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Directora de tesis

A nivel mundial la nanotecnologia ha tenido gran auge durante los ultimos afios gracias a
las propiedades que nos brindan los nanomateriales. Dentro de sus multiples herramientas
estan las nanoparticulas de plata, destacadas por ser una de las mas prometedoras debido a
las propiedades fisicoquimicas Unicas con las que cuenta, como ser un potencial agente
anticancerigeno. De acuerdo con la OMS, el cancer es de las principales causas de muerte
mundialmente, el cancer de mama es un claro ejemplo de la mortalidad y casos nuevos que
pueden presentarse afio tras afio. Es necesario realizar diversos tipos de experimentos para
el desarrollo y descubrimiento de nuevos agentes como potenciales farmacos debido a que
los componentes pueden resultar toxicos y desencadenar efectos adversos a corto o largo
plazo. Por lo anterior, en el presente trabajo se evalla el efecto citotdxico y antiproliferativo
de cuatro diferentes concentraciones de nanoparticulas de plata Argovit™ en la linea
celular MCF-7, adenocarcinoma de mama metastasico; un cancer hormono-dependiente
considerada de las lineas mas utiles para estudiar la biologia del cancer. Las nanoparticulas
de plata Argovit™ prometen ser una alternativa para la lucha contra el cancer ya que estas
han probado tener una citotoxicidad baja en células sanas no asi en células cancerosas. Los
resultados revelados en este trabajo nos dan a conocer que la selectividad por parte de las
nanoparticulas de plata a las células cancerosas es efectiva, sin embargo, se reporta que la

via de muerte por la que las células mueren es por necrosis.
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Worldwide, nanotechnology has boomed in recent years thanks to the properties that
nanomaterials provide us. Among its multiple tools are silver nanoparticles, outstanding for
being one of the most promising due to their unique physicochemical properties, as being a
potential anticancer agent. According to the WHO, cancer is one of the leading causes of
death worldwide, breast cancer is a clear example of mortality and new cases that can occur
year after year. It is necessary to carry out various types of experiments for the development
and discovery of new potential drugs because the components can be toxic and trigger
short- or long-term adverse effects. Therefore, in the present work, the cytotoxic and
antiproliferative effect of silver nanoparticles Argovit™ at four different concentrations in
the MCF-7 cell line was evaluated; metastatic breast adenocarcinoma is hormone-
dependent cancer considered one of the most useful lines to study the biology of cancer.
Argovit™ promises to be an alternative fighting cancer since they have proven to have low
cytotoxicity in healthy cells, not so in cancer cells. The results revealed in this work make

us aware that necrosis is the death pathway by which cells die.
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Capitulo 1

Introduccion

En este capitulo se abordara sobre la nanotecnologia, la nanociencia y las
herramientas que esta ciencia nos brinda a una escala nanométrica haciéndolas Unicas y
funcionales dentro de la escala entre 1 a 100 nanémetros. Se busca crear nuevas alternativas
para combatir enfermedades, principalmente, el cancer. Esta enfermedad a nivel mundial se
encuentra dentro de las primeras posiciones, presentando un alto numero de defunciones y

nuevos casos afo con ano.
1.1 Nanociencia y nanotecnologia

Los nanomateriales (NM) son un producto nanotecnoldgico que ha existido a lo
largo de los afios de una forma no visible ante el ojo humano debido a su diminuto tamafio.
Estos materiales son considerados de creciente importancia gracias a que cuentan con
propiedades fisicoquimicas Unicas [1]. La nanociencia es una ciencia multidisciplinaria que
se encarga de estudiar y manipular la materia a escala nanométrica, que va de 1 a 100
nanometros (nm) [2]. Mientras que la nanotecnologia (NT) se encarga de desarrollar
aplicaciones y dispositivos con base en las propiedades que presentan los nanomateriales
[3].

La nanotecnologia pretende innovar y desarrollar dispositivos de alto impacto en
cualquier area, ya sea ambiental, alimenticia, textil, tecnoldgica, automotriz, bioldgica,
entre otras [4]. El area de aplicacién de la NT dependera especificamente de la forma,
sintesis y finalidad para lo que se manipule la materia. Estos materiales son conocidos
como nanomateriales y existen en el medio ambiente con caracteristicas naturales o pueden
ser creados de forma sintética aplicando técnicas especiales, lo que les confiere propiedades
fisicoquimicas Unicas.

Dentro de las propiedades fisicas podemos incluir el tamafio, la forma y superficie
mientras que en las quimicas se encuentran la estructura molecular, composicion y estado
en el que se encuentra, estas distintas propiedades son definidas por el tipo de interaccion

gue pueda existir entre los constituyentes del nanomaterial. Considerando que el espacio



donde se encuentran sera menor, eventualmente se tendran nuevos efectos gracias al
confinamiento espacial, que hace que los niveles energéticos donde estan los electrones
dentro de las particulas sean modificados [5].

Gracias a todas estas manipulaciones de tamafio y sus propiedades fisicoquimicas
Unicas, los materiales a nivel nanométrico tienen una infinidad de aplicaciones en diversas
areas y pueden ser subdivididos en nanoparticulas (NP), nanocapas y nanocompuestos
(Tabla 1.1). En lo que respecta a la sintesis de estas nanoestructuras se distinguen dos
alternativas, técnica top-down que radica en la fabricacion de nanomateriales a partir de
bloques 0 materiales de mayor escala que se sintetiza por procesos fisicoquimicos hasta
llegar a la escala nanomeétrica y técnica bottom-up que consiste en construir nanoestructuras
atomo a atomo o molécula a molécula permitiendo ensamblar d&tomos y moléculas de

manera independiente [6].

Tabla 1.1 Tipos de nanomateriales sintéticos, su descripcion e imagen representativa.
Tomado de Flores, 2013

Nanomateriales Descripcion Imagen representativa

Dendrimeros Son moléculas
tridimensionales 'y  su
estructura es semejante a la
de un arbol, cuenta con una

rama central y a partir de

ella se forman mas ramas,
donde cada una de ellas
puede tener una funcién

determinada




Nanoparticulas

Pieza compuesta de uno o
varios elementos elemento
en con al

menos  una

dimensién en el intervalo

de 1a100 nm

Nanocompositos

Compuestos multifacéticos
que cuentan con 1, 2 0 3
dimensiones, utilizados

para desarrollar nuevos
materiales flexibles, estos
pueden unirse con otras
nanoparticulas (NP) o con
materiales de dimensiones

mas grandes

{ Inlcrcnlauﬂ,v
'(nanocomposite)

Exfoliated

{(nanocomposite)

Nanoalambres

Estructuras  filamentosas
con una dimension entre 1 a
100 nm. Pueden participar
como recubrimiento de
receptores bioldgicos
especificos a ciertos tipos
de microorganismos que en
un medio pueda modificar

su conductividad eléctrica




Nanobiosensores
fotonicos

Se basa en nanoparticulas
de oro o magnéticas que
puedan relacionarse con
puntos cuanticos de energia
de radiacion

electromagnética

Nanotubos

Son alotropos del carbono
cuya estructura es una
lamina de grafeno enrollada
sobre si misma y estos

pueden tener diversas capas

Nanobombas

Conglomerado de
nanotubos de carbono con
un recubrimiento de
anticuerpos que al
exponerse a la luz y calor
son insuficientes  para
aclarar la energia

concentrada y “explotan”

Antidody 4’0 :\\\

Nanosensores

Pequefios dispositivos que
tienen como  finalidad
detectar una determinada

accion externa,




temperatura, presion o

compuesto quimico

Nanomotores Ejemplo de engranaje
atobmico elaborado por un

ordenador

Nanotransportadores | Transportan farmacos vy
ADN facilitando la
capacidad de enviar un
farmaco al blanco deseado

Nanocéscara Son nanoparticulas que

crean una capa delgada
metalica  que  permite
recubrir una estructura

esférica de silicio

1.2 Nanomateriales en sectores de impacto econémico

A continuacion, se describen algunas de las aplicaciones de nanomateriales mas
altamente reportadas en diferentes sectores de impacto econémico.
v Alimentos: En esta area se utilizan nanobiosensores para detectar patogenos;
también se usan nanocompuestos para mejorar la produccion alimentaria
aumentando su resistencia mecanica y térmica, disminuyendo la transferencia de

oxigeno a productos enlatados.



v Construccion: Las nanoparticulas pueden ser aplicadas como aditivos en
recubrimientos organicos, en pinturas y barnices, también se utilizan para adhesivos
que absorben radiacion para un secado mas rapido. Existen nanomateriales
aplicados en cemento, hormigon, entre otros, para mejorar funcionalidades como
durabilidad, fortaleza, resistencia al agua y/o fuego, y estabilidad térmica.

v Biomédica: Se emplean nanomateriales para mejorar el diagnostico precoz y
tratamiento de enfermedades neurodegenerativas, cancer y otras, también se aplican
nanoparticulas para mejorar productos farmacéuticos y nanosensores para
diagnostico clinico.

v Electrdénica: Nanotubos de carbono para microchips y dispositivos mas pequefios,
veloces y eficientes, nanocables cuanticos mas resistentes, ligeros y conductores, se
encuentran dentro de los mas reportados.

v Tecnologias de la informacion y las telecomunicaciones: Memorias MRAM, que
mantienen informacion en bits dentro de campos magnéticos y cuentan con gran
ahorro de energia, son mas rapidas e incluso mas resistentes.

v Energia: Semiconductores para fabricar paneles solares que multiplican la cantidad
de luz solar y sea convertida en corriente eléctrica, turbinas edlicas mas fuertes y
ligeras.

v Medio ambiente: Purificacion de aire con iones, depuracion de aguas residuales con
nanoburbujas o nanofiltracion para metales pesados, nanocatalizadores para
reacciones quimicas.

v Textil: Tejidos inteligentes que no se manchan ni se arrugan, protegen contra el
fuego, repelen el agua y gestionan el control térmico.

v Automotriz: Nanofibras de carbono mas fuertes y ligeras que el acero para motores,

agentes reforzantes en neumaticos, recubrimientos anticorrosién, entre otros.

