion
biomédica, entre ellos resaltan:

e Nanoparticulas magnéticas (NPMs) esto debido a su pequefio tamano que
permite una interaccion a nivel celular, subcelular e incluso a nivel
molecular que es de gran utilidad para ser utilizado como agente de
contraste en imagen de resonancia magnética y por lo tanto ser 1til para el
diagnostico de diferentes patologias [10].

e Nanomateriales poliméricos como el quitosano, es un polimero natural
reconocido por sus ventajas (facil disponibilidad, biocompatibilidad,
actividad antimicrobiana y naturaleza hidrofilica que facilita la adhesion) y
bajo costo. Es muy empleado en forma de polvo el cual se utiliza en
formulaciones de medicamentos orales [11].

e [os nanomateriales hibridos de metales nobles se han estudiado por sus
propiedades ajustables con precision modificando algunos parametros como
tamafio, forma, composicion, etc. Sus aplicaciones biomédicas: diagnostico
in vivo e in vitro, liberacion de farmacos, teragnosis que combina el
diagnostico como el tratamiento de cancer [12].

e [os nanomateriales peptidicos son utilizados en equipos € instrumentos
quirurgicos en las jeringas, bolsas para sangre o suero, adhesivos, cintas
elasticas, vendas. Por otro lado, son usados en las aplicaciones permanentes
dentro del organismo como las protesis o implantes ortopédicos, elementos
de fijacion como cementos dseos, membranas y componentes de drganos
artificiales [13].

e Las nanoparticulas de azul de Prusia (PBNPs) se utilizan para distintas
actividades como: diagndstico tumoral en inmunosensores electroquimicos
se han realizado estudios e investigaciones sobre cOmo mejorar la

determinacion de biomarcadores. También en la resonancia magnética, para



mejorar la sensibilidad y obtener una imagen de mayor calidad. Ademas, se
pueden utilizar para la administraciéon de medicamentos siempre y cuando

sean huecos o mesoporosos con una cantidad elevada de poros internos [14].

Dentro de las propiedades mas recientes que se han determinado en nanomateriales que
les confieren aplicaciones biomédicas se encuentra su capacidad angiogénica donde las NPs
participan en la liberacion de genes de interés. También se han utilizado para el desarrollo
de vacunas utilizando NPs como adyuvantes, reduciendo la toxicidad, potenciando la
actividad inmunogénica y brindando estabilidad a la vacuna durante su almacenamiento.
También se ha demostrado que la adicion de 1% de NPs en el cemento Oseo evita las

infecciones [9].

En este sentido, las nanoparticulas de plata se encuentran dentro de las mas ampliamente

estudiadas por sus potenciales aplicaciones biomédicas.

1.2 NANOPARTICULAS DE PLATA

1.2.1 TIPOS DE NANOPARTICULAS DE PLATA

Las nanoparticulas se caracterizan por tener un tamafio de entre 1 y 100 nm lo que les
confiere muchas aplicaciones en la industria [15,16], en especial, las nanoparticulas de
plata como su nombre indica, contienen plata, usualmente se encuentra formando un centro
metalico, dentro de los recubrimientos mas reportados se encuentran, polietilenglicol,
monocitrato, bromuro de cetil-trimetil-amonio, polivinilpirrolidona, entre otros. Se ha
reportado que las AgNPs pueden ser funcionalizadas con la utilizacion de carbohidratos,
también con algunos glucanos que tiene ventajas como sistema de transporte de farmacos
mas eficaz y posibilidad de reducir la toxicidad [17]. Este tipo de nanoparticula se ha
estudiado ampliamente y se sabe que hay varios factores que contribuyen a la union de las

AgNPs con moléculas y sustratos, incluyen el tamafio de particula, carga superficial y



recubrimiento, tales como los carbohidratos, asi como proteinas. Ademas, se ha reportado
que las AgNPs tienen propiedades antimicrobianas ante mas de 650 patogenos, por esta

razdn su aplicacion en métodos de liberacion de farmacos en empaques inteligentes.

1.2.2 DIFERENTES TIPOs DE SINTESIS DE AgNPs

En general la sintesis de nanoparticulas se clasifica en, top-down que se caracteriza por
utilizar métodos fisicos y reducir el tamano de agregacion del material hasta obtener una
medida nanométrica y el bottom-up, donde se utilizan métodos quimicos que involucran la

adquisicion de un estado de agregacion nanométrico con un consumo moderado de energia.

El método mas utilizado para la sintesis de AgNPs es la reduccion de una solucion salina
con la plata afiadida y un agente reductor, como, por ejemplo, el borohidruro de sodio,

citrato o ascorbato.

Otro tipo de sintesis es la de Tollens, se utiliza para sintetizar AgNPs con un tamafio mas

uniforme, la reaccién es la siguiente:
Ag(NH3)2 + (ac) + RCHO(ac) - Ag(s) + RCOOH (ac)

Donde (ac) es una disolucion acuosa y (s) es la formacion de un precipitado en la reaccion.
Se ha visto que el tamafio de la AgNPs es proporcional a la concentracion de amonio y del

pH del medio [18].

Una sintesis top-down novedosa es aquella en la que utiliza PLD (Pulse Laser Ablation),
consiste en utilizar un laser de alta potencia dirigido a un blanco sélido con forma de disco
sumergido en una disolucion con precursores. El laser provoca que el blanco se caliente y

como efecto secundario promueve la reaccion de los precursores generando pequenas



particulas. En la técnica del arco de descarga: se obtienen AgNPs con un tamafio inferior a

10 nm utilizando electrodos de Ag en H,O desionizada.

Técnica magnetron sputtering: consiste en bombardear idnicamente del blanco, con iones
de un gas ionizado por accion de un campo eléctrico a baja presion. Se caracteriza por
realizar la sintesis en un solo paso. Se producen NPs de alta pureza y con un control del

tamano de las mismas.

Método no quimico: consiste en acelerar las reacciones quimicas utilizando las ondas de
ultrasonido. Este efecto se ve reflejado en la velocidad de la reaccion quimica de la
radiacion ultrasonica que recae en el fendmeno de la cavitacion que crea “puntos calientes”
en el microambiente, de esta forma se eleva la temperatura y presion. Utilizando este
método se pueden obtener AgNPs monodispersas, donde el Ag” en una disolucion etandlica
de AgNO; se redujo por irradiacion con ultrasonido en presencia de bencilmercaptano, sin

tener que introducir otros reactivos reductores o protectores.

Sintesis electroquimica: Se utiliza una hoja metédlica disuelta anddicamente en un
disolvente aprotico. Con este método se obtienen AgNPs de alta pureza y con tamafos
inferiores a 10 nm, también es posible regular su tamafio ajustando la intensidad de la

corriente [19].

Sintesis verde o biologica: No implica el uso de estabilizadores toxicos, se realizan a partir
de organismos vivos, bacterias, hongos y levaduras. También se utilizan componentes

naturales como limon, aloe vera, algas marinas, alfalfa, te, mostaza, loto y tulsi [20].



Tabla 1. Aplicaciones de las nanoparticulas de plata en el campo biotecnoldgico y

médico. Tomado de: Gholizadeh-Ghaleh Aziz.; et al. (2017). [21]

Tipo

Biotecnologicos

Medicina

Nanoesfera

Modificar la actividad de los
medicamentos, aumentar el tiempo
de permanencia en la piel, retrasar y
controlar ~ la  liberacion  del
medicamento, aumentar la
adherencia del medicamento.

Productos tdépicos farmacéuticos y
cosméticos, Vehiculos de entrega de
antigenos de vacunas que pueden
estabilizar los antigenos de la vacuna y
actuar como adyuvantes, Induccion de
respuestas inmunes celulares humorales
y mejoradas.

Nanorod

Plasmon de superficie longitudinal,
el proceso quimico humedo, el
desarrollo de un agente terapéutico
selectivo, imagenes y diagnosticos.

La terapéutica del cancer, conjugada
con motivos dirigidos a tumores, se
utiliza como biomarcadores selectivos
en biodiagnosticos tics, dirigida
selectiva en terapias fototérmicas.

Nanocables

Deteccion de proteinas y productos
quimicos, Sondas para explorar el
interior de las células, Ensayo
celular, Calcificacion biorrelevante.

Entrega de genes, administracion de
medicamentos.

Nanotubo

Implantes artificiales.

Deteccion de biomarcadores de céancer,
administracion de farmacos,
administracion de acidos nucleicos.

Nanoshell

Estudios In  Vitro, Terapia
Fototérmica In Vivo, Soldadura de
Tejidos, Biosensores.

