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Resumen de la tesis que presenta el alumno Nayeli Guadalupe Girén Vazquez como requisito
para la obtencién del grado de Doctor en Ciencias del programa de Maestria y Doctorado en
Ciencias en Ingenieria en el area de Bioingenieria.

Evaluacién citotéxica y genotéxica de nanoparticulas de plata para la inhibicion de
células tumorales

El cancer es una enfermedad multifactorial que se origina por alteraciones o mutaciones en
protooncogenes y genes supresores de tumores, favoreciendo la division celular, el desarrollo
de vascularizacién, la migracion celular y evitando la apoptosis.

Los tratamientos utilizados contra el cancer son de tipo integral y multidisciplinario, en donde se
utiliza la cirugia, radioterapia, quimioterapia, terapia endocrina y la terapia con anticuerpos
monoclonales. Sin embargo, este tipo de terapias tienen una efectividad limitada en funcion del
tipo de tumor, el grado de desarrollo, localizacién del tumor, resistencia al tratamiento, ademas
de provocar efectos secundarios.

En la actualidad, se busca desarrollar y aplicar nuevos métodos de diagnostico y tratamiento
que sean mas efectivos, menos costosos y que contribuyan a la identificacion y eliminacion de
neoplasias. En este sentido, la nanotecnologia proporciona herramientas para la entrega de
farmacos y el diagnéstico mediante nanoparticulas (NPs) debido a sus multiples propiedades
fisicoguimicas.

Existen distintos tipos de nanomateriales que estan siendo desarrallados como tratamiento o
como agentes diagnosticos, sin embargo, son de particular interés las nanoparticulas de oro y
las nanoparticulas de plata para su uso en terapias antineoplasicas, ya que actualmente se
usan en el diagnodstico médico y por sus propiedades antimicrobianas, antifungicas y
antivirales, respectivamente.

Recientemente, las nanoparticulas de plata se han propuesto como agentes terapéuticos contra
el cancer, por lo que en el presente trabajo se muestran los efectos citototoxicos y genetoxicos
de nanoparticulas de plata, en lineas celulares tumorales de mama, melanoma, pulmén y
glioma, como potenciales agentes antitumorales. Los resultados muestran cambios en
morfologia, actividad antitumoral dosis dependiente y muerte celular por apoptosis. Por otra
parte, se presenta la sintesis y funcionalizacién de nanoestrellas de oro como posibles
sustratos para el diagnéstico y tratamiento del cancer.

Resumen aprobado por

Dra. Claudia Mariana. Gomez Gutierrez.
Director de tesis

Palabras clave: nanoparticulas de plata, nanoestrellas de oro, cancer, citotoxicidad, diagnéstico



Dedicatoria

Le dedico este trabajo

A Dios, a mi familia, y a mis guias espirituales, porque han estado siempre para mi, por
todo su amor, comprension y carifio. Todo este trabajo es para ustedes.

El desarrollo y culminacién del doctorado me ha costado mucho esfuerzo, cansancio,
desvelos, muy malas experiencias, sangre, y una profunda desmoralizacion y
decepcion, pero también me ha traido crecimiento personal y ensefianzas que no
olvidaré y que pondré en practica.

Y, podra decirse que todo lo anterior es normal, que es practica corriente, pero no
deberia de ser asi. Hay muchas cosas que no se deben de hacer porque no son
correctas, porque no son éticas ni morales ni profesionales, porque no se pueden
justificar ni aceptar y es urgente y necesario que se cambien. No debemos ni tenemos
gue normalizar lo que es inaceptable.

Finalmente y después de todo, puedo decir terminé, se acab0d, y agradezco
infinitamente a Dios por ello.

“Yo te amo, Sefior, Tu eres mi fuerza,
mi roca, mi fortaleza, mi libertador,
mi Dios, mi roca donde yo me refugio,
mi escudo protector, mi salvacién,
mi asilo. jAlabado sea Dios!

Yo le invoco y salgo victorioso
de mis enemigos...”

Salmo 18



Agradecimientos

Agradezco, en primer lugar, a Dios, por otorgarme la vida, por permitir que finalizara el
doctorado y el presente trabajo, a pesar de todo y de todos. Este trabajo me ha traido
muchas cosas negativas, pero Dios siempre ha estado conmigo y siempre lo estara. Le
agradezco porque me brinda nuevas oportunidades cada dia. Sefior, Dios, aumenta mi
esperanzay mi fe.