Asimismo, la nanotecnologia es de especial interés en el area biomeédica,
especificamente para el diagnostico y tratamiento de cancer [7]. Un claro ejemplo de la NT
en esta area son las NP, las cuales han tenido un gran auge en biomedicina. Las NP pueden
ser de base metélica, tres ejemplos de estas son los puntos cuanticos, NP de oro y plata y
Oxidos metalicos [8] e incluso pueden ser a base de carbono. La estructura més utilizada es



esférica, aunque también pueden ser tubulares o elipsoidales; entre las propiedades mas
destacables que tienen estas nanoparticulas se encuentran, su bajo peso molecular, la

dureza, elasticidad y la posible conduccion de electricidad.
1.3 Nanomedicina

En la actualidad los nanomateriales han sido una puerta de beneficios y retos que se
abre a nuevas oportunidades de desarrollo especialmente para la medicina y la biologia al
punto que es posible caracterizar, disefiar y producir materiales con propiedades especificas
para su uso en aplicaciones clinicas. Esta subdisciplina de la nanociencia es conocida como
nanomedicina, la cual es de las mas prometedoras dentro los avances tecnolégicos ain en
desarrollo. Sin embargo, a pesar de que existen estos avances, se requiere de investigacion
interdisciplinaria para potenciar y perfeccionar el progreso y crecimiento de dichos
materiales y evitar que estos presenten efectos secundarios en pacientes. Para eso, la
nanociencia se ve comprometida a desarrollar productos farmacéuticos seguros realizando
evaluaciones diagnosticas in vitro e in vivo.

En particular, las nanoparticulas han destacado porque juegan un papel importante
en distintos procesos para la mejora de tratamientos y prevencion de enfermedades, estas
ofrecen una alternativa en tratamientos contra el cancer, hepatitis y enfermedades
infecciosas, entre otras [9]. Algunas de las nanoparticulas mas reportadas son las
siguientes:

Ceramicas: compuestas por o6xidos, carburos, carbonatos y fosfatos, cuentan con
una alta resistencia al calor e inercia quimica. Se aplica en fotocatalisis, fotodegradacion de
colorantes, administracion de farmacos e imagenes.

A base de lipidos: cuentan con un nucleo solido y una matriz con moléculas
lipofilas solubles y el nucleo externo se estabiliza por surfactantes y emulsionantes. Se
utilizan como portadores de farmacos y para la liberacion de ARN en la terapia del cancer

Aleacion: las aleaciones pueden ser bimetalicas y estan influenciadas por las
caracteristicas de cada metal. Destacan en sus aplicaciones ortopédicas, en diagndstico de
cancer y como biosensores

Magnéticas: son reportadas como biocompatibles y conservan su estabilidad

coloidal, resisten la agregacion si su interacciébn magnética se reduce. Se ocupan



principalmente en tratamientos selectivos de cancer (hipertermia magnética) vy
manipulacion de células madre, asi como en la administracion guiada de farmacos e
imagenes por resonancia magnética

Poliméricas: los polimeros en nanoparticulas se han utilizado como sistema de
suministro de farmacos dirigidos y sostenidos, para administrar farmacos en dianas
evitando efectos adversos, pueden incorporarse a la superficie o quimicamente a las
nanoparticulas que portan carga. Se utiliza un polimero que hace estable a la NP en un
ambiente bioldgico e intercede en la biodistribucién.

Dendrimeros: en estas nanoparticulas el farmaco puede estar encapsulado en la red
de dendrimeros por medio de enlaces de hidrogeno, interacciones hidrofobicas e interaccién
ionica o por medio de enlaces covalentes

Quitosano: este biopolimero actia como bioadhesivo gracias a su solubilidad en
agua y al tener carga positiva se une a mucoproteinas que tienen carga negativa, asi
prolonga el tiempo de permanencia de medicamentos unidos a quitosanos en el cuerpo y
aumentando la biodisponibilidad del farmaco

Proteicas: en la superficie de la NP existe adsorcién de proteinas y se rige por
afinidades de unién de proteina-nanoparticula, asi como proteina-proteina. Al unirse las
proteinas a la NP forman una biocorona que hace posible su interaccion con sistemas
bioldgicos permitiendo que el sistema inmune lo reconozca como propio y dandole libertad

de circulacion en el organismo
1.4 Nanoparticulas de plata

Por su parte, las nanoparticulas de plata (AgNP) se encuentran dentro de las mas
estudiadas por sus propiedades y potenciales aplicaciones biomédicas [10,11]. Las AgNPs
aparte de contener plata pueden contar con distintos tipos de recubrimiento, en la literatura
podemos encontrar citrato de sodio, polivinilpirrolidona (PVP) y polietilenglicol (PEG)
entre los mas reportados. Existen diferentes métodos para la sintesis de las AgNPs, las
distintas rutas de sintesis dan lugar a diferentes tamafios, morfologias y estabilidad. Los
métodos de sintesis de las AgNPs son, la sintesis fisica, la quimica y la biolégica o mejor

conocida como sintesis verde. En general, los procesos son clasificados como top-down (de



lo grande a lo mas pequefio) o bottom-up (de lo més pequefio a lo grande) como se
menciond anteriormente.

La sintesis fisica utiliza métodos top-down provocando un desgaste, enfriamiento
repetido y/o fotolitografia. Los métodos bottom-up, como la sintesis quimica gue es una de
las mas usadas para la sintesis de AgNPs. Se utiliza sal de plata, reductores y un
estabilizante o agente de terminacion que controlard su tamafio, los estabilizantes cuentan
con surfactantes y ligandos o polimeros. Finalmente, la sintesis biologica o sintesis verde
busca ser amigable con el medio ambiente utilizando agentes reductores y agentes de
terminacion ecoldgicos como proteinas, péptidos, carbohidratos, algas, levaduras, entre
otros més. La sintesis, es el procedimiento donde se definen los tres pardmetros mas
importantes: el tamafio, la morfologia y la carga de superficie, los cuales influyen en la
estabilidad fisica y la distribucion de las AgNPs [12].

El interés por la plata no es reciente, ya que este elemento quimico se ha utilizado
en la medicina desde hace siglos. La plata tiene propiedades antimicrobianas, lo que
permite su uso en vendajes para el cuidado y tratamiento de heridas evitando infecciones.
También se ha utilizado para el manejo de quemaduras y en gotas que contenian nitrato de
plata (AgNO3) al 1% para los recién nacidos, evitando enfermedades que causan ceguera.
Ademas, se ha utilizado contra las verrugas, tratamientos de cistitis e infecciones de vias
urinarias en nifios. En la actualidad ha demostrado efectividad frente al VIH-1, hepatitis B
y logra inhibir enfermedades parasitarias [13]. Las AgNPs han tenido gran impacto en su
aplicacion como agentes quimioterapéuticos para el tratamiento de cancer [14]. No
obstante, la actividad biologica de las AgNPs depende de las diversas propiedades
fisicoquimicas. El interés en estas nanoparticulas es debido a ciertas propiedades que
presentan haciéndolas funcionales para transporte y liberacion de farmacos como la adicion
de moléculas que permitan atravesar barreras bioldgicas, teniendo como ventaja entregar el
farmaco en un 6rgano o celula diana evitando que se presente una toxicidad en el sistema
bioldgico [15].

Sin embargo, su aplicacion se ve limitada por la falta de estudios sisteméticos que
permitan determinar los posibles efectos adversos a la salud humana [16]. La reactividad de
las AgNPs, el tipo de célula y tipo de agente reductor que se emplea para su sintesis son

elementos indispensables que pueden ser clave para determinar su toxicidad [17] y prevenir



efectos adversos por parte de estas, que pueden dispersarse al sistema cardiovascular y al
sistema nervioso central provocando cardiotoxicidad, neurotoxicidad o inmunotoxicidad
[18]. Las nanoparticulas de plata siguen siendo evaluadas especificamente a bajas
concentraciones, ya que altas concentraciones han mostrado que pueden ser sumamente
toxicas por la generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) y causar procesos
inflamatorios a nivel celular teniendo consecuencias que pueden llegar incluso a la muerte
celular.

Las AgNPs han probado tener efecto antitumoral, pero cuando estas son
administradas a concentraciones bajas pueden generar aberraciones cromosomicas y dafios
en el ADN [9]. De igual manera estas son utilizadas como transportadores de
farmacos[17], este proceso es llevado a cabo por una liberacion controlada, es decir, el
farmaco se coloca al interior del sistema nanoparticulado y se recubre con una serie de
polimeros o moléculas que causan una liberacion prolongada y libere el farmaco
especificamente cuando la NP este en el sitio diana, debido al camino recorrido por la
AgNP se provoca un desgaste del recubrimiento haciendo que los poros queden expuestos y

el farmaco, pueda liberarse en el sitio correspondiente [18].
1.5 Céncer

El cancer es una enfermedad que se genera a partir de células que crecen répida e
incontroladamente excediendo las células normales, dando como resultado un tumor [14].
Estudios de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), mencionan que existen ciertos
factores que causan mutaciones en genes y proteinas provocando una division celular
descontrolada que induce tumores y generando neoplasias, estos factores son conocidos
como carcinogénicos y pueden ser genéticos o externos. Entre los factores externos
encontramos tres categorias: quimicas, fisicas y bioldgicas, entre ellos podemos encontrar
tabagquismo, mala alimentacion, falta de actividad fisica, luz solar, estrés, contaminantes
ambientales, infecciones y genética [19]. En la actualidad a nivel mundial, el cancer, es una
de las principales causas de muerte al afo, esta enfermedad es considerada un problema
sociosanitario de primer orden debido a su alta incidencia. Segun datos de la OMS, el
cancer ocupa el segundo lugar de muertes a nivel mundial y su incidencia incrementa

conforme a la edad de la persona.



En el afio 2015 se estima que el cancer causé 8.8 millones de muertes, mientras que,
en el afio 2020, se sabe que la tasa de mortalidad fue de casi 10 millones de personas, con
una incidencia de casi el doble [19], previendose que para el afio 2030 existira un aumento
que sobrepasara los 20 millones anuales [20]. La mayoria de los canceres que afectan a la
poblacion a nivel mundial son especialmente 5 tipos: mama, pulmén, colorrectal, préstata y
estdbmago (tabla 1.2) [21], teniendo en América Latina un estimado de 2.1 millones anuales
[27].

Tabla. 1.2 Tasa de incidencia, mortalidad y prevalencia a 5 afios a nivel mundial, ambos

sexos, todas las edades.