Deteccion e imagenes de céncer in vitro,
agentes integrados de diagnostico por
imagenes y terapia del cancer,
administracion de medicamentos.

Nanoestrella

Bioetiquetado, Fototermal,
Quimioterapia.

Deteccion de  céancer, imagenes
tumorales.

Nanoprisma

Deshibridacion de acidos nucleicos
controlada plasmoénicamente,
bioimagen.

Administracion de farmacos,
aplicaciones diagndsticas.




Nanoplaca Células solares sensibilizadas con | Deteccion de glucosa, deteccion de
colorante, reduccidon catalitica de | H202 sin enzimas.
4-nitrofenol.
Nanodisco Estudios de proteinas de membrana, | Administracion de farmacos, deteccion
fotoluminiscencia, biosensores | de nitritos.
ultrasensibles, mejora de campo.
Nanocubo Unién molecular en superficies de | Oxidacion de acido formico, metanol y
membrana, Conjugados Polivalentes | electrooxidacion de etanol.
ADN-Plata Nanocubos.
Nanoestructura Biosensor electroquimico de ADN. Reduccion de oxigeno, reaccion de
dendritica reemplazo.
Nanocadena Deposiciéon  quimica de Mejora de la administracion de
vapor, actividad fotocatalitica quimioterapia a los tumores.
superior.
Nanoctimulo Nanoctimulo Ag con plantilla de | Deteccidon de proteinas, Deteccion de
ADN, fluoréforos de nanoctmulos | cianuro en agua.
Ag estabilizados con
oligonucleoétidos, sonda de
nanocimulo de plata ADN.

La plata ha sido utilizada desde la antigiiedad para el tratamiento de muchas

enfermedades. Por ejemplo, se ha demostrado que las AgNPs inhiben virus como, VIH-1,

Tacaribe TCRYV, hepatitis B, respiratorio sincitial recombinante, de la viruela del mono, y el

A /HINI1 de la gripe. Asi como también se ha demostrado que inhiben enfermedades

parasitarias como la malaria, tripanosomiasis y la leishmaniasis, que representan un

problema de salud mundial [20].



1.2.3 LIMITACIONES DEL USO DE AgNPs EN MEDICINA

Aun cuando se ha demostrado que las AgNPs tiene efectos antitumorales, si se
suministran a bajas concentraciones pueden dafiar el DNA e inducir aberraciones
cromosdmicas (genotoxicidad) pero no se ha demostrado una citotoxicidad significativa
[20]. Por otro lado, la evaluacion de las AgNPs se ha visto comprometida debido a la
capacidad limitada para observar y cuantificar nanoparticulas en una célula [22].

También existen limitaciones respecto a la cantidad y el tamafio de las AgNPs que se
desean utilizar, por encima de ciertas concentraciones las AgNPs podrian provocar efectos
no deseados en las células que se encuentran a su alrededor. Otro punto a resaltar, es el
hecho de no contar con un marco de referencia para hacer uso adecuado de ellas representa

un reto para sus posibles aplicaciones biomédicas [23, (Zivik et al., 2017)].

Un factor importante a tener en cuenta es que las AgNPs son consideradas como
peligrosas por su capacidad de produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS), dafio al
DNA y aumento del proceso proinflamatorio en las células, si la concentracion de ROS no
se controla puede tener consecuencias subletales. También estas nanoparticulas son muy
sensibles al oxigeno, porque el ion de plata se unira al oxigeno formando un enlace i6nico
lo que altera la estructura de la nanoparticula y como consecuencia, también sus
propiedades fisicoquimicas [24]. Uno de los puntos que es necesario resaltar es que cada
nanomaterial tiene una actividad biologica asociada con sus propiedades fisicoquimicas, es
por esto por lo que no es conveniente agrupar a todas las AgNPs como cito y genotdxicas,

es necesario realizar las evaluaciones para cada AgNP desarrollada.



1.3 CANCER

Es el término utilizado para un conjunto de enfermedades que tienen en comun una
divisién celular acelerada y sin control que puede llegar a distribuirse por todos los tejidos.
El cancer puede iniciar en casi cualquier parte del cuerpo. Lo normal es que las células
crezcan y se dividen para formar nuevas células cuando las células envejecen o se dafian las
nuevas las reemplazan. Pero en el cdncer no funciona asi, este proceso ordenado donde las
células dafadas o viejas deben morir, estas sobreviven y las células nuevas siguen

reproduciendo lo que forman masas llamadas tumores.

Existen dos tipos de tumores, malignos y benignos. Los primeros suelen extenderse a los
tejidos circundantes, lo que se conoce como metastasis donde las células se desprenden
llegando a otros sitios del cuerpo y generando mdés tumores. Los benignos no migran a

otros tejidos, se extirpan y generalmente no vuelven a crecer [25].

Algunos tipos de cancer son:

e Cancer de cabeza y cuello: Estos canceres tienen inicio en diferentes partes
de la garganta y cabeza [26]. Generalmente en superficies hiimedas y
mucosas como la boca, nariz, glandulas salivales, aunque los canceres de
glandulas son muy poco comunes [27].

e Cancer colorrectal: Este tipo de cancer suele afectar a individuos con una
edad mayor a los 45 afios [26]. Se origina en el colon o en el recto. Algunos
canceres colorrectales comienzan como un crecimiento en el revestimiento
interno del colon [28].

e (Cancer de cuello uterino: Una forma de prevenir este tipo de céncer es
aplicarse la vacuna contra el VPH [26]. Se produce en las células del cuello
uterino, en la parte inferior del utero donde se conecta a la vagina [29].

e Cancer de higado: Para prevenir este cancer es necesario aplicarse la vacuna

contra la hepatitis B, realizar pruebas para la deteccion de la hepatitis C y
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evitar la ingesta excesiva de alcohol [26]. Se origina en las células que
revisten los conductos biliares dentro del higado [30].

Linfoma: Se utiliza este término para describir canceres cuyo origen se da en
el sistema linfatico [26]. Usualmente es cuando hay una falla en la forma de
actuar de los linfocitos. Tienen dos subdivisiones: linfoma no Hodgkin y
linfoma Hodgkin [31].

Mieloma: Es un cancer de las células plasmaticas [26]. Se les conoce por
producir una proteina anormal (anticuerpo) que se le conoce por distintos
nombres como inmunoglobulina monoclonal, proteina monoclonal, pico M
o paraproteina [32].

Céncer de ovario: Este tipo de cancer es el que mds muertes causa
comparado con otro cancer del aparato reproductor femenino [26]. Puede
generarse en las células del extremo mas distante de las trompas de Falopio
[33].

Cancer de piel: Es importante protegerse de los rayos del sol [26]. El cancer
de piel comienza en las células que se encuentran en la epidermis que es la
capa de piel superior [34].

Céancer de prostata: La mayoria de los canceres de prostata crecen
paulatinamente, otros lo hacen con una mayor rapidez. Estudios recientes
sugieren que los hombres que la han padecido no representan una afeccion
en su dia a dia [26,35].

Céncer de pulmoén: Para evitar este cancer es de suma importancia dejar el
tabaco y evitar el humo que emite este [26]. Este tipo de cancer comienza en
los pulmones y se puede diseminar a otros 6rganos del cuerpo [36].

Cancer de mama: Para evitar padecer este cancer se recomienda hacerse una
mamografia de manera habitual [26]. Como su nombre lo indica, este cancer
se origina en la mama, pero se subclasifica dependiendo de su localizacion
dentro de la misma. Este cancer puede diseminarse fuera de la mama por los

vasos sanguineos y linfaticos [32]
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1.3.1 CAUSAS DEL CANCER

Existen diferentes factores que contribuyen a la alteracion del metabolismo celular que
induce al cancer. Dichos factores se conocen como carcinogénicos y pueden ser genéticos o
causados por agentes externos, estos ultimos se dividen en tres clasificaciones; fisicos,
quimicos y biologicos. Los primeros abarcan las radiaciones ultravioletas e ionizantes; los
segundos, compuestos quimicos como los que desprende el tabaco, el arsénico, entre otros;
mientras que los ultimos comprenden bacterias, virus y parasitos. Segun la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS), la incidencia de esta enfermedad va incrementando de acuerdo

a la edad del individuo, podria ser por la acumulacion de factores.

Ciertas infecciones cronicas, pueden ser factores de riesgo de cancer, segun reporta la
OMS el 13% de casos de cancer diagnosticados en 2018 a nivel mundial se atribuyen a
infecciones, en especial provocadas por Helicobacter pylori, papiloma humano, virus de
Epstein-Barr, virus de hepatitis By C.

Particularmente estos dos tipos de hepatitis aumentan la incidencia de contraer cancer de

higado y cancer de cuello uterino respectivamente [37] .

1.3.2 DETECCION TEMPRANA

El diagnostico precoz consiste en realizar un examen a cuyas personas sean asintomaticas

con el objetivo de detectarlo en una etapa temprana [38].

El diagnostico precoz consta de tres partes:
1. Informarse sobre los sintomas del cancer y buscar asesoramiento médico.
2. Tener acceso a servicio médico.

3. Realizar una derivacion oportuna del paciente a los servicios de tratamiento [37].
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Si el cancer se detecta en una etapa temprana hay mucha probabilidad de que el
tratamiento sea eficiente y por lo tanto efectivo. Como consecuencia, disminuyen la

mortalidad, morbilidad y el costo [37].

1.4 LA MAGNITUD DEL PROBLEMA

1.4.1 ESTADISTICAS DE CANCER A NIVEL MUNDIAL

El cancer alcanz6 en 2020 los 19,3 millones de personas afectadas y cobrd 10 millones de
vidas en el mundo, por lo que se posiciond como la segunda causa de muerte a nivel
mundial. Las estimaciones de la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS), muestran que
en las siguientes décadas los casos podrian aumentar hasta en un 50% para el 2040.
También, comunicéd que el 70% de las muertes causadas por el céncer, se registraron en

paises de bajos recursos [39].

En el 2018 se diagnosticaron 3,8 millones de casos de cancer y 1,4 millones de personas
fallecieron por esta causa. Los tipos de cancer con mayor incidencia en hombres son:
prostata (21,7%), pulmoén (9,5%) y colorrectal (8,0%) y en mujeres: mama (25,2%),
pulmon (8,5%) y colorrectal (8,2%).

23



Breast
2261419 (11.7%)

Lung
2206 771 (11.4%)

Other cancers

8275 743 (42.9%) Colorectum

1931 590 (109%)

Prostate
1414 259 (7.3%)

Stomach

Oesophagus
1089 103 (5.6%)

604100 (3.1%)

Cervix uteri Liver
604 127 (3.1%) 905 677 (4.7%)

Total: 19 292 789 cases

Fig. 1 Numero de casos nuevos de cancer en 2020, ambos sexos, todas las edades. [ARC

Lung
1796 144 (18%)

Other cancers
3557 464 (35.7%)
Colorectum
935173 (9.4%)
Prostate Liver
375 304 (3.8%) 830 180 (B.3%)
Pancreas Stomach
466 003 (4.79%) 768 793 (7.7%)

Oesophagus Breast
544 076 (5.5%) 684 996 (6.9%)

Total: 9 958 133 deaths

Fig. 2 Numero de muertes de cancer en 2020, ambos sexos, todas las edades. IARC
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Incidence Mortality

Both sexes Males Females Both sexes Males Females
Cum. risk Cum. risk Cum. risk Cum. risk Cum. risk Cum. risk
New cases 074 (%) New cases 0-74 (%) New cases 074 (%) Deaths 074 (%) Deaths 078 (%) Deaths 074 (%)
Eastern Africa 331233 13.56 126 826 11.90 204 407 15.12 222189 9.91 88039 8.7 134 150 11.02
Middle Africa 106 467 11.68 45718 1.7 60 749 11.83 71 570 8.35 31814 8.25 39 756 8.54
Northern Africa 307 507 14.61 148 423 15.14 159 084 14.16 191 081 9.21 103 915 10.43 87 166 8.05
Southern Africa 116 391 20.00 54 358 22.74 62 033 18.22 61 659 11.50 29578 13.38 32081 10.22
Western Africa 247611 11.69 100 428 10.67 147183 1271 164 930 8.44 70537 7.89 94 393 8.99
Caribbean 113 280 19.72 59679 2235 53 601 17.42 65 954 10.44 36290 11.83 29 664 9.23
Central America 261 646 14.30 120 657 1471 140 989 14.01 126 071 6.91 61544 715 64 527 6.72
South America 1095 348 20.24 539 931 22.09 555 417 18.79 521 389 9.45 267 301 10.59 254 088 851
Northern America 2 556 862 3393 1372002 37.05 1184 860 31.09 699 274 922 367 856 1031 331418 8.23
Eastern Asia 6 008 355 2191 3295730 2458 2712625 19.37 3617104 13.10 2174 803 16.35 1442 301 9.87
South-Eastern Asia 1100 037 15.62 526190 16.46 573 847 15.03 689 093 10.08 373795 11.82 315298 8.55
South-Central Asia 1951 843 10.93 966 677 11.13 985 166 10.78 1258 683 741 660 359 7.88 598 324 6.95
Western Asia 443 475 18.31 232598 20.77 210877 16.38 244 551 10.60 141 031 13.09 103 520 8.38
Central and Eastern Europe 1314193 25,50 657 259 3047 656 934 22,18 695 828 13.36 382 003 18.24 313 825 9.79
Western Europe 1424394 31.24 780757 34.90 643 637 27.85 558 671 10.85 310 542 13.00 249129 8.83
Southern Europe 953 048 27.40 523184 313 429 864 23.85 423 090 10.52 243 964 13.18 179 126 8.07
Morthern Europe 706 808 30.45 378417 3291 328391 28.19 276 642 10.25 147 516 11.39 128 126 9.20
Australia and New Zealand 235955 40.43 128 091 4437 107 864 36.45 58 744 8.55 32 746 9.76 25998 7.38
Melanesia 15 658 19.95 6984 20.62 8674 19.59 9022 12.58 4283 13.21 4739 1212
Polynesia 1668 24.02 871 26.40 797 217 927 13.93 521 16.09 406 11.81
Micronesia 1010 18.85 525 21.05 485 16.89 661 12.66 373 15.37 288 10.10
Low HDI 650 423 12.07 262772 11.04 387 651 13.10 439 852 8.80 186 210 8.14 253 642 9.46
Medium HDI 2320749 11.52 1135048 11.75 1181101 11.35 1513219 7.87 788 450 8.45 724763 7.32
High HDI 7371321 19.53 3837153 2149 3534 168 17.79 4521 833 12.23 2 625384 14.90 1896 445 9.69
Very high HDI 8934818 28.93 4824700 32.64 4110118 25.75 3478 767 10.40 1926 292 12,67 1552475 8.37
World 19 292 789 2044 10 065 305 22,60 9227 434 18.55 9958 133 10.65 5528810 12.59 4429323 8.86

Fig. 3 Estadisticas de incidencia y mortalidad por cancer en todo el mundo y por region.

[40]

1.4.2 CANCER DE MAMA

Este tipo de cancer se origina en las células mamarias cuando estas crecen sin

control. Usualmente forman un tumor que puede observarse con una radiografia,

incluso se puede palpar porque se forma un bulto. Podria decirse que es un tipo de

cancer exclusivo de las mujeres, pero los hombres también pueden padecerlo.

Es importante saber que no todos los bultos en el seno son sinénimo de padecer

cancer de mama, ya que la mayoria de estos son benignos, esto quiere decir que no

representan riesgo a la salud, sin embargo, el bulto puede aumentar su tamafo y

entonces se elevan las probabilidades de padecer cancer de mama.

El cancer de mama puede originarse en distintas partes del seno:

e En los conductos que llevan leche al pezon (canceres ductales).
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e En las glandulas que producen leche (canceres lobulillares).
e En otros tejidos del seno (s6lo algunos canceres).
Los tipos de cancer de mama mas comunes son: carcinoma ductal in situ (DCIS) y

carcinoma invasivo.

Se propaga cuando las células cancerosas llegan al torrente sanguineo o al sistema
linfatico de esta manera les es mas sencillo llegar a casi cualquier parte del cuerpo. El
liquido transparente dentro de los vasos linfaticos se le llama linfa, contiene productos
derivados de los tejidos y material de desecho. Los vasos linfaticos son los encargados de
transportar la linfa fuera de los senos y en el caso del cancer de mama, las células

cancerosas pueden ingresar en los vasos linfaticos y crecer en los ganglios linfaticos [41].