CANCER ANIVEL MUNDIAL
Tipo de Incidencia Mortalidad Prevalencia
cancer
Mama 2261419 684 996 7770717
Pulmoén 2206771 1796 144 2604 791
Colorrectal 1931 590 935173 5253335
Prostata 1414 259 375 304 4 956 901
Estdmago 1089 103 768 793 1 805 968
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Figura 1.1 Namero estimado de casos nuevos de mujeres en 2020, México de todas las
edades

En México, las muertes causadas por cancer ocupan el tercer lugar después de las
enfermedades cardiovasculares y la diabetes [22]. Conforme a datos de GLOBOCAN 2018
en México, los ultimos seis afios se contaba con una poblacion de méas de 130 millones de
habitantes con una prevalencia de mas de 480 mil casos y se registraron mas de 190 mil
casos nuevos, dejando una mortalidad de 84 mil individuos aproximadamente [23]. En el
afio 2020, los canceres con mayor incidencia de casos nuevos son: para la poblacion
femenina, cancer de mama, cérvico uterino, tiroides, colorrectal y cuerpo uterino (figura
1.1), mientras que para la poblacion masculina son: prdstata, colorrectal, estomago, linfoma
no Hodgkin (figura 1.2).
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Figura 1.2. Numero estimado de casos nuevos de hombres en 2020, México de todas las
edades

1.6 Cancer de mama

En particular, el cancer de mama es la neoplasia con mayor prevalencia e incidencia
en mujeres con un aumento de mas del 36.6% anualmente [21]. Este cancer se desarrolla en
la glandula mamaria y se debe a que las células de mama proliferan en la zona lobular, que
es donde se produce la leche o la zona ductal, por donde circula la leche hacia el pezén. El
cancer de mama méas comun en las mujeres es el ductal, con un 80%, mientras que el
lobular tiene una incidencia menor al 10% [24]. EI cancer puede ser in situ, lo que significa
que la proliferacién celular no traspasa la pared biolégica y por ello no invade el tejido que
lo rodea o carcinoma invasivo, en donde el tumor prolifera y traspasa la frontera natural
anatémica del ducto o I6bulo invadiendo tejido circundante, el cancer se transporta a otros

organos y los perjudica, proceso conocido como metastasis.



A nivel mundial, en el afio 2020 se registro una incidencia de mas de 2.26 millones
de casos, dejando una mortalidad total de 684 996 personas a causa del cancer de mama,
mas del 50% de los decesos fueron mujeres [19,25]. Dentro de estas cifras, en México se
estiman 7 931 nimero de muertes a causa del cancer de mama, es decir, mas del 15% de
casos descienden y, se estiman 29 929 de casos nuevos, méas del 25%, posicionandolo en
primer lugar tanto de mortalidad como de incidencia (Tabla 1.3).

Tabla 1.3. Tasa de incidencia, mortalidad y prevalencia a 5 afios a nivel nacional (México),

ambos sexos, todas las edades

Tipo de cancer Incidencia Mortalidad Prevalencia
Mama 29 929 7931 99 288
Prostata 26 742 7 457 90 670
Colorrectal 14 901 7 755 37 473
Tiroides 11 227 956 37 094
Cervicouterino 9439 4 335 25 026

En particular, el cancer de mama cuenta con una morbilidad de mas de dos millones
de casos anualmente, con una prevalencia a cinco afios de aproximadamente ocho millones
de casos a nivel mundial; mientras que, en México, el Instituto Nacional de Cancerologia
(INCan) explica que es el méas frecuente en el pais con 27 mil 500 casos por afio [26],
cuenta con una prevalencia a cinco afios de 99 288 casos, ocupando el primer lugar seguido
del céncer colorrectal en la poblacion femenina. En nuestro pais, en el afio 2019 se
registraron 15 286 casos nuevos de cancer de mama, 167 casos son hombres y 15 119 casos

son mujeres. La tasa de incidencia es de 18.55 casos nuevos por cada 100,000 mujeres y



0.42 casos nuevos por cada 100,000 hombres, ambos entre la poblacion de 20 afios en
adelante (Figura 1.3) [13, 27].
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Figura 1.3. Incidencia de cancer de mama en la poblacion de 20 afios y mas por sexo 2010

a 2019. Por cada 100 mil individuos de 20 afios y mas de cada sexo.
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Figura 1.4. Tasa de mortalidad por cancer de mama en mujeres de 20 afios y mas, por
grupos de edad 2020. Defunciones por cada 100 mil mujeres.

La tasa de mortalidad por cancer de mama en México, segun cifras preliminares del
Instituto Nacional de Estadistica y Geografia (INEGI), es de 1 086 094 fallecimientos en el
afio 2020, dentro de estas cifras el 0.64% pertenece a mujeres de entre 20 a 29 afos, el
7.09% a mujeres de entre 30 a 44 afos, el 26.79% a las mujeres entre 45 y 59 afios,

mientras que el 49.08% corresponde a mujeres mayores de 60 afios (Figura 1.4) [13].

1.7 Detectando el cancer

Lo anterior nos muestra un incremento en el nimero de defunciones directamente
proporcional a la edad, siendo uno de los principales factores la falta de métodos de
deteccion temprana del cancer. Existen estudios que nos permiten detectar el cancer como,

por ejemplo:



v Mamografia: Imagen del interior de la mama que nos permite identificar tumores
pequefios o un carcinoma ductal in situ.

v Tomosintesis: Se utilizan rayos X para tomar imagenes desde distintos angulos y se
usa computadora para crear iméagenes tridimensionales de la mama por medio de las
imagenes.

v Resonancia magnetica: Se utiliza un iman y ondas de radio, se toman imagenes del
cuerpo por partes para detallar imagenes entre partes y distinguir tejidos sanos y
enfermos.

v Andlisis de sangre u orina: Detectan presencia de marcadores tumorales, que son
sustancias que generan las células cancerosas o células del cuerpo como respuesta al
cancer.

v Tomografia computarizada: Imagenes tomadas por maquina de rayos X. Pueden
crear imagenes 3D mas detalladas del interior del cuerpo.

»  Tomografia nuclear: Se ocupa material radioactivo para tomar imagenes del interior
del cuerpo, el cual perdera su radioactividad y se eliminara por heces u orina.

v Termografia: Procedimiento por medio de una camara especial que detecta el calor
para registrar la temperatura de la piel que cubre las mamas.

v Muestreo de tejido: Se toman células del tejido de la mama para observarlas al
microscopio Yy un profesional analiza la muestra.

Los prondsticos varian en funcion del diagnostico, cuando este Gltimo es tardio el
cancer se encontrara en una etapa avanzada haciendo que las oportunidades de tratamiento
y el prondstico de vida sean menos beneficiosos para los individuos. Es por lo que, en las
ultimas cinco décadas se han desarrollado diferentes tratamientos contra el cancer de
mama, desde tratamientos quirdrgicos hasta quimioterapéuticos. A pesar de su existencia,
uno de los principales inconvenientes es que los tratamientos pueden ocasionar efectos
secundarios que varian de una persona a otra y dependiendo del método utilizado, estos
efectos pueden ir desde cansancio hasta el desarrollo de otro tipo de cancer [28]. De igual
manera, las terapias actuales existentes tienen costos elevados y varian conforme a cada
paciente, en ciertos casos pueden ser necesarios mas de un tratamiento para un solo
paciente (tabla 1.4) [29]. En México estos tratamientos no son cubiertos por la seguridad
social, lo que limita a los pacientes a poder tener acceso a ellos [22].



Tabla 1.4. Costos unitarios de tratamientos para el cAncer de mama, descripcion de los

tratamientos y los efectos secundarios que pueden presentarse. Datos tomados de (Knaul et

al., 2009)

Tratamiento

Costo  unitario

de tratamiento

Descripcion de

tratamiento

Efectos secundarios

Quimioterapia

$7, 034 - 30,806

Uso de medicamentos

Daflo a células de

por sesion contra el  cancer | distintos organos,
administrados via oral | cansancio, perdida de
0 intravenosa cabello, nauseas,
vomitos y anemia
Inmunoterapia $5,500 Uso de medicamentos [ Cansancio, falta de

que  estimulan el
sistema inmunitario
para que reconozca y
destruya a las células

cancerosas

aire, pérdida de peso,
disminucion de
apetito, diarrea,
problemas para dormir

y llagas en el cuerpo

Lumpectomia

$11, 503 - 13,947

Cirugia con

conservacion del seno

Dolor en el seno.
Hinchazdn temporal y
cambio en la forma del

seno

Mastectomia

$20,054 - 20, 489

Cirugia que extirpa

totalmente el seno

Dolor en la parte del
seno, acumulacion de
la sangre en la herida,

limitacién de




movimiento y dolor en

terminales nerviosas

Radioterapia $9,991

Tratamiento con rayos
de alta energia que
destruye células

cancerosas

Cansancio, problemas
en la piel, caida de
cabello, y recuentos

sanguineos bajos

La tasa de supervivencia promedio a cinco afios en la poblacién afectada por el
cancer de mama invasivo no metastasico es del 90% mientras que la tasa de supervivencia
promedio a diez afios con cancer de mama invasivo no metastasico es del 85% [30]. Por el
contrario, si el cancer de mama es invasivo, pero se encuentra solo en la mama, la tasa de
supervivencia a cinco afios es del 99% para las mujeres. Si el cancer se encuentra afectando
los ganglios linfaticos el porcentaje de supervivencia a cinco afios es del 86%. En caso de
que el cancer se haya diseminado a cualquier otra parte del cuerpo, la probabilidad de vida
sera mucho menor a las mencionadas anteriormente, a cinco afios la tasa de supervivencia
sera de un 27% aproximadamente [31]. La posibilidad de mejorar la calidad de vida de los
individuos enfermos de cancer es dependiente de distintos factores como el tiempo de
deteccion, tamafio de bulto, rapidez de crecimiento, cantidad de ganglios afectados y
eficiencia del tratamiento. Cabe recalcar que las estadisticas de sobrevivencia son una

estimacion.

Capitulo 2
Justificacion

A pesar de que en la actualidad se cuenta con distintos tratamientos para el cancer, el
namero de muertes aumenta afio con afo y lamentablemente se presentan nuevos casos
de cancer de mama multidrogoresistentes [32]. En este sentido la nanotecnologia brinda
posibles alternativas para el tratamiento de cancer utilizando nanoparticulas, las cuales

cuentan con propiedades fisicoquimicas que proporcionan una actividad biolégica



particular en modelos celulares y animales [33]. Existen estudios donde se reporta que las
nanoparticulas de plata no dafian a las células sanas e inhiben exitosamente el
crecimiento de células tumorales. Al mismo tiempo, investigadores demuestran que la
respuesta de las AgNP es positiva, alta, e incluso podria ser accesible para cualquier
paciente [25]. Gracias a las caracteristicas que han mostrado en biomedicina [34], se
busca generar herramientas que sean seguras y viables para tratar a los pacientes de

cancer.

Para poder generar nuevas alternativas como tratamientos para el cancer existen
distintos tipos de estudios que van desde lo tedrico hasta la fase clinica. Primero se estudia
el problema desde el nivel mas basico para asi generar ideas de las nuevas herramientas que
se utilizardan como alternativa. En este estudio se aplicaron ensayos in vitro, es decir, se
experimenta directamente en las células de cancer de mama humano. El uso de las lineas
celulares es viable gracias a la facilidad que brindan para disefiar experimentos con
maltiples réplicas para distintos usos. Cuentan con un nimero de pases ilimitado, ya que
estas son celulas inmortalizadas, son faciles de mantener y su proliferacion con las
condiciones adecuadas es rapida conservando sus caracteristicas. El uso de un tipo celular
bien caracterizado y diferenciado puede brindar confianza y seguridad en los datos
generados en cuanto a la validez de los resultados obtenidos in vitro, mismos pueden diferir

de lo que pueda observarse in vivo, de ahi la importancia de la reproducibilidad.

Capitulo 3
Antecedentes

3.1 Nanoparticulas de plata Argovit™

Las AgNP Argovit™ han reportado una baja toxicidad en diversos modelos estudiados,
haciéndolo idoneo como alternativa para combatir diferentes enfermedades sin presentar
efectos adversos a las células normales [35, 36]. Respecto a los estudios in vitro se han



obtenido muy buenos resultados, atacando a células diana sin tener un efecto secundario o
adverso a otros tipos celulares presentes [67].

3.2 Lineas celulares

La linea celular es un cultivo continuo capaz de proliferar y crecer en condiciones
especiales, son subcultivos de cultivos primarios y pueden proceder de animales, humanos
o plantas [38]. Las células sirven como modelo para estudiar la fisiologia y bioquimica de
las células sanas y enfermas. Dentro de las ventajas que estas presentan son el precio y la
facilidad de manipulacion, su uso es principalmente aplicable a la investigacion y
produccidn a gran escala de compuestos bioldgicos [39]. La mayoria de las células, ya sean
animales o vegetales, logran vivir, dividirse e inclusive contar con propiedades
diferenciales dependiendo de donde se cultiven y los medios de cultivo que se utilicen para

el mantenimiento de la linea celular [40].

Existen dos tipos de cultivos celulares, adherentes y en suspensién. Los cultivos
adherentes se pegan al contenedor donde se encuentran y crecen en monocapa, en otras
palabras, crecen en una capa unicelular [41]. El cultivo en suspension es cuando las células
se quedan flotando en el medio de cultivo celular sin tener la necesidad de adherirse a algo
solido para poder proliferar [42]. La linea celular utilizada en este estudio fue la MCF-7,

células de cancer de mama adherentes hormono-dependientes.
3.3 Aplicacion de lineas celulares

Las lineas celulares son utilizadas como herramientas para estudios, principalmente
en la biologia celular y molecular, permiten estudiar su morfologia, citotoxicidad y
genotoxicidad de diferentes sustancias, entre otros estudios mas. Existen distintas
aplicaciones experimentales, asi como diversas lineas celulares que pueden ser estudiadas
de manera in vitro [46]. Se utilizan principalmente porque son el punto de partida para
muchas aplicaciones tecnocientificas en el area de la salud. De las ventajas que tienen es
gue son accesibles, menos costosas y son faciles de trabajar en comparacion con un

organismo méas completo.



La linea celular es creada a partir de un cultivo primario, lo cual implica que el
namero de células aumente, su poblacién sea homogénea y las caracteristicas de las células
se conservaran por generaciones con las condiciones adecuadas [47], pueden ser congeladas
en nitrogeno liquido o a temperaturas de -80°C y ser almacenadas por periodos largos sin
perder sus propiedades. Las lineas celulares ofrecen un modelo valioso para experimentos
preliminares, sin embargo, después de cierto numero de divisiones, las células perderan su
capacidad de proliferar llegando a una etapa conocida como senescencia y moriran,
perdiendo asi la linea celular. Las lineas celulares se utilizan principalmente en
investigacién y desarrollo de farmacos como modelo de tejido sano o tejido enfermo para
conocer ciertos procesos bioldgicos, analizar el metabolismo, pruebas de deteccion y
citotoxicidad de farmacos, estudiar la funcion de los genes y la produccién de vacunas,

anticuerpos y/o compuestos biologicos [48].
3.3.1 Citotoxicidad

La toxicidad que se genera por agentes externos a la célula provocando un dafio se
conoce como citotoxicidad. Son efectos adversos que se ven reflejados en la disrupcion de
la membrana o en procesos celulares, ambos efectos son fundamentales para la
supervivencia, funcionamiento y la proliferacion celular [49]. EI componente se considera
citotoxico si existe interferencia y perjudica a las células. Los ensayos de citotoxicidad son
utilizados en los productos cosméticos, farmacéuticos y plantas, todo esto con la finalidad
de medir la viabilidad celular es decir la inhibicion del crecimiento celular [50]. Existen
pruebas que determinan la citotoxicidad de los compuestos, estos ensayos de citotoxicidad
se ocupan para el desarrollo y descubrimiento de nuevos potenciales a farmacos.
Dependiendo hacia donde estén dirigidos estos ensayos, permiten que el compuesto en
desarrollo continle y avance a nuevas pruebas, en el caso de no cumplir los objetivos se

podra descartar, ya que puede provocar efectos adversos a los propuestos.
3.3.2 Viabilidad celular

El ensayo de viabilidad celular nos ayuda a identificar a las células que se
encuentran vivas después de ser expuestas a algun tratamiento. Permiten determinar

actividad enzimaética, rompimiento de la integridad de la membrana y produccién de ATP



junto con otros indicadores. Se utiliza en pruebas de citotoxicidad, nos revela los efectos
que se generan por induccién del compuesto probado. Podemos identificar si las células

estan muertas o vivas por medio del ensayo de exclusién vital.
3.3.3 Prueba de exclusion de azul tripano

Este ensayo nos permite detectar las células vivas y muertas ya que estaran
expuestas a azul a tripano. El azul tripano penetrara nicamente en las células muertas, las
células vivas son impermeables a este colorante, ya que su membrana se encuentra
completamente intacta evitando el paso al colorante, mientras que las muertas tendran
disrupcion en la membrana permitiendo el paso al azul tripano (Figura 3.1). Para ver un
efecto con el azul tripano, primero las células se exponen al tratamiento con el compuesto y
se incuban por un tiempo definido, tras ser expuestas e incubadas se agrega el azul de
tripano y por medio de un microscopio éptico se observan y podemos determinar si la
célula esta viva o muerta dependiendo el color que se refleje, si la célula es viable se vera

clara, si la célula estd muerta tendran el citoplasma color azul.

B)

Muertas

Vivas «*

Figura 3.1. Prueba de exclusién de azul tripano. A) Células de levadura, B) Células
MCF-7. Las células refringentes son las vivas (circulos verdes), mantienen su membrana
celular intacta y no permite el paso del colorante, mientras que en las células no viables
(circulos amarillos) el colorante penetra la membrana permitiendo el ingreso al citoplasma.

A) Tomada de Eureka Brewing. B) Adaptada de Martinez-Torrez, (2016).



3.3.4 Muerte celular

La muerte celular es un pardmetro bioldgico que diagnostica el estado en que se
encuentra la célula, es decir, si es viable o no. La determinacion de via de muerte celular
nos revela condiciones exactas de las células a un nivel fisiolégico, morfoldgico y genético
[51]. Si las células que se exponen a los agentes presentan una activacion en secuencia de
complejas vias bioldgicas y genéticas que resulten en dafios a nivel estructural, funcional y
fisioldgico, estos agentes podrian no tener aplicabilidad médica ya que se representa un
riesgo celular elevado [52]. Dentro de los factores que provocan la muerte celular esta el
estrés oxidativo, falta de nutrientes, cambios bruscos de temperatura, agentes nocivos, entre
otros [53].

La muerte celular puede ocurrir por medio de dos vias, apoptosis 0 necrosis,
dependiendo la forma en como muere la célula. La apoptosis es una muerte programada, en
esta via existen interacciones proteicas, entrecruzamientos, rompimientos y degradacion, de
igual forma existe un reordenamiento estructural y un consumo de energia para poder
concluir su ciclo celular, el tiempo en que tarde este proceso depende del tipo de célula
[54]. La necrosis, al contrario de la apoptosis, tiene un desorden y es independiente de
energia, existen cambios definitivos en el nicleo y la integridad de la membrana se pierde,
también se sabe que presenta disfuncién en mitocondria y se eleva el volumen celular y
libera el material genético al exterior de la célula [55]. La diferencia entre estas dos vias es
que la apoptosis se queda con su material genético en el interior de la célula evitando que
existan dafos colaterales y no provocara inflamacion mientras que la necrosis liberara todo
su contenido exponiendo a otros organelos y existiran procesos inflamatorios. Para
determinar por qué via muere la célula existen distintos tipos de ensayos, en este trabajo se

utilizé Alexa Fluor 488, donde mas adelante se explica el proceso.
3.3.5 Especies reactivas de oxigeno y estrés oxidativo

Las especies reactivas de oxigeno (ROS) son producto del metabolismo aerdbico
fisiologico normal [56]. Estas especies contienen iones de oxigeno, radicales libres y
perdxidos, al entrar en un estrés ambiental sus niveles varian y provocan un desbalance

dejando dafios significativos a las células, este estado es conocido como estres oxidativo. El



estrés oxidativo se caracteriza por presentar un desequilibrio entre la generacion y
eliminacién de ROS, lo cual se vincula al envejecimiento y desarrollo de afecciones
cardiovasculares, enfermedades neurodegenerativas y el cancer entre otras [57]. El
desbalance existente es debido a la sobreproduccion de ROS y el sistema de defensa

antioxidante provoca un dafio y por consecuencia una rotura de la funcién celular.

Las ROS estan presentes en la sefializacion celular, pero a bajas concentraciones, de
igual manera pueden participar para defensa contra agentes infecciosos, por el contrario,
estas especies causaran dafios irreversibles a lipidos, acidos nucleicos y proteinas celulares
a altas concentraciones [58]. El término de especies reactivas de oxigeno hace referencia a
dos tipos de moléculas: los radicales libres y los no radicales [59]. Los radicales libres son
moléculas autosuficientes mientras cuenten con uno o mas electrones desapareados en su
ultima o&rbita, su configuracion paramagnética la hace inestable y altamente reactiva
pudiendo entrar en contacto con moléculas que integren la estructura celular, lipidos,

proteinas y acidos nucleicos [60, 61].