1.4.3 INCIDENCIA DE CANCER DE MAMA EN EL MUNDO

El cancer de mama tuvo una mayor incidencia en 2020, superando al cancer de pulmon con
2,3 millones. Este tipo de cancer es muy comun en las mujeres y es el cdncer que mas

muertes genera a nivel mundial [39].
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Breast
261 419(11.7%)

Lung
2206771 (11.4%)
Other cancers

8 275 743 (42.9%) Colorectum

1931 590 (10%)

Prostate
1414259 (7.3%)
Oesophagus Stomach
604 100 (3.1%) 1089 103 (5.6%)
Cervix uteri - \ Liver
604 127 (3.1%) 905 677 (4.7%)

Total: 19 292 789 cases

Fig. 4 Se muestra una grafica de pastel con los tipos de cdncer més comunes, haciendo hincapié

en el cancer de mama.
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Lung
1796 144 (18%)

Other cancers
3 557 464 (35.7%)
Colorectum
935173 (9.4%)
Prostate Liver
375 304 (3.8%) 830 180 (8.3%)
Pancreas Stomach

466 003 (4.7%) 768 793 (7.7%)

Oesophagus Breast
544 076 (5.5%) 684 996 (6.9%)

Total: 9 958 133 deaths

Fig. 5 Se muestra una grafica de pastel con el nimero de muertes de cancer, haciendo hincapié¢ en el
cancer de mama.
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Incidence Mortality

Both sexes Males Females Both sexes Males Females

Cum. risk Cum. risk Cum. risk Cum. risk Cum. risk Cum. risk

New cases 0-74 (%) New cases 0-74 (%) Mew cases 0-74 (%) Deaths 0-74 (%) Deaths 0-74 (%) Deaths 0-74 (%)
Eastern Africa 45 709 3.57 - - 45709 3.57 24047 1.99 - - 24047 1.99
Middle Africa 17 B96 3.40 = E 17 896 3.40 9500 1.93 = = 9500 1.93
Morthern Africa 57 128 512 2 - 57 128 5.12 21524 1.89 2% z 21524 1.89
Southern Africa 16 526 537 = = 16 526 537 5090 1.70 = = 5090 1.70
Western Africa 49 339 449 - - 49339 4.49 25626 247 - - 25626 247
Caribbean 1472 548 = E 14712 5.48 5874 2.00 = = 5874 2.00
Central America 38916 4.23 = £ 38916 423 10429 1.16 = £ 10429 1.16
South America 156 472 6.14 - - 156 472 6.14 41 681 1.50 - - 41 681 1.50
MNorthern America 281 591 9.71 = - 281 591 8.71 48 407 1.36 = 8 48 407 1.36
Eastern Asia 551 636 4.60 = E 551 636 4.60 141 421 1.13 = E 141421 113
South-Eastern Asia 158 939 446 - - 158 939 4.46 58 670 1.65 - - 58 670 1.65
South-Central Asia 254 881 2.88 - - 254 B81 2.88 124 975 1.50 - - 124 975 1.50
Western Asia 60 715 5.00 - - 60 715 5.00 20943 1.73 - - 20943 1.73
Central and Eastern Europe 158 708 6.28 - - 158 708 6.28 51 488 1.75 - - 51 488 1.75
Western Europe 169 016 9.69 - - 169 016 9.69 43 706 1.65 - - 43706 1.65
Southern Europe 120 185 8.45 - - 120 185 B8.45 28 607 1.44 - - 28 607 1.44
Northern Europe 83177 9.35 - - 83177 935 17 964 1.45 - - 17 964 1.45
Australia and New Zealand 23277 1041 - - 23277 10.41 3792 1.28 - - 3792 1.28
Melanesia 2215 537 - - 2215 537 i1 2.90 - - 1121 2.90
Polynesia 261 742 - - 261 7.42 a3 244 - - 83 2.44
Micronesia 120 4.20 = - 120 4.20 48 1.59 = = 48 1.59

Low HDI 108 572 3.88 - - 109572 3.88 58 586 221 - - 58 586 221
Medium HDI 307 658 3.04 - - 307 658 3.04 147 427 1.52 - - 147 427 1.52
High HDI 825 438 4.57 = E B25438 4.57 247 486 1.36 = E 247 486 1.36
Very high HDI 1017 459 8.17 = - 1017 459 8.17 231093 1.46 = = 231093 1.46
World 2261419 5.20 = = 2261419 520 684 996 1.49 = = 684 996 1.49

Fig. 6 Estadisticas de incidencia y mortalidad por cancer en todo el mundo y por region.

[42]

1.4.4 INCIDENCIA DE CANCER DE MAMA EN MEXICO

Segun los datos reportados por la INEGI en 2017, 24 de cada 100 egresos
hospitalarios por tumores malignos de pacientes de 20 afios de edad o mayores, son
de cancer de mama. En 2018 fueron registradas 314,499 muertes del sexo femenino
las cuales 44,164 fueron causadas por tumores malignos y de esta cifra 7,257 por
cancer de mama. Por otro lado, en 2019 por cada 100,000 mujeres de 20 afos o

mas, se reportaron 35.24 casos nuevos de cancer de mama.
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Fig. 7 Tasa de mortalidad por cancer de mama en mujeres de 20 afios o méas por entidad

federativa en 2018. Defunciones por cada 100,000 mujeres de 20 afios o mas.

Entre las mujeres que fallecen por cancer de mama, el 1% son jovenes de 15 a 29
afios, 13% tienen entre 30 a 44 afios y mas de la tercera parte 38 %, esta entre los 45

a 59 afios, la mayoria de los casos fallecen de los 59 afios 48%.
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Fig. 8 Incidencia de cancer de mama en la poblacion de 20 afios 0 mas por sexo 2010-2019.
Por cada 100,000 habitantes de cada sexo.

En 2019, la incidencia de cancer de mama se presentd entre personas de 60 a 64
afios de edad y para los hombres es de 1.03 casos nuevos, por otro lado en las
mujeres de 104.50 por cada 100,000 habitantes. Esto quiere decir que por cada caso

nuevo en hombres de 60 a 64 afios, hay 104 en las mujeres.
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Fig. 9 Incidencia de cancer de mama en la poblacion de 20 afios o mas por sexo 2010-2019. Por
cada 100,000 habitantes de cada sexo.

[43]

1.4.5 DIAGNOSTICO Y PRONOSTICO DEL CANCER DE MAMA

A pesar de que se cuenta con diversos tratamientos para diferentes tipos de
cancer, uno de los principales problemas sigue siendo la deteccion temprana de la
enfermedad. Para esto se cuenta con una amplia gama de técnicas diagnosticas para

la deteccion del cancer, por ejemplo:

e Ultrasonido mamario: Utiliza ondas de sonidos para obtener imagenes con
gran detalle a las que se les llama sonogramas. Usualmente los cambios que
se producen en la mama no son detectados por una mamografia [44,45].

e Mamografia de diagndstico: Si se presenta un problema en la mama como

un bulto o si se ve anormal en una mamografia de deteccion, la mamografia
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de diagnoéstico es mas detallada que una mamografia de deteccion porque
utiliza imagenes de mamografias adicionales [40, 46].

e Imagen por resonancia magnética de las mamas: Se usa un iman y ondas de
radio potentes que estd conectado a una computadora, asi se producen
imagenes con gran detalle de las mamas [40, 47].

e Biopsia: Consta de la extraccion de tejido o también se puede sacar liquido
de la mama para poder observar el microscopio o realizar mas estudios asi se
detecten anomalias de las células [40, 48].

e Tomografia computarizada: Usa imagenes de rayos X que estd conectada a
una computadora, toma varias imagenes de los organos desde diferentes
angulos, estas imagenes se utilizan para obtener una imagen en 3D con mas
detalles.

e Tomografia nuclear: Utiliza material radioactivo para poder tomar imagenes
del interior del cuerpo también se le llama gammagrafia. Usa un escaner que
crea imagenes de huesos u 6rganos en una computadora.

e (Gammagrafia 6sea: Es parecida a una tomografia nuclear utilizada para
estudiar las anormalidades de los huesos. Puede usarse para detectar cancer
de hueso o bien que se haya diseminado al hueso conocido como tumor
metastasico de hueso [49].

e Tomografia por emision de positrones (TEP): Produce iméagenes en 3D
detalladas del interior del cuerpo donde se absorbe la glucosa porque las
células cancerosas utilizan mas glucosa que las células normales [49].

e Ecografia: Usa ondas de sonido de alta energia estas ondas “hacen eco” en
los tejidos del cuerpo y una computadora se encarga de producir imagenes

del area usando el eco [49].

Por su parte, el pronostico depende en gran medida del diagnéstico oportuno. Se sabe
que cuando el cancer se detecta en etapas avanzadas, el prondstico suele ser menos

favorable que cuando se detecta de forma oportuna y se da inicio al tratamiento.