El radical libre mas comun es el de oxigeno, a concentraciones altas, por encima de
los niveles atmosféricos provoca dafios reversibles e irreversibles pudiendo resultar en la
muerte celular [62]. Estas moléculas se hacen letales debido a que pierden el equilibrio con
sustancias prooxidantes y antioxidantes desencadenando estrés oxidativo dejando como
resultado procesos patolégicos. El oxigeno oxida compuestos reduciéndose como
consecuencia a la ganancia de electrones, dicho con otras palabras, al incrementar un
electron al oxigeno teniendo un estado fundamental se creara el anidn superoxido y si se
agrega otro electron se tendra el anién perdxido, ya no siendo un radical libre debido a que

no cuenta con electrones desapareados [63].
3.3.6 Anion superoxido (O,)

El ion superdxido es generado por la reduccion de un electron de oxigeno, es el
radical mas comun y abundante a nivel celular. Puede originarse por dos fuentes, cadena
respiratoria mitocondrial y fagocitosis [64]. El sistema bioldgico libera la superéxido
dismutasa (SOD), que es una enzima gque mantiene la concentracion del anion superdxido

en un nivel estandar, pero al excederse el anion superoxido y/o las defensas antioxidantes



son debiles se desencadenard estrés oxidativo causando dafios a biomoléculas y alterando
su funcidn fisioldgica [65].

3.4 Linea celular de cancer de mama MCF-7

La linea celular MCF-7, acronimo de Michigan Cancer Foundation, (Figura 3.2)
son células epiteliales aisladas del tejido mamario de una paciente blanca de 69 afios con
adenocarcinoma metastasico, considerada de bajo potencial maligno. La linea celular
conserva caracteristicas del epitelio mamario diferenciado entre ellas, la capacidad de
procesar estradiol por medio de los receptores de estrdgeno citoplasmaticos y la capacidad
de formar cupulas. De igual manera expresan el oncogen WNT7B [43], el cual juega papel
fundamental en el desarrollo, renovacién de tejidos y enfermedades humanas. Es un
regulador critico de genes y estd involucrado en el desarrollo, invasién y metastasis del
tumor [44].

Figura 3.2. Linea celular de adenocarcinoma metastasico de mama MCF-7. A) pase 0,

recien descongeladas, B) pase 1, primera division, C) 75% de confluencia, D) 85% de

confluencia. Imagenes con aumento (40X)

Capitulo 4



Marco tedrico

4.1 Aplicaciones de las AgNP Argovit™

Las AgNPs Argovit™ han sido estudiadas para combatir diversas enfermedades y
generar una nueva opcion para tratamientos efectivos y seguros. Dentro de los tratamientos

donde se han implementado las AgQNP Argovit™ como alternativa se encuentran:

v Ulceras de pie diabético (DFU), es una complicacion comin en pacientes que
padecen diabetes mellitus y estdn expuestos a infecciones microbianas que pueden
llegar a provocar la amputacion completa del pie infectado. Las AgNP se utilizaron
como tratamiento para las Ulceras de pie diabético de grado Il y Il de la
clasificacion de Wagner, su administracion fue topica y se continué con la
administracion de antibioticos convencionales. Los resultados fueron positivos al
tener una mejora significativa en menos de 25 dias tras someterse al tratamiento con
AgNP [45].

+  Sindrome respiratorio agudo severo coronavirus-2 (SARS-CoV-2), es una infeccion
provocada por un virus de facil propagacion entre individuos. Los estudios tuvieron
como respuesta que las AgNP muestran un efecto inhibitorio sobre la infeccion,
existe una interferencia con proteinas estructurales del virus e inhibe la capacidad
para unirse a receptores celulares o unirse a material genético mediante la inhibicion

de su replicacion [37].
4.2 AgNP Argovit™ contra el cancer

Existen estudios donde se reporta que las AgNP Argovit™ se han administrado a
cultivos de diferentes lineas celulares cancerigenas entre ellas células de cancer de cuello
uterino (HelLa), pulmén (H1299 y H1437), préstata (DU-145), colon (HT-29 y DLD-1) y
mama (MDA-MB-231 y MCF-7). El motivo de usar distintas lineas es para probar si las
AgNP inhiben eficazmente la viabilidad celular de lineas celulares de cancer dependientes
y no dependiente de hormonas. Tras exponer las células por 12 y 24h a tratamientos con
AgNP se observa que la viabilidad disminuye significativamente siendo dependiente del

tiempo y la dosis, las AgNP a 20ug/ml de plata metalica presentan alta citotoxicidad en



ambos tiempos de incubacion. Sin embargo, con 10ug/ml, existe una disminucién radical
en la viabilidad celular en las lineas celulares menos en las células de prostata DU-145. La
susceptibilidad de muerte varia dependiendo del tiempo de exposicion y concentracion.
Respecto a la generacion de ROS, se revel6 que la linea celular MCF-7 es mas susceptible a
la formacion de ROS después de la incubacion con AgNP viéndose un efecto en las
primeras 12h. En las lineas celulares MDA-MB-231, HeLa y MCF-7 se observa una
diferencia significativa dependiendo de la concentracion y el tiempo de exposicion. El
estudio brinda informacién sobre la citotoxicidad provocada por las AgNP, la cual no esta
relacionada con la dependencia hormonal de las células cancerosas, sino con la generacion

intracelular de ROS y la muerte apoptética [66].

Capitulo 5
Hipotesis

Las nanoparticulas de plata Argovit™ inducen un efecto citotoxico significativo en
lineas tumorales de cancer de mama demostrando selectividad, dando como resultado un

efecto antiproliferativo.

Capitulo 6

Objetivos de la investigacion

6.1 Objetivo general

Determinar el efecto antiproliferativo de nanoparticulas de plata en una linea celular

cancerigena humana.
6.2 Objetivos especificos

v Evaluar el efecto antiproliferativo de nanoparticulas de plata Argovit™ en un
cultivo de linea tumoral de mama.

v Determinar la via de muerte celular inducida por las nanoparticulas de plata.



v Analizar la generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) en cultivos tratados
con AgNPs.

Capitulo 7

Metodologia

En este capitulo se dan a conocer las formulaciones de AgNP Argovit™ que se
utilizaron, el procedimiento seguido para el cuidado, mantenimiento y conservacion de la
linea celular MCF-7 y el método para la realizacion de los ensayos de viabilidad, ensayo de

via de muerte y la determinacion de generacion de especies reactivas de oxigeno.
7.1 Formulaciones de AgNP

Las formulaciones de nanoparticulas de plata Argovit™ utilizadas en este proyecto
fueron proporcionadas amablemente por la Dra. Nina Bogdanchikova del Centro de
Nanociencias y Nanotecnologia de la UNAM vy el Dr. Vasily Burmistrov del Centro
Cientifico y de Produccién Vector Vita Ltd.® (Novosibirsk, Rusia). Las AgNP son
proporcionadas como una suspension acuosa con una concentracion de 200 mg/ml. En
nuestra nomenclatura interna, las formulaciones utilizadas son la 4 y la 5, AQNP4, AgNP5,

respectivamente. Las diferencias entre estas formulaciones se presentan en la Tabla 7.1

Tabla 7.1. Caracteristicas y propiedades de las formulaciones AgNP4 y AgNP5. Tomada y
adaptada de Cruz-Ramirez; et al. (2021)

Propiedades AgNP4 AgNP5
Didmetro medio de nucleos metélicos @Ag (nm) 16.4+8.1 30.6 £23.2
Distribucion de tamafio de TEM (nm) 5-40 5-80
PVP K-30 * 12.6 kDa
Di&metro hidrodinamico @hidro (nm) 483.2 121.1




indice de polidispersidad (PDI) 0.555 0.280
Potencial zeta { (mV) —0.464 —1.46
Resonancia de plasmon superficial (X) 406, 549 429
Anélisis 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 (% p/p) 77.89 + 0.80 77.02 +0.40
Morfologia Principalmente Esférica
esférica

*K-30: 45,000 — 58,000 Da.

7.2Mantenimiento y conservacion de la linea celular MCF-7

7.2.1 Descongelar células MCF-7

La linea celular de carcinoma de mama humano MCF-7 (HTB-22) fue adquirida de
la ATCC (American Type Culture Collection). Se descongelan a temperatura ambiente y se
siembran en caja Petri con 9mL de medio DMEM alto en glucosa (Dulbecco’s Modified
Eagle’s Medium) suplementado con 10uL de antibidtico/antimicotico concentrado. La caja
Petri con células se homogeniza y se deja incubando a una temperatura de 37°C, 95% de

humedad, bajo una atmosfera con 5% de CO..
7.2.2 Mantenimiento y proliferacion de linea celular MCF-7

Diariamente se revisa el cultivo celular en el microscopio invertido para supervisar
la proliferacion de las células. Una vez que se alcanza una confluencia de alrededor del
60%, 0 en caso de observar restos celulares derivados del descongelamiento, se realiza un



cambio de medio. Para el cambio de medio se toma todo el medio celular con ayuda de
una micropipeta, se coloca en un tubo conico y se centrifuga a 2200 rpm por 10 minutos. El
concentrado celular se resuspende en 5mL de medio DMEM alto en glucosa y se siembra
en una caja Petri de 10 ml agregando suficiente medio con 10 pl de antibidtico/antimicotico
1X, se mueve cuidadosamente en forma circular para homogeneizar el medio celular con el
antibiotico y se mete a incubar nuevamente. Este proceso se repite las veces que sea

necesario hasta alcanzar el 80% de confluencia.
7.2.3 Pase de células

El pase celular se realiza una vez que se cuenta con el 80% de confluencia en
nuestra caja Petri, a este proceso se le conoce como “Pase” y es necesario para preservar la
linea celular. Para este método se utiliza un raspador (scrapper) para despegar las células
del fondo de la caja, el medio se resuspende con una micropipeta y se toman 2 mL de la
caja inicial para sembrar en otra caja Petri; una vez transferido el contenido celular en la
caja se afora el volumen a 10 ml con medio DMEM alto en glucosa suplementado.

Finalmente, se incuba bajo las mismas condiciones descritas en las secciones anteriores.
7.2.4 Congelar células

Con el objetivo de preservar la linea celular se congela al menos un vial de cada
pase realizado siguiendo el procedimiento que se describe a continuacién. Primero, con
ayuda de un raspador se despegan las células que se encuentran adheridas a la caja, se
homogeneiza el cultivo con ayuda de una micropipeta, se pasa a un tubo cénico (15 mL)
para ser centrifugado a 1800 rpm durante 10 minutos. Se decanta el sobrenadante, se
agregan 1.5 mL de medio suplementado con 10% de suero bovino fetal para resuspender el
concentrado celular que se trasvasa a un criovial. Finalmente se agregan 160 ul (10%) de
dimetilsufoxido (DMSO), se cierra el vial e inmediatamente se coloca en un congelador a
-20°C durante 1 hora, después de este tiempo se coloca en un ultracongelador para ser

almacenadas a -86°C.



7.3 Preparacion de disoluciones iniciales
7.3.1 Nanoparticulas de plata

Las formulaciones que se utilizaron para preparar las disoluciones iniciales fueron
las denominadas Argovit™ AgNP4 y AgNP5. Para este proceso se agitaron manualmente
para homogeneizar las nanoparticulas. Se preparan 4 disoluciones con en escala logaritmica
considerando el contenido de plata metalica de cada formulacién de AgNPs. Las

concentraciones de trabajo fueron 1 mM, 100 pM, 10 uM y 1uM.