1.4.6 TRATAMIENTOS DE PRIMERA ELECCION

Para tratar el cancer de mama existen distintas terapias dependiendo del avance de la
enfermedad, dentro de los mds utilizados se encuentran; la cirugia, donde los médicos
extraen el tejido canceroso [50]. La terapia hormonal que impide que las células cancerosas
obtengan las hormonas necesarias para su desarrollo. Existen tumores que no son sensibles
a las hormonas o bien no poseen receptores hormonales y en esos casos no es posible usar
esta alternativa. [50,51]. La terapia bioldgica utiliza sustancias bioldgicas que ayudan al
sistema inmunitario a combatir las células cancerosas o controlar los efectos secundarios
que pueden causar otros tratamientos para el cancer [50, 52]. La radioterapia que
implementa rayos de alta energia para matar a las células cancerosas, usualmente con esta
alternativa se complementa con otros tratamientos [50,53]. La quimioterapia que consta de
la administracion de medicamentos viaja por el torrente sanguineo hasta llegar a las células
cancerosas. En ocasiones también se puede administrar la quimioterapia directamente en el

liquido cefalorraquideo [50, 54].

1.4.7 EFECTOS SECUNDARIOS

Dentro de los principales inconvenientes que muestran los farmacos de primera eleccion
contra el céancer, se encuentran los efectos secundarios. Estos se caracterizan por no ser
deseados. Algunos son leves, como dolor de estdmago, mareos, etc. Otros pueden ser mas
graves como la neutropenia, que se conoce como una disminucion de la cantidad de
globulos blancos, lo que significa que el sistema inmunoldgico se debilita dejando al
individuo vulnerable. También puede provocar problemas para pensar y recordar cosas, asi
como concentrarse, lo que provoca que el paciente presente dificultades al momento de

realizar una actividad cotidiana. La trombosis venosa profunda (TPV), es cuando se forma

34



un codgulo en una vena profunda, los pacientes que padecen de cancer y que ademas, se

han sometido a quimioterapias son mas propensos a presentar una TPV [55, 56].

Algunos efectos secundarios de tratamientos de primera eleccion reportados son:

En la cirugia si se trata de una conservacion de la mama, por lo general se experimenta
dolor, hinchazén, dolor en las terminales nerviosas de la pared toracica, axila o brazo. Sin
embargo, se logra extraer el cancer, en caso de no ser posible la extraccion completa, se
puede necesitar otra cirugia [56, 58]. En la terapia hormonal son dependientes del
medicamento especifico o del tratamiento. También va a depender de cada caso, es posible
conseguir un equilibrio entre los beneficios y dafios que pueda ocasionar. Por lo general, se
experimentan sofocos, sudores nocturnos, sequedad vaginal y puede alterar el ciclo
menstrual en mujeres premenopdusicas. Los medicamentos mas utilizados en esta terapia:
tamoxifeno, cuyo riesgo recae en provocar coagulos sanguineos en especial en los
pulmones y piernas, accidentes cerebrovasculares, cataratas, cancer de endometrio,
disminucion de la masa O6sea en mujeres premenopausicas. Raloxifeno, riesgo de coagulos
sanguineos en especial en pulmones y piernas, accidentes cerebrovasculares en ciertos

subgrupos [51].

En terapia biologica ciertos tipos de inmunoterapia ataca el cancer propiamente o bien se
encargan de retrasar su proliferacion a otras partes del cuerpo (metastasis). Los efectos
secundarios dependen del tratamiento y de la salud en general del paciente, pueden ser
leves, moderados o pueden llegar a poner en riesgo la vida. Por lo general, se experimentan
reacciones en la piel como enrojecimiento, ampollas y sequedad cutanea, la piel puede
hacerse muy sensible a los rayos del sol, pueden presentarse sintomas similares a los de

gripe (fatiga, fiebre, escaloftrios, debilidad, vomito, mareos, etc.) [59].

La radioterapia puede provocar cansancio, sensacion de agotamiento fisico y mental.
Problemas en la piel, puede tornarse rojiza, irritada, hinchada, incluso con ampollas. Caida

del cabello, recuentos sanguineos bajos [60].
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Por ultimo, en la quimioterapia los efectos mas comunes son la pérdida de cabello, cambios
en las unas, ulceras en la boca, pérdida de apetito, nduseas, vomitos y diarrea. Esta terapia
puede afectar a las células encargadas de producir sangre de la médula dsea, lo que puede
ocasionar el aumento de la probabilidad de infecciones por la escasa cantidad de globulos
blancos, tendencia a presentar moretones o sangrados facilmente por la falta de plaquetas,
dafios al corazon, problemas de fertilidad, dafios a los nervios, eritrodisestesia

palmoplantar, quimiocerebro, entre otras [61].

2. MARCO TEORICO

2.1 NANOPARTICULAS CONTRA CANCER DE MAMA

Segun la bibliografia, se ha reportado que las nanoparticulas de plata (AgNPs)
inhiben selectivamente el crecimiento de las células cancerosas de mama. Los
tamafios mas reportados son de 5, 25, 50, 75 nm, estabilizados por
polivinilpilorridona (PVP) este polimero se caracteriza por ser soluble en agua y en
disolventes polares, es ampliamente utilizado en nanoparticulas por su capacidad de
actuar como agente protector siendo muy eficaz [19, 62, 63]. Los resultados que
obtuvieron fueron que los tamafios anteriormente descritos inhibieron el crecimiento

del cancer sin afectar a las c¢lulas sanas [63].

Asimismo, se encontrd que las AgNPs generan apoptosis en las células
cancerosas, para confirmar que fue a causa de las AgNPs, se utilizé una tincion de
anexina V y yoduro de propidio en las células de mama no cancerosas. Las AgNPs
mostraron un efecto apoptdtico dosis dependiente como en la apoptosis/necrosis en
la etapa tardia en MBA-MB-231. En las células sanas se obtuvo un efecto minimo

en la apoptosis/necrosis en la etapa tardia [63].
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Figura 10. Se muestra la evaluacion del ciclo y muerte celular en células MDA-MB-231 y
MCF-10. Fueron tratadas con AgNPs de 25 nm estabilizadas por PVP, tefiidas con anexina V' y
yoduro de propidio. Tomado de: Swanner, J.; et al. (2019)



2.2 EFECTIVIDAD Y TOXICIDAD DE LAS NANOPARTICULAS DE PLATA

La citotoxicidad que se reporta en la literatura de las lineas celulares de cancer de
mama, especificamente sobre MCF-7 y MDA-MB-231 expuestas a AgNPs, se
muestran mas sensibles que la linea celular de tejido de mama sano MCF-10A, que
es la linea celular que aparece con mas frecuencia en la bibliografia. Se observé que
la dosis suministrada de 10 pg/ml de AgNPs inhibe las células cancerigenas y el
efecto que se vio en las células sanas fue casi nulo. La citotoxicidad de las AgNPs
fue mayor en las células cancerigenas que en las células sanas, esto lo atribuyen al

tiempo de exposicion de las nanoparticulas [64].

Diversos estudios demuestran que las nanoparticulas de plata presentan
citotoxicidad contra células cancerosas dentro de una ventana de concentraciones,

en cambio, la citotoxicidad es minima en células sanas.
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Fig. 11 Se muestra la citotoxicidad de las AgNPs en lineas celulares cancerigenas y sanas.
Las células mamarias sanas, las células cancerigenas y las células MCF-7 se trataron con
AgNPs. B El potencial proliferativo a largo plazo se evaludé mediante ensayo clonogénico
en un subconjunto de lineas celulares mamarias. Tomado de: Swanner, J., et al. (2015).
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ENSAYOS DE EVALUACION REPORTADOS

Ensayo

Descripcion

Ensayo de reduccion de WST-1

Ampliamente utilizado para determinar
la viabilidad y proliferacion celular
[65, 66].

Espectrometria de masas por plasma
acoplada inductivamente

Es  utilizada  para  determinar
cuantitativamente la mayoria de los
elementos de la tabla periddica [67].

Citometria de flujo

Determina el numero de células,
porcentaje de células vivas y ciertas
particularidades de las células en una
muestra. También es util para
identificar marcadores tumorales [68].

Medicion de especies reactivas de
oxigeno

Sirve como un balance entre la
produccion de ROS y su remocion crea
un equilibrio, si el equilibrio se pierde
puede causar estrés oxidativo orillando
al organismo a tener patologias [69].

PCR en tiempo real

Detecta la presencia de material
genético especifico de patdgenos.
Anteriormente se utilizaban
marcadores de isotopos radiactivos,
pero en una mejora se opto por utilizar
colorantes fluorescentes. Es utilizado
para detectar la expresion de cuatro
genes relacionados con la apoptosis
[70,71].

Ensayo MTT

Es un ensayo de bromuro utilizado por
su correlacion directa de funcionalidad
mitocondrial y supervivencia celular.
También evaluo la citotoxicidad y la
proliferacion celular [72].
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Microscopia de fluorescencia

Permite determinar la distribucion de
una sola especie o molécula, asi como
la cantidad y ubicacién dentro de una
célula [73].

Ensayo de captacion de rojo neutro

Proporciona una medicién del nimero
de células viables. El tinte rojo neutro
ingresa facilmente a las membranas
celulares por medio de la difusion no
ionica y esta se almacena en los
lisosomas. Las células muertas ya no
tienen esta propiedad, por esa razon es
mas sencillo distinguir a las células
vivas y muertas en funcion de su
diferente absorcion de la luz [74].

Analisis SEM

Se utiliza para investigar las superficies
de todas las peliculas con un
microscopio electronico de barrido
digital, se suele utilizar cuando la
muestra se seca a temperatura ambiente
[75].

Dispersion dinamica de la luz

Técnica ampliamente utilizada para una
medicién precisa del tamafio de las
particulas en suspension y emulsion
[76].

Ensayos clonogénicos

Se utilizan en los bancos de células
progenitoras, usualmente para evaluar
la calidad de un producto celular, se
puede obtener informacion relevante
sobre los progenitores [77].

Deteccion de células apoptoticas

Es una prueba donde se utiliza anexina
V, para probar la citotoxicidad [78].
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2.3 ARGOVIT NANOPARTICULAS DE PLATA

La formulacion de las nanoparticulas Argovit contiene 111.2 mM de plata

nanoparticulada, estabilizada con 188 mg/ml de polivinilpirrolidona (PVP)

dispersas en agua, a una concentracion de 200 mg/ml.

Tabla 2. Propiedades fisicoquimicas de las formulaciones 4 y 5 de las AgNPs.
Tomado de: Cruz-Ramirez,; et al. (2021) [79].

PROPIEDADES AgNP4 AgNP5
Diametro medio de los nucleos 16,4 £ 8,1 30,6 £23,2
metalicos Dag (nm)
Distribucion de tamaiio TEM (nm) 5-40 5-80
PVP 45,000-58,000 kDa. 12,6 KDa
Didmetro hidrodindmico Ghidro (nm) 483,2 121,1
Indice de polidispersidad (PDI) 0.555 0.280
€ potencial Zeta (mV) -0,464 -1,46
Resonancia de plasmon superficial (A) 406,549 429
Analisis TGA
Plata metalica (% p/p) 1,19+ 0,01 1,31 £0.01
PVP (% p/p) 20,92 +£ 0,42 21,67 £0,50
H20 77,89 + 0,80 77,02 £+ 0,40
Morfologia Mayormente esférico Esférico
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3. ANTECEDENTES

3.1 POTENCIALES APLICACIONES BIOMEDICAS DE ARGOVIT

Las AgNPs Argovit poseen diversas aplicaciones, entre ellas, la aplicacion en
tratamientos veterinarios como el moquillo, que se encuentra presente en familias de
animales: Canidae, Mustelidae, Mephitidae, Hyaenidae, Ailuridae, Procyonidae,
Pinnipedia, Viverridae y Felidae. De esas familias, las que tienen mayor contacto con los
humanos son Canidae y Felidae. El moquillo tiene la caracteristica de ser altamente
contagioso, puede ser por medio de orina, secreciones respiratorias, secreciones oculares y
heces. El tratamiento del moquillo puede ser costoso y prolongado ademas, la esperanza de
vida es muy baja. Los resultados obtenidos al usar las AgNPs muestran que el 90%
recuperd la movilidad y apetencia, sin embargo, ain presentaban sintomas. Ademas
también se ha propuesto que estas AgNPs inhiben la asociacion entre el VIH y las células.
Otros estudios demuestran que inhibe la replicacion del adenovirus e inhibe el virus de la
influenza al interferir con la membrana viral [80]. Recientemente las AgNps fueron
utilizadas para disminuir la tasa de infeccion causada por SARS-CoV-2, se encontrd que
estas nanoparticulas interfieren con las proteinas del virus, esto se debe a su capacidad de
unirse a los receptores celulares o unirse al material genético y asi inhibir su replicacion
[81]. Asi como también se le atribuye capacidad antimicrobiana y como un agente
potenciador para mejorar la actividad de varios antibidticos, aunque hasta la fecha se

desconoce el mecanismo [82].
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3.2 ARGOVIT COMO ALTERNATIVA PARA EL TRATAMIENTO DE CANCER

3.2.1 RESULTADOS CONTRA CANCER EN DIFERENTES MODELOS

Segln la literatura las nanoparticulas de plata Argovit, fueron utilizadas para evaluar el
efecto antiproliferativo y antitumoral en modelos de melanoma. El melanoma se conoce por
ser el cancer de piel mas agresivo, debido a su rapido crecimiento en comparacién con
otros tipos de cancer de piel lo que puede provocar metastasis si no se trata a tiempo [83].
Para la evaluacion del efecto antiproliferativo y antitumoral se utiliz6 la linea celular
B16-F10, en donde fueron evaluados el cisplatino y las AgNPs, se obtuvieron los resultados
siguientes: el efecto antiproliferativo fue muy similar entre ambos estimulos con 53.95 +
1.88 para AgNPs y 53.62 *+ 1.04 para cisplatino. Sin embargo, las vias de muerte celular
fueron distintas. Después de cultivar las células durante 6 horas con AgNPs o cisplatino

observaron una apoptosis de 45.97 £ 1.88 y 22.31+ 1.72 respectivamente.
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Fig. 12 Se muestra la viabilidad, apoptosis y necrosis en la linea celular tumoral B16-F10
expuestas a AgNPs y cisplatino. Tomado de: Valenzuela, L.; et al. (2019). [84]

Ademas, las nanoparticulas Argovit también fueron evaluadas en lineas celulares HeLa,
MDA-MB-231 y MCF-7, con el objetivo de comparar los efectos genotdxicos y citotdxicos
de estas nanoparticulas. Los resultados de estos efectos en las lineas celulares después de
ser expuestas a concentraciones de 1.25, 2.5 y 3.5 pg/ml de AgNPs fue muy similar a las
células que no estuvieron expuestas al estimulo. Sin embargo, también fueron expuestas a
concentraciones mas altas de AgNPs las tres lineas celulares y mostraron mayor dafio en el

ADN en comparacion con las células no tratadas [84].
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Fig. 13 Se muestra la genotoxicidad en las lineas celulares HelLa, MDA-MB-231 y MCF-7
expuestas a diferentes concentraciones de AgNPs. Tomado de: Juarez, K.; et al. (2016) [84].

3.3 BAJA TOXICIDAD REPORTADA

Debido a las propiedades antitumorales que se han reportado para Argovit en diferentes
modelos y a la baja toxicidad que presentan, se espera que estas nanoparticulas permitan el

desarrollo de una alternativa eficaz, eficiente y biosegura contra el cancer de mama.
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4. HIPOTESIS

Las nanoparticulas de plata presentaran un efecto citotoxico contra células de cancer de

mama triple negativo MDA-MB-231.

5. OBJETIVO

Evaluar la actividad citotoxica de las AgNPs Argovit contra la linea celular MDA-MB-231.
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6. METODOLOGIA

Para el mantenimiento, proliferacion y ensayo celular se trabaja siempre bajo
condiciones de esterilidad en una campana de flujo laminar.

6.1 DESCONGELAMIENTO DE CELULAS

Las células fueron adquiridas en la ATCC (American Type Culture Collection). Una
vez en el laboratorio, se descongelaron a 37°C y se sembraron en una caja Petri de
10 ml con 9 ml de medio RPMI 1640 suplementado con 10% de suero bovino fetal
inactivado por calor (900 pl), junto con 1 pl de antibidtico antimicdtico 1X. Se
homogeneizoé el contenido y se incubd a una temperatura de 37 °C bajo una

atmosfera al 5% de CQOs..

6.2 CAMBIO DE MEDIO

Debido al descongelamiento aproximadamente el 20% de las células mueren. Para
eliminar los restos celulares se realiza un cambio de medio. Se extrae el medio de
cultivo con la ayuda de una micropipeta, se reemplaza con medio fresco RPMI 1640
suplementado con 10% de suero bovino fetal inactivado con calor y lul de

antibidtico/antimicotico 1X.