Para la primer disolucion inicial de cada formulacion se tomaron 909.1 pl de
AgNP4 + 90.9 pl de agua destilada y 833.3 ul de AgNP5 + 166.7 pl de agua destilada.
Estas mezclas se colocaron en un su respectivo tubo de microcentrifuga (1) teniendo
nuestra primera concentracion (ImM) de cada formulacién de nanoparticulas. A partir de
esta concentracion (1) se preparan 3 diluciones. El procedimiento es el siguiente, al tubo
(2) se le agregan 900 pl de agua destilada y 100 pl del tubo (1) y se agita por unos
minutos para homogeneizar la muestra y obtener una concentracion 100 pM. El
procedimiento se repite para generar los tubos (3) y (4) con cencentraciones 10 pM y 1

UM, respectivamente. (Figura 7.1).

100puL 100uL 100puL

AgNP4: 909.1 uL
AgNPs: 8333 uL
de AgNP

)
AgNP4: 90.9 uL
AgNP5: 166.7 pL
de H,0 dest



Figura 7.1. Realizacion de Disolucién concentradas de AgNPs Argovit™, formulacién 4 y
5.

7.3.2 Nitrato de plata (AgNOs)

Para las disoluciones de AgNO3 se consideraron las concentraciones mas alta y baja
de AgNPs preparadas, es decir 1 mM y 1 uM. De la disolucion més diluida se prepar6 una
dilucion 1:1 con solucidn salina fisiologico (SSF) resultando en una concentracion final de
0.5 uM.

7.3.3 Doxorrubicina (DOX)

Para la doxorrubicina se utilizé la concentracion inhibitoria media maxima (ICso)
reportada en la literatura, 0.69 uM. Los céalculos para realizar el disolucion concentrada de
doxorrubicina con una concentracion inicial de 13.8uM y una final de 0.69uM se muestran

a continuacion.

PM Dox: 543.52 g/mol
Concentracion: 13.8uM
13.8 ymolen 1L

n = m/PM

M = mol/L

—6 mol -3 g
m = (n)(PM) = (13.8x10 ) (543. 52—) = 7.500x10 —

-6 -9

13.8umol/L = (13. 8x10 mol/L)(150x10 L) = 2. O7x10 mol
m = (n)(PM) = (2. 07x10 mol)(543 52g/mol) = 1.125x10 g = 1. 125ug
-6
lmg/ml n = ((1x10 g)/543 SZg/mol)) ((1.84x10 mol)/1x10 L))

= 1.84x10 mol/L = 1.84uM

C1V1 = C2V2
-6 -3 -3 -6
V1l = ((13.8x10 mol/L)(1x10 L)/(1.84x10 mol/L)) = 7.5x10 L

Stock Dox: 7.5uL de doxorrubicina + 992.5ulL de agua destilada

Teniendo un total de 1000uL de disolucion concentrada.



7.4 Conteo en camara de Neubauer

Para la realizacion de cada ensayo primero es necesario contar las células que hay
en las cajas de cultivo para poder calcular el volumen necesario que debera ser agregado a

cada pozo de una caja de 96 pozos.

El conteo celular se realiza con la ayuda de una camara de Neubauer. Primero se
resuspende el contenido de cada caja Petri en las que se realizé el cultivo. Una vez
resuspendido y con ayuda de una micropipeta, se colocan 10 ul de la suspension celular
entre un cubreobjetos y la camara de Neubauer. Con un microscopio 6ptico observamos y
contamos las células presentes en cada cuadrante. La camara cuenta con cuatro cuadrantes
que contienen 16 cuadros cada uno como se muestra en la figura 7.2, se suma el nimero de
celulas contadas en los 4 cuadrantes y se promedia el resultado. Después se multiplica el
promedio calculado por 10,000 y el resultado de esta multiplicacion sera la cantidad de

células que se tendran en 1000 ul es decir, en 1 mL de medio de cultivo.

Figura 7.2. Camara de Neubauer y acercamiento a cuadrantes que se observan por medio

del microscopio.



7.5 Ensayo de viabilidad en caja de 96 pozos

Se siembran 20,000 células por pozo en una caja de 96 pozos (figura 7.3). Una vez
realizado el conteo del nimero de celulas presentes en cada caja de cultivo como se
describio en la seccion anterior, se realiza una regla de tres para saber cuantos microlitros
de suspensién celular se usaran para montar todo el ensayo, una vez determinado la
cantidad de microlitros de suspension celular se divide por el nimero de pozos total que se
utilizaran para el ensayo. Cada pocito tendra un volumen final de 200ul, es decir que se
tendrdn 190ul de medio celular y 10 pl del estimulo correspondiente en cada pozo, los
estimulos son nuestras AgNPs 4 y 5 a cuatro diferentes concentraciones (1 mM, 100 uM,
10 uMy 1 uM), control positivo (DMSO) y el farmaco de primera eleccién (DOX), control
negativo (medio de cultivo) . Una vez montado el ensayo, se deja incubando 24 horas a
37°C, 95% de humedad y en una atmosfera con 5% CO,. Se realizaron 3 ensayos

independientes por triplicado.
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Figura 7.3. Distribucién del ensayo de viabilidad en placa de 96 pozos, triplicado
independiente. En la fila A1-6 controles, A7-9 doxorrubicina, fila B la AQNP4, B1-3
(1uM), B4-6 (10uM), B7-9 (100uM), B10-12 (ImM) y fila C la AgNP5, ambas AgNP

estan a cuatro concentraciones de menor a mayor concentracion de izquierda a derecha

respectivamente.
7.5.1 Tincidén con azul tripano

Una vez transcurridas las 24 h de incubacion, se tifien y se fijan cada uno de los
pozos. Se agregan 10 pl de azul tripano 1:4 a cada pozo y se dejan a temperatura ambiente
por 2-3 minutos, para posteriormente agregar 40 pl de formaldehido al 3.7% para fijar las
células. Después, se procede a contar por microscopia Optica utilizando la camara de

Neubauer.
7.5.2 Conteo de viabilidad con cAmara Neubauer

El proceso es el mismo que el descrito anteriormente, en esta ocasion se realizard un
conteo doble y con ayuda del microscopio veremos algunas células de color azul, como
resultado de muerte celular y dafio a la membrana, lo que provoca que el azul tripano pueda

internalizarse en las células.
7.6 Determinacion de via de muerte celular

Se siembran 100,00 células por pozo en una caja de 96 pozos y se monta un ensayo
como el descrito en la seccidn anterior, para este se utiliza la concentracion més baja de
AgNPs (1 pM) tomando en cuenta los resultados obtenidos en el ensayo de viabilidad

celular. Se realizaron 3 ensayos independientes por triplicado (Figura 7.5).
7.6.1 Tincion de células

Pasadas las 24 horas, la caja se coloca en el refrigerador por 20 minutos, se
resuspende y se transfiere a microtubos para centrifugar a 2200 rpm durante 10 minutos,
desechamos el sobrenadante y agregamos 100 pl de amortiguador de enlace. Se deja

incubando por 15 minutos, se agita cada uno y adicionamos 2 pl de Anexina V a 1X (AV),



agitamos y posteriormente incubamos 5 minutos. Posteriormente se le afiade 1 pl de ioduro
de propidio (IP), resuspendemos e incubamos 15 minutos. Pasando el tiempo, el contenido
de cada microtubo se regresa a la placa de 96 pozos y se procede a visualizar en el
microscopio. Para evitar el fotoblanqueo el procedimiento se realiza en un entorno oscuro o

con luz muy baja.
7.6.2 Microscopia de fluorescencia

Primero se enfocan las células con el microscopio Optico, cerramos el paso de la luz
y con ayuda del espectrofotometro, ajustamos la intensidad. En la computadora, con ayuda
del programa ZEN podemos ver nuestras células con fluorescencia. Las células que mueren
por apoptosis se observan de color verde, mientras que las necréticas pueden observarse en

color rojo.
7.7 Generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS)

Se siembran 100 000 células por pozo en una caja de 96 pozos y se monta un ensayo como
el descrito en la seccidn anterior, nuevamente se utiliza la concentracion mas baja de
AgNPs (1uM) tomando en cuenta los resultados obtenidos en el ensayo de viabilidad

celular. Se realizaron tres ensayos independientes por triplicado (Figura 7.5).
7.7.1 Tincion de células

Pasadas las 24 horas de incubacion con las sustancias estudiadas, resuspendemos
nuestro cultivo celular y agregamos 2 ul de reactivo rojo MitoSOX y se deja incubando por
45 minutos, pasando el periodo de incubacion se procede a visualizar las células con ayuda
del microscopio de fluorescencia. Para evitar el fotoblangqueo el procedimiento se realiza en

un entorno oscuro o con luz muy baja.
7.7.2 Microscopia de fluorescencia

Como en la metodologia anterior, las células son enfocadas con el microscopio
Optico, posterior a esto cerramos el paso de la luz y con ayuda del espectrofotometro,

ajustamos la intensidad de los rayos UV. En la computadora, con ayuda del programa ZEN



podemos ver nuestras células con fluorescencia. El reactivo MitoSOX es un fluoréforo que
va directamente a la mitocondria de la célula viva y por medio de la oxidacién del reactivo

rojo MitoSOX por reaccion con el ion superdxido se genera una fluorescencia roja.
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Figura 7.5. Distribucion del ensayo de via de muerte y ROS en placa de 96 pozos. En la
fila A 1-6 se encuentra control (+), control (-) A 7-9 la doxorrubicina, A 10-12 el AgNO3,
en lafilaB 1-3 laAgNP4 (1 uM) y B 4-6 la AgNP5 (1uM)

Capitulo 8

Resultados

8.1 Ensayo de exclusion vital de azul tripano

La selectividad citotoxica de las formulaciones de AgNP 4 y AgNP5 se calcula
exponiendo a los cultivos in vitro de cancer de mama (MCF-7) a concentraciones 1 uM, 10
UM, 100 uM y 1 mM. El tiempo de exposicion es de 24 horas, durante ese lapso se

mantienen en incubacién a 37°C, el ensayo con azul tripano indica cual de las



concentraciones de AgNP logra inhibir una mayor proliferacion celular de cancer de mama
MCEF-7.

Tras el tiempo de incubacién con tratamiento, los conteos en cdmara de Neubauer
revelan que la doxorrubicina induce un 55% de disminucién en la viabilidad celular, el cual
coincide con lo encontrado en la literatura para la linea celular MCF-7 y confirma la
reproducibilidad de la evaluacion. En la formulacion 4 y 5 de las AgNP Argovit™ se
observa un efecto significativamente diferente en comparacion con el control negativo e

incluso con el farmaco de primera eleccion DOX.