6.3 PASE DE CAJA PETRI A FRASCO PARA CULTIVO CELULAR

Una vez que se alcanza el 50% de proliferacion en la caja Petri, se resuspende todo
el medio, se despegan las células con ayuda de un raspador o utilizando tripsina (se
describe el procedimiento en el punto 6.5). Se toma la mitad (5ml) de la suspension

celular, se pasa a un frasco para cultivo con filtro, se le afade la cantidad de medio
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de cultivo suplementado restante (5ml) hasta tener un volumen de 10 ml. Se agrega
lul de antibidtico/antimicético y se coloca el frasco en la incubadora a una
temperatura de 37°C con una atmosfera del 5% de COz. Posteriormente se realiza
un pase cada vez que se alcanza el 80% de confluencia. Para esto se despegan las
células del frasco con ayuda de un raspador y se coloca el 20% del volumen total en
una nueva caja, llevando el volumen a 10 ml con medio RPMI 1640 suplementado

con 10% de suero bovino fetal y 0.1% de antibidtico/antimicético.

6.4 CONGELAR CELULAS

Para mantener la reserva de células se congela el 80% restante de cada pase. Antes
de congelar, es importante asegurarse de que el cultivo esta libre de bacterias. Se
despegan las células con ayuda de un raspado o utilizando tripsina (se describe el
procedimiento en el punto 6.5). Se resuspende el contenido celular en el medio de
cultivo. Se trasvasa a un tubo falcon de 15 ml con tapa, se centrifuga por 10 minutos
a 1800 rpm. Una vez obtenido el paquete celular se retira el sobrenadante por
decantacion, se anaden 1.5 ml de medio suplementado al 10%, se resuspende y se
incorporan 2 pl de antibidtico/antimicético se resuspende por ultima vez. Se coloca
el volumen total en un criovial de 2ml y se agregan 160 pul de DMSO.
Inmediatamente después se coloca el criovial en un congelador a una temperatura

de -20°C por 1 h. Finalmente se coloca el criovial en un congelador a -86°C.

6.5 DESPEGAR CELULAS ADHERIDAS A LA CAJA

Las MDA-MB-231 son c¢lulas adherentes, lo que quiere decir que se quedan
pegadas a la caja gracias a su recubrimiento de polilisina. Estas deben despegarse
utilizando tripsina a 1X, incubar por 5 min, al terminar la incubacion se agregan 10
ml de medio suplementado al 10% con suero fetal bovino inactivado, agitar

ligeramente el frasco. El contenido se pasa a tubos falcon de 15 ml para centrifugar
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a 2500 rpm por 5 min, incorporar 5 ml de solucion fisioldgica y resuspender. Se
vuelve a centrifugar y se resuspenden en 1 ml de medio suplementado,

posteriormente se cuenta el nimero de células en una camara de Neubauer.

6.6 PREPARACION DE SOLUCIONES MADRE DE AgNPs

Para preparar las soluciones madre se utilizaron las formulaciones 4 y 5 de las
AgNPs Argovit, se homogeneizé el contenido por agitacion, se tomaron 1.1 ml en
un tubo eppendorf. A partir de esta suspension se tomaron 100ul a un nuevo tubo
eppendorf y se le afiadieron 900 pl de agua destilada. Se repitid este procedimiento
pasando cada vez 100ul de la suspension diluida a un tubo eppendorf limpio y
anadiendo 900 pl de agua destilada. El mismo procedimiento se realizd para ambas
formulaciones, de esta forma se tienen suspensiones con concentraciones en un

orden logaritmico que seran utilizadas para el ensayo de citotoxicidad.

6.7 CONTAR Y MONTAR EN CAMARA NEUBAUER

Para la realizacion del ensayo se montaran 20,000 células por pozo en una placa de
96 pozos. Para cada ensayo se utilizaran 36 pozos, por lo tanto, se necesitaran
720,000 células en total. Para el conteo de las células se utiliza una camara de
Neubauer, se carga con 10 ul de suspension celular y se procede a contar la cantidad
de células que se tiene en cada cuadrante, se suman las cantidades y se saca un
promedio, se multiplica por 10,000 para obtener el nimero de células por cada ml
de medio de cultivo. Se hace una regla de tres para calcular cudntos microlitros se
necesitan de suspension celular si se necesitan 20,000 células que sera la cantidad

que se agregue en cada pozo.
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Fig. 14 Se muestra un esquema de la cdmara Neubauer. La camara de Neubauer o hemocitometro,
es un instrumento elaborado con vidrio Optico, utilizado para el conteo de células o particulas en
suspension. Es un portaobjetos robusto, dividido en tres secciones, en la seccion del centro se
localiza un rayado muy fino. La vista en el microscopio de este rayado se muestra en 3 mm X 3
mm, el cual es facil de visualizar a través de un microscopio [86]. Para realizar el conteo celular se

tomaron en cuenta los cuadrantes marcados en rojo y se utilizaron las lineas externas.

6.8 MONTAR EN PLACA DE 96 POZOS

Ya que se realizaron los céalculos, se afiade el medio necesario para montar 36 pozos
con 190 pl de medio con 20,000 células. Una vez sembradas las células en los
pozos se agregan 10ul del estimulo (de cada dilucion preparada como se describe en
el punto 6.6), adicionalmente se utiliza dimetilsulféxido (DMSO) como control

positivo y células sin ningtn tratamiento como control negativo. Se incuban por 24
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h a una temperatura de 37 °C con 5% de CO2para después cuantificar la viabilidad

celular

.........,Q,..
00000000000

Fig. 15 Se muestra como se montaron los estimulos en la caja de 96 pocillos. En la fila A se
montaron los controles. | color amarillo corresponde al control negativo. Los pozos color

carne corresponden al control positivo. Los pozos verdes, corresponden a la formulacion 4 de las
AgNPs Argovit de menor a mayor concentracion de izquierda a derecha siguiendo la intensidad del
color. De la misma forma se montaron los pozos correspondientes a la formulaciéon 5 de las AgNPs
Argovit representados en azul.

6.9 TINCION Y FIJACION DE CELULAS

Una vez transcurridas 24 h de incubacion, se agregaron 10 pl de azul tripano
(colorante de exclusion vital) a cada pozo, se dejé actuar por 3 min y se agregaron
40 ul de formaldehido a cada pozo con el fin de fijar las células y evitar que los
resultados se alteren por el tiempo de conteo. Cada pozo se cuenta con la ayuda de

una camara de Neubauer.
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6.10 CONTAR CELULAS CON CAMARA DE NEUBAUER

De cada pozo se tomaron 10 pl para montar en la cdmara de Neubauer y se contod

cada pozo por duplicado.

7. RESULTADOS

7.1 VIABILIDAD CELULAR DE MDA-MB-231

En cuanto al efecto de la formulacion 4 de Argovit se observdo un efecto
significativamente diferente en comparacion con el control negativo en todas las
concentraciones evaluadas (Figura 16). Sin embargo, no se observan diferencias entre las
concentraciones de AgNPs (1, 10, 100 y 1000 uM). Esto nos indica que la concentracion
inhibitoria media es menor a 1uM.

Efecto de AgNPs 4 en cultivo celular de MDA-MB-231
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Fig. 16 Se muestra la viabilidad celular de MDA-MB-231 tratadas con la formulacion 4 de las
nanoparticulas de plata (barras grises) en comparacion con el control sin tratamiento (barra
blanca).
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Por otro lado, las células tratadas con la formulacion 5 de AgNPs Argovit
mostraron diferencias significativas con respecto al control negativo en las 3
concentraciones mas elevadas (10, 100 y 1000 uM) mientras que con la concentracion de 1
UM no se observan diferencias significativas con respecto al control negativo (Figura 17).

Efecto de AgNPs 5 en cultivo celular de MDA-MB-231
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Fig. 17 Se muestra la viabilidad celular de MDA-MB-231 utilizando la formulacion 5 de las
nanoparticulas de plata.

Comparando el efecto de ambas formulaciones podemos observar que existen
diferencias significativas entre la formulacion 4 y 5 para la concentracion de 1 uM, siendo
la formulacion 4 tres veces mas efectiva contra células MDA-MB-231 que la formulacion
5. También se observaron diferencias significativas con la concentracion de 100 uM, siendo
la formulacion 4 dos veces mas efectiva que la 5. Por otra parte, las 3 concentraciones mas
elevadas de ambas formulaciones mostraron diferencias significativas con respecto al
control sin tratamiento.