Formulacién 4 AgNP Argovit® en MCF-7
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Figura 8.1. Viabilidad celular de cultivos de linea celular de cancer de mama humano
MCEF-7 obtenidos tras su exposicion a diferentes concentraciones (1 pM, 10 uM, 100 uM y
1 mM considerando el contenido de plata metélica) de la formulacion 4 de AgNP
Argovit™ y Dox (0.69 pM).

Si nos enfocamos en las concentraciones de AgNP4 (Figura 8.1) no se observan

diferencia sustancial en la respuesta de viabilidad celular entre la concentracion 1 uM, 10



UM y 100 puM. Todas estas concentraciones generar una disminucion de viabilidad del 62 al
65%. Por otro lado, con la concentracion mas alta (1ImM) se observa una disminucién de
viabilidad casi 30% mayor que la observada con las otras concentraciones alcanzando un
91% de inhibicion de la proliferacion. Para todas las concentraciones evaluadas, la
respuesta citotoxica de AgNP4 fue mayor que la registrada con DOX. Si consideramos a la
plata contenida en la AgNP como el agente activo, la formulacion AgNP4 seria tan potente

como Dox para eliminar células tumorales (Tabla 8.1).

En el caso de la AgNP5 (Figura 8.2) podemos notar que existe una diferencia
sustancial de la viabilidad celular encontrada para el control negativo respecto a aquellos
cultivos expuestos a las AgNP de mas del 60%. Tomando en cuenta la concentracion mas
baja de AgNP5 (1uM) y comparandola con el IC50 de la DOX, se observa una diferencia
significativa de = 20%. Las diferencias estadisticas entre las concentraciones de las AgNP5

son equiparables desde la mas alta (1mM) hasta la méas baja (1uM) (Tabla 8.1).
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Figura 8.2. Viabilidad celular de cultivos de linea celular de cancer de mama humano
MCF-7 obtenidos tras su exposicion a diferentes concentraciones (1 uM, 10 uM, 100 uM 'y



1 mM considerando el contenido de plata metalica) de la formulacién 5 de AgNP
Argovit™ y Dox (0.69 pM).

Tabla 8.1. Porcentaje de citotoxicidad por triple triplicado de AgNP4 y AgNP5 Argovit™

Concentracio  Control % Citotoxicidad celular Promedio  Desviacion
n AgNP negativo Estandar
AgNP4
1uM 100 % 39.94 39.28 34.71 37.98 % +84
10 uMm 100 % 37.69 37.47 30.93 35.36 % +6.7
100 uM 100 % 40.23 33.62 29.99 34.61 % +6.1
ImM 100 % 6.24 10.82 9.73 8.93 % +2.7
AgNP5
1uM 100 % 36.60 31.15 34.20 33.98 % +8.3
10 uM 100 % 30.57 29.04 22.87 27.49 % +11.4
100 uM 100 % 23.32 24.40 26.57 24.76 % +6.8
1ImM 100 % 14.59 23.45 21.06 19.70 % +6.7

DOX



ICs0 (0.69 pM) 100 % 62.45 64.77 38.85 55.36 % +6.6

El efecto antiproliferativo de ambas formulaciones, AgNP4 y AgNP5, es
practicamente el mismo. Las concentraciones 1, 10 y 100 uM no presentan diferencias
estadisticamente significativas en la viabilidad celular entre ellas, en la concentracion mas

alta (1mM) podemos observar que se ve una diferencia significativa con respecto a la
concentracion mas baja (1uM).

Formulacién 4 y 5 AgNP Argovit® en MCEF-7
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Figura 8.3. Viabilidad celular de las formulaciones 4 y 5 de AgNP Argovit™ en linea

celular de cancer de mama humano (MCF-7)



8.2 Via de Muerte celular

El ensayo de via de muerte celular revela que las AgNP, tanto la formulacion 4
como la 5, con una concentracion de 1 pM producen mas de un 50% de células con
marcadores positivos asociados a muerte celular (90% y 82% respectivamente), en
comparacion con nuestro farmaco de primera eleccion, el cual presenta el 77% de muerte
celular (Figura 8.4). El nitrato de plata (AgNOs3) a una concentracion 0.5uM produce un
76% de muerte celular, siendo menor que el efecto producido por las nanoparticulas y la
doxorrubicina. La muerte celular provocada por las AgNPs puede deberse a la liberacion de
iones plata o por la generacion de especies reactivas de oxigeno. Por los resultados que
observamos en la Figura 8.4, se muestra que las AgNP4, AgNP5 inducen mayormente una
muerte necrética (55 y 43%, respectivamente). De igual manera la doxorrubicina induce
muerte por necrosis (44%) y el nitrato de plata (AgNOsz) induce muerte celular por

apoptosis en las células MCF-7 (44%).

Formulacién 4 y 5 AgNP Argovit® en MCF-7
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Figura 8.4. Muerte celular provocada por una concentracion 1 uM de las formulaciones 4 y
5 de AgNP Argovit™, nitrato de plata (0.5uM) y farmaco de primera eleccion (Dox 0.69
M) en linea celular de cancer de mama humano (MCF-7). En la parte superior de la barra
podemos encontrar la muerte necrotica (gris), en la parte central la muerte apoptotica

(blanco) y en la parte inferior las células viables (negro).

La Figura 8.5 muestra las imagenes de fluorescencia de los cultivos celulares expuestos a
los diferentes agentes. Las células que presentan una fluorescencia verde son consideradas
apoptoticas y aquellas con una fluorescencia roja son necroticas. Es clara la diferencia de

apoptosis/necrosis inducida por las AgNPs y el AgNO s al comparar las fotografias Ay B de

la figura 8.5 con la imagen del inciso C.

Figura 8.5. Iméagenes fluorescentes (40X) de la linea celular MCF-7 expuesta a distintos
estimulos para la determinacion de via de muerte celular tefiidas con anexina V'y
yoduro de propidio. Inciso A)AgNP4 1 uM, B)AgNP 5 1uM, C) Dox 0.69 uM, D)

Nitrato de plata (0.5uM).



Notamos también que la AgNP4 es la més potente contra las células MCF-7 induciendo
necrosis en mas del 50% y aunque en la AgNP5 también se tiene una mayor muerte por via
necrotica, no se tiene una diferencia significativa respecto a las muertas por via apoptética.
A su vez, en este ensayo de via de muerte se observaron células dobles positivas, lo que
quiere decir que las células mueren por apoptosis y posteriormente debido a la alta
exposicion de yoduro de propidio, este penetra la membrana logrando tefiir la célula de
manera que parezca que su via de muerte es necrotica. En algunos trabajos lo anterior se
clasifica como apoptosis tardia. Gracias a que se tifid con Anexina V, las células con
marcaje doble positivo tendran un color anaranjado (Figura 8.6). Para facilitar el andlisis
de los datos no se cuantificaron los eventos dobles positivos.

Figura 8.6. Imagen fluorescente de doble positiva (40X). Primero se induce muerte por

apoptosis y posteriormente muerte necrotica. Células tefiidas con AV/IP.
8.3 Especies Reactivas de Oxigeno

La determinacion de especies reactivas de oxigeno revela que las células tienen un
alto nivel de estrés oxidativo, principalmente en las células tratadas con las nanoparticulas
de plata. Esta induccion de estrés oxidativo a través de la generacion de ROS logra causar
dafio a componentes celulares como, por ejemplo, al ADN o a la membrana celular. La
internalizacion de las AgNP o de iones plata, liberados de la misma nanoparticula, pueden

provocar una sobreproduccion de ROS capaz de inducir citotoxicidad en la linea celular



cancerosa MCF-7. De acuerdo con los resultados obtenidos con otras lineas tumorales
humanas y murinas [72], nos enfocaremos a cuantificar la produccion de ROS

mitocondriales.

Observado detalladamente la Figura 8.5, encontramos que la AgNP5 produce casi
un 80% de ROS en nuestras células, mientras que la AgNP4 produce un 60%.
Comparandolas con el fa&rmaco de primera eleccion, hay una diferencia significativa de mas
del 30%. También se observa una diferencia significativa con el nitrato de plata (0.5uM),
que produce entre 15 y 35% menos ROS en la mitocondria comparado con las
formulaciones de AgNPs. Estos valores se toman en cuenta para proponer si la
citotoxicidad tiene una contribucion importante por los iones plata liberados o por la
internalizacion de la AgNP.

Formulacion 4y 5 AgNP Argovit® en MCF-7
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Figura 8.5. Determinacion de ROS de AgNP Argovit™ en linea celular de cancer
de mama humano (MCF-7). Barras en color negro son el porcentaje de células con ROS,

barras color gris son el porcentaje de celulas negativas a la tincion de ROS.



Capitulo 9
Discusion

Dentro de los requerimientos terapéuticos mas importantes del cancer estan la
eficacia y la toxicidad selectiva, las nuevas alternativas buscan dafiar Unicamente a las
celulas cancerosas sin afectar a las células normales, a pesar de ser un requisito esencial
para un tratamiento eficaz y seguro contra el cancer. En esta enfermedad también participa
el sistema inmune, el cual juega un papel fundamental en la batalla para combatir el cancer
[12], por lo que se busca que estas alternativas no afecten negativamente a las células
participantes en el sistema inmunitario. Por esta razon y buscando nuevas alternativas se
estudiaron las células MCF-7 expuestas a un tratamiento de AgNP a distintas

concentraciones.

Las nanoparticulas de plata debido al gran auge que tienen en la actualidad cuentan
con un extenso nimero de aplicaciones tanto comerciales como biomédicas gracias a sus
propiedades fisicoquimicas unicas, sin embargo, deben realizarse los distintos estudios de
citotoxicidad en diversos sistemas biologicos. Dentro de sus mdaltiples aplicaciones, las
AgNP se proponen como agentes antiproliferativos en lineas celulares de mamiferos [4] ya
que inducen citotoxicidad dosis-dependiente en ciertas lineas reportadas [1, 3, 6].

La accion citotoxica se cree que esta ligada a la internalizacion de las nanoparticulas
de plata o de los iones plata que se liberan de las mismas [5]. La interaccion de las AgNPs
o0 los iones plata con diferentes biomoléculas induce produccion de especies reactivas de
oxigeno provocando dafio celular, en nuestro caso primordialmente en mitocondria,
causando la muerte celular [3]. Buscando alternativas para tratamientos anticancerigenos,
se debe buscar nanomateriales que cuente con propiedades especificas como
antiproliferativas y que tenga una genotoxicidad nula o en su defecto que sea baja, esto con

el objetivo de no presentar efectos secundarios o disminuirlos.