53



Efecto de AgNPs en cultivo celular de MDA-MB-231
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Fig. 18 Se muestra el efecto de las formulaciones de AgNPs en la linea celular MDA-MB-231.

8. DISCUSION DE RESULTADOS

El presente trabajo muestra el efecto de 2 formulaciones de AgNPs Argovit identificadas
como 4 y 5 contra la linea tumoral MDA-MB-231. La formulacién 4 presentd una
diferencia significativa con respecto al control sin tratamiento en todas las concentraciones
evaluadas (1, 10, 100 y 1000uM). Sin embargo, no se observaron diferencias significativas
entre las diferentes concentraciones. Esto se puede atribuir a la desviacion estandar para el
caso de la concentracion de 10uM a pesar de haber realizado tres ensayos independientes
por triplicado. Por otro lado, la formulacion 4 present6 un efecto dependiente de la
concentracion causando mas del 50% de la muerte celular con concentraciones de 10, 100 y
1000puM.

Estudios previos mostraron que otra formulacion de Argovit tuvo un efecto dependiente de
la concentracion a 12 y 24h de exposicion. En ese caso evaluaron concentraciones desde
0.625 hasta 20pg/ml equivalentes a 5.8 y 185.35uM respectivamente, determinando que
solamente las concentraciones mayores a 2.5ug/ml (23.2uM) tuvieron un efecto de 50% o
mas sobre la viabilidad del cultivo (Figura 19) [84]. Esto nos muestra que
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las formulaciones evaluadas en este trabajo son mas citotoxicas para la linea tumoral
MDA-MB-231 a concentraciones comparables.

Cell viability (%)
¢ & & 3 &

A =

o4

MDA-MB-231

| b

0 0625 125 25

5 10

AgNPs [ug/mi]

Fig. 19 Se muestra la viabilidad de la linea celular de cancer de mama triple negativo.
Tomado de: Juarez, K.; et al. (2016) [84].
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Las diferencias observadas se pueden atribuir a las propiedades fisicoquimicas de las

distintas formulaciones [79,84]. Aunque las tres corresponden a AgNPs con alrededor de

1.2% de plata metalica y 18.8% de polivinilpirrolidona; la formulacién 4 tiene un diametro

del nacleo metalico que corresponde aproximadamente a la mitad en comparacion con la

formulacion 5 y Argovit. Por otro lado, el potencial Z es 36 y 12 veces mayor en

comparacion con las formulaciones 4 y 5 respectivamente (Tabla 3). Esto nos lleva a

sugerir que la longitud del polimero es un factor circunstancial que define la actividad

citotoxica de las AgNPs.

Tabla 3. Propiedades fisicoquimicas de formulaciones de AgNPs Argovit

(Cruz-Ramirez; et al. (2021)).

Propiedades AgNP4 AgNP5 Argovit
Dlar}1§tro medio de nucleos 164+ 8.1 30.64 23 35415
metalicos DAg (nm)
Distribucion de tamano de TEM 5_40 530 1-90
(nm)
PVP 45-58 kDa 12.6 kDa ND
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Didmetro hidrodinamico @hidro 4830 121.1 70
(nm)
Indice de polidispersidad (PDI) 0.555 0.280 ND
Potencial zeta { (mV) —0.464 —1.46 -17
Resonanga de plasmoén 406, 549 499 490
superficial (A)
Plata metalica (% p/p) 1.19£0.01 1.31£0.01 1.2
PVP (% p/p) 20.92 £ 0.42 21.67 £ 0.50 18.8
H,0 (% p/p) 77.89 +0.80 77.02 +0.40 80
, Principalmente - L
Morfologia . Esférica Esférica
esférica

Por otro lado, J. Roszak; et al. (2020) utilizaron nanoparticulas de plata en combinacion con
compuestos de aluminio, parabenos y ftalatos seleccionados en esta misma linea celular de
cancer de mama triple negativo, evaluaron la viabilidad y obtuvieron alrededor del 100%
de inhibicion con un tiempo de exposicion de 72 horas.

140
120

2 8 8

C.MDA-MB-231

Viability [% control]

S 8
1

Concentration [pg Ag/mLj]
Fig. 20 Se muestra la citotoxicidad de las AgNPs Agl5, Ag45 y AgNOs. El tamafio es de
15 y 45 nm respectivamente.

Se aprecia como a una concentracion de 10 ug Ag/ml con Ag45 obtuvieron un resultado
bastante similar al que se reporta en esta tesis para la formulacion 5 de AgNPs Argovit con
38% y 30% de viabilidad respectivamente. Se le puede atribuir al tamafio de las
nanoparticulas, las Ag45 tienen 58 = 10 nm y para la formulacion 5 de AgNPs Argovit 30,6
+ 23,2 [86]. Otros autores reportan, que con una concentracion de 5y 10 pg / ml de AgNPs
hay una disminuciéon del 20-30% en la viabilidad de la linea celular MDA-MB-23
Thompson, E.; et al (2014), lo que se puede atribuir al método de sintesis. Los autores
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reportan una sintesis mediada por semillas, lo que hace probable que las AgNPs sean
menos estables. Ademas, al momento de iniciar con los experimentos se utiliz6 un laser de
diodo de onda continua de 800 nm [87]. Por otro lado, nanoparticulas de plata cubiertas de
albumina (ASNPs) disminuyen en un 30% la viabilidad de células MDA-MB-231 tratando
con una concentracion 1uM (Azizi, M.; et al (2017)), estos resultados son congruentes con
lo reportado en este trabajo para la formulacion 5 a la misma concentracion. Sin embargo,
en las otras concentraciones de 10, 100 uM los valores no son comparables. Una vez mas,
esta diferencia se puede deber al recubrimiento, en este trabajo se utiliza
polivinilpirrolidona mientras que en el articulo reportado es albiimina

Fig. 21 Se muestran los resultados obtenidos para la linea celular MDA-MB-231 tratados con SNPs
(Single Nucleotides Polymorphism) de color negro y ASNPs (nanoparticulas de plata recubiertas de
albumina) de color blanco. Recuperado de: Azizi, M.; et al (2017) [89].

110
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Todo lo anterior nos muestra que los ensayos de cernimiento primario son fundamentales
para determinar la capacidad de diferentes formulaciones de AgNPs lo que genera mas
informacion para poder discernir cudles son las propiedades fisicoquimicas mas relevantes
y Optimas para plantear alternativas al tratamiento de cancer de mama.
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9. CONCLUSION

En este trabajo se evaluo el efecto citotoxico de 2 formulaciones de AgNPs Argovit
contra la linea celular de cdncer de mama triple negativo MDA-MB-231. La concentracion
mas baja evaluada (1pM) fue significativamente madas citotoxica en el caso de la
formulacion 4 en comparacion con la formulacion 5, siendo las diferencias mas importante
el tamafio 16,4 8,1 nm para la formulacién 4 y 30,6 23,2 nm para la formulacion 5, y la
longitud para la polivinilpirrolidona (45-58 kDa y 12,6 kDa respectivamente). Ademas,
comparando con la literatura podemos sugerir que el recubrimiento es el factor que
contribuye mas al efecto citotoxico de las AgNPs contra las células de cancer de mama. Sin
embargo, también se observo que las nanoparticulas de menor tamafio se muestran mas
citotoxicas, esto debido a que tiene mayor superficie de contacto. Segun lo que reporta
Juarez, K.; et al. (2016) [84], el tamafio de las AgNPs que se utilizaron es de 35+ 15 nmy
los resultados que obtuvieron comparados con los reportados en este trabajo, muestran mas
citotoxicidad que las AgNPs de 35 + 15 nm. Ademas se ha reportado que las AgNPs
inducen la apoptosis, esto se debe a la interaccion de la AgNPs con la célula, el fosfolipido
llamado fosfatidilserina que se encuentra dentro de la célula sale a la superficie y el
colorante anexina V se une con este fosfolipido, lo que hace que sea visible a través de la
microscopia de fluorescencia (Azizi, M.; et al (2017)) [89] .

Estos resultados muestran la factibilidad de continuar realizando ensayos que permitan
determinar el mecanismo de accion de las AgNPs Argovit contra la linea celular
MDA-MB-231 y sobre todo para evaluar el efecto en las células sanas. Esto tltimo es vital
para poder predecir posibles efectos adversos en modelos in vivo que seria la siguiente fase
una vez terminadas las pruebas en cultivos celulares.
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