La evaluacion citotoxica de AgNP se ha reportado en distintas lineas celulares con
la finalidad de determinar su efecto toxicoldgico, sin embargo, la genotoxicidad también

juega un papel importante, siendo menos estudiado y reportado en la literatura. Se ha



reportado que algunas de las formulaciones de nanoparticulas de plata Argovit™ no
provocan dafios genotoxicos, pero si citotoxicos en lineas celulares a una determinada
concentracion [67]. En el presente trabajo se determind el efecto citotoxico de dos
formulaciones Argovit™ en la linea celular de cancer mamario humano MCF-7, esta linea
celular presenta receptores de estrdgeno, progesterona, HER2 y HER2-, es decir, es
hormono-dependiente. Se escogi6 este modelo celular por ser una de las lineas celulares de

cancer de mama mas estudiadas.

En el primer ensayo, se determind la viabilidad celular por microscopia éptica por
medio del ensayo de exclusién vital por tincion de azul tripano. Después se continta con la
determinacion de via de muerte celular por microscopia de fluorescencia por tincién celular
con Anexina V y yoduro de propidio. Finalmente se determina la generacion de especies
reactivas de oxigeno por microscopia de fluorescencia por tincion celular con el reactivo
rojo MitoSOX. Para determinar la viabilidad, la via de muerte celular y la generacion de
ROS, los ensayos celulares fueron expuestos a AgNP durante 24 horas y posteriormente se

realizé la tincidn correspondiente.

Los resultados obtenidos del ensayo de viabilidad nos demuestran que la respuesta
citotoxica en la linea celular de adenocarcinoma mamario humano expuestos a AgNP
Argovit™ inducen un efecto citotoxico independiente de la concentracion, pues el intervalo
de concentraciones evaluadas 1uM-1 mM produce entre 6 y 65% de disminucién en la
viabilidad celular. De la misma manera, se puede identificar una cantidad de restos
celulares en ciertos tratamientos, principalmente en las concentraciones mas altas (100 uM
y 1mM de AgNP). Es importante sefialar que esta evidencia experimental se obtuvo gracias
a que el conteo se realiz6 forma manual con ayuda del microscopio Optico y nos permite
identificar efectos inducidos por las nanoparticulas de plata en las células cancerosas como
la lisis celular.A partir del estudio, podemos determinar claramente que las células no trata
das con AgNP muestran una mayor confluencia de células en monocapa y adheridas con

una membrana celular intacta.

Gurunathan et al. [68] estudié el efecto en la linea celular MCF-7 de AgNP
anisotrépicas obtenidas por sintesis verde utilizando Escherichia fergusonii. Los autores de

dicho trabajo determinaron que sus AgNP reducen la viabilidad celular en las MCF-7 de



manera dependiente de la concentracidn tras exponerlas por 24h y que estas son citotoxicas

en una concentracion superior a 20 pg/mL.

A pesar de que las AgNP Argovit™ cuentan con propiedades fisicoquimicas
totalmente diferentes, no se observa una diferencia significativa en la actividad
antiproliferativa reportada en este trabajo. Por lo que se le puede atribuir a los porcentajes
de plata metélica y PVP que contienen ambas nanoparticulas, siendo las propiedades mas

similares dentro de su formulacion.

Al comparar las Argovit™ con otro tipo de AgNP podemos observar que el
porcentaje de inhibicion de crecimiento que nos brindan las Argovit™ es mas elevado a las
AgNP comparadas. Ullah et al. [69] reporta unas AgNP sintetizadas con extracto de fagonia
indica, se evaluaron en la misma linea tumoral de céncer de mama MCF-7 a una
concentracion de 12.35ug/mL durante 24 hrs teniendo com resultado una citotoxicidad del
50%. Kumar et al. [73] Evaluaron la citotoxicidad de AgNP-floroglucinol por sintesis verde
a una concentracion de 12.35uM, (aprox. 9 veces mayor a la nuestra (9.05uM) obteniendo
una citotoxicidad del 50% mientras que en nuestro caso a una menor concentracion se tiene

el =60% en ambas formulaciones de AgNP Argovit™.

Cruz-Ramirez et al. [72], evaluaron el efecto citotdxico en la linea celular HCT-15,
se observa que no hay un efecto citotoxico dependiente de la concentracion, pero son
menos efectivas para inhibir la proliferacion celular. En el caso de HCT 15 una
concentracion de 5.5 pM produce una disminucion de la viabilidad del 60%. En el caso de
MCF-7, una concentracion 5 veces menor (1 uM) produce una disminucion entre 62 y
65%. Lo anterior puede significar que las células de mama MCF-7 son al menos cinco
veces mas sensibles al efecto de las formulaciones 4 y 5 de Argovit™ en comparacién con

la sensibilidad encontrada para cancer de colon HCT-15.

Por otra parte, existen evaluaciones en cultivos primarios de linfocitos de sangre
periférica humana (SPH), Blanco-Salazar [74], reporta en su estudio concentraciones ~5
veces mayores a las utilizadas en este trabajo, teniendo como resultado que estas
formulaciones de AgNP Argovit™ no causan ningln efecto citotoxico en los linfocitos. Lo

gue nos lleva a pensar que si bien, las AgNP inducen muerte celular por necrosis en lineas



tumorales pueden no presentar efectos adversos en células sanas debido a que no se
presenta un efecto citotoxico en cultivos primarios como la SPH la cual es considera una

linea de defensa del organismo.

El ensayo de via de muerte celular revela que la via por la que las células MCF-7
expuestas a un tratamiento con AgNP (1 pM) mueren en su mayoria es por necrosis. En
ambas formulaciones de las AgNP Argovit™ se tiene un alto nimero de células necrosadas
en comparaciéon con células apoptéticas. La muerte celular por necrosis puede deberse a
que existe dafio en la mitocondria o dafio en el ADN que provoca disrupcion en la
membrana y perdiendo su integridad celular, esto como consecuencia deja salir el contenido

al espacio extracelular.

Se ha reportado que la doxorrubicina induce la detencion del ciclo celular en la fase
G2/M en la linea celular MCF-7 causando muerte por apoptosis. En el estudio realizado por
Berzegar et al. [13] se utiliz6 un tiempo de 48h de exposicion al farmaco a un 1Cso de
0.5uM. En este estudio se usé un IC50 de 0.69 uM y un tiempo de exposicion de 24h, lo
que puede influir en la via de muerte identificada. Los resultados publicados por Ullah et al.
[69] muestran que la muerte de las células MCF-7 expuestas a un tratamiento de AgNP por

sintesis verde es por via apoptotica.

Las AgNP pueden modificar diversas vias bioquimicas que pueden comprometer la
viabilidad de las células MCF-7. Comparando los datos reportados en la literatura, sabemos
que en células de colon la principal via de muerte celular es apoptosis lo que nos permite
proponer que las células de cancer de mama son mucho mas sensibles a comparacion con

las células de colén.

Cruz-Ramirez et al., 2021 [72] determinO niveles de ROS producidos en la linea
celular HCT-15 y se obtuvo un 40% de células con sobreproduccién de ROS en
mitocondria, mientras que en las células tumorales MCF-7 observamos entre el 60 y 80%
de superdxido mitocondrial, contando con un mayor numero de células que generan

especies reactivas oxigeno.



Existen evidencias que involucran a las especies reactivas de oxigeno como
fundamentales en el tratamiento del cancer, por lo que en este trabajo se cuantificd la
generacion de ROS, las cuales se cree que estan vinculadas con la alteracion oxidativa
celular. La rapidez de su produccion y la prontitud de disipacion son factores clave para la
generacion de dafio en la célula. Existe una hipdtesis que se basa en diferentes grados de
malignidad en las lineas celulares, por lo que el sistema antioxidante juega un papel

importante en la regulacion de concentracion intracelular de las ROS [70].

En la figura 8.5 podemos observar que el nivel de ROS en la mitocondria de células
MCF-7 expuestas a las dos formulaciones de Argovit™ es elevado. Dentro de las
principales especies reactivas de oxigeno esta el radical superdéxido (O,"), que es generado
en la mitocondria como subproducto de la cadena de transporte electronico por medio de
una transferencia de electrones incompleta al oxigeno molecular [18]. Si el mecanismo
antioxidante de la célula es deficiente, se tendra una accién por parte del superdxido en la
mitocondria aumentando su concentracion para asi, finalmente, terminar con la vida de la
célula. Existen estudios previos que muestran evidencia de un mecanismo molecular de
AgNP que induce la generacion de ROS, siendo este uno de los principales factores de la
muerte celular [67], lo cual coincide con nuestros resultados. El nivel de ROS reflejado en
nuestros resultados nos demuestra que la generacién de especies reactivas de oxigeno esta
ligada en la mayor parte a la muerte desencadenada en la linea celular MCF-7 tratadas con
AgNP.

Capitulo 10

Conclusiones

A partir de los estudios realizados sobre viabilidad, determinacion de via de muerte
celular y generacion de especies reactivas de oxigeno en la linea celular MCF-7 tratadas
con dos formulaciones de AgNP Argovit™ podemos mencionar las siguientes

conclusiones:



Se observa un efecto antiproliferativo in vitro en las células cancerosas MCF-7
cuando estas se encuentran en presencia de las AgNP Argovit™, lo que podemos concluir

que estan potencian el efecto antiproliferativo.

Ambas formulaciones a concentraciones de 1, 10 y 100uM son tan efectivas como

la doxorrubicina, mientras que la concentracion mas alta (LmM) es 1.8 veces mas efectiva

Se determind que la via de muerte celular de la linea celular MCF-7 de ambas
formulaciones encontrando que la contribucién de necrosis y apoptosis es similar, 50 y 30%

para las AgNP4 y AgNP5 Argovit™ respectivamente.

A su vez podemos concluir que la citotoxicidad puede ser generada por la
internalizacion de las AgNP o la liberacion de iones plata de las mismas, siendo cualquiera
de los dos casos esta interaccion provoca estrés oxidativo por medio de especies reactivas

de oxigeno mitocondriales provocando muerte celular a una diferente concentracion.

Se determind la generacién de ROS mitocondrial y observamos que las AgNP
producen alrededor de tres veces mas superoxido mitocondrial que nuestro farmaco de

primera eleccion evaluado, la doxorrubicina.

Se considera que las formulaciones de AgNP Argovit™ pueden ser una alternativa

al uso de doxorrubicina ya que en linfocitos de SPH no presentan efectos citotoxicos.

Este trabajo sienta bases para estudios futuros de optimizacion de las
concentraciones y formulaciones de AgNP Argovit™ y farmacos antineoplésicos para

combatir el cancer.
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