Agradezco a mi familia, siempre han estado para mi, en especial a mi mama y mis
hermanas. Gracias por estar conmigo en los momentos mas oscuros y dificiles durante
el desarrollo de este trabajo, en especial el tltimo afio. Dios los bendiga siempre.

Un agradecimiento muy especial al MC Dario y a la madre MC Odilia, han sido un gran
apoyo para mi, en especial el ultimo afio de trabajo. Su apoyo y guia espiritual me han
ayudado justo cuando estaba en una de las cosas mas oscuras y profundas que una
persona podria pasar en su vida. Gracias y Dios los bendiga siempre.

Agradezco a Duilio Valdespino Padilla, por su amor, apoyo y compresion, en especial el
ultimo afio del doctorado, Dios te bendiga.

Agradezco a la Dra. Evarista Arellano Garcia, Dios la bendiga por brindarme su apoyo y
por abrirme las puertas de su casa, siempre le estaré agradecida.

Agradezco a la Dra. Yanis Toledano, el Dr. Juan Carlos Garcia y el Dr. Roberto
Vazquez, por sus aportaciones, sus ensefianzas y sus platicas.

Tambien agradezco a la Dra. Nina Bogdanchikova, que doné las nanoparticulas de
plata Argovit para el desarrollo parcial de este trabajo y por el apoyo brindado para la
realizacion de este trabajo.

Agradezco al departamento de bionanotecnologia del Centro de Nanociencias y
Nanotecnologia de la UNAM Campus Ensenada, por prestar las instalaciones y por lo
aprendido durante los primeros tres afios del doctorado.

Agradezco al director de tesis, la Dra. Claudia Gomez y al comité tutoral, la Dra.
Graciela Guerra, la Dra. Tatiana Olivares, el Dr. Dante Magdaleno y el Dr. Rubén
Villarreal por el interés mostrado en mi trabajo, las correcciones y sugerencias
recibidas.

Finalmente, quiero agradecer al CONACYT, por la beca brindada durante el desarrollo
del doctorado.



ndice

RESUIMEBN ...ttt h e s h et s a ettt e b e e s bt e s bt e satesabesabe e be e bt e s beesheesuteeateeabeenbeesaeesaeaas 1
1= T0 [ oF= o] £ - PRSI 2
FaNe |- Lo (= Tod 10 111=T ] (0 1S SR 3
ERe HTot=Ne L3 T OO 6
TR 0110 T [ Too] T o SRR 9
[l JUSHFICACION .....cueceiceeeicese ettt ettt e e e seesesse s b e s te s e s eneeneeseesessensentens 14
M. HIPOTESIS ...ttt ettt e st e s be et esbeeas et e sbeesbesbeess e tesbeenbesteeraentesseentesreeneas 16
V. ODJEUVO GENEIAL .....ooiieieiececee ettt st e st e be e e st e e s e beereestesbeensesteeraensesenenes 16
IV.1 ObjJEtIVOS ESPECITICOS .ouiiiiiticeeeee ettt s re e b e b e s aeenes 16
V. Metodologia GENETAL .........ccoouiuirieiieieee ettt sttt b et be e ens 17
RV I =T 1o 1Y 1= TR 17
V.2, CURIVO CEIUIAT ...ttt b e sttt et e seenesbeseeaan 17
V.3. Preparacion de nanoparticulas de plata............cccceeveviieecececeeseceeeseeee e 18
VI. (@ T Tod=T e LT 1Y/ F= Ty o - TSRO 19
VL MELOAOIOGIA vttt sttt ettt b et b e b e e b st enenaenea 31
VI.1.1.Ensayos de viabilidad por MTT en la linea celular de cancer de mama humano triple
negativo MDA-MB-231 con nanoparticulas de plata. ...........cccceeveeeieineniseseeeeeeeeesesens 31
VI. 2. RESUITATOS. ...ttt ettt b e st e e e e e neesestesbeneen 33
VI.3. DISCUSION Y CONCIUSIONES ..ooitiiieiicteeecte ettt sttt et s te et e st et be s be b beseaentesraennas 34
VII.  CAncer de piel: MEIANOMA........ccciiiieieiceeecee ettt et ea et s reenbesreennas 40
AV Y/ =1 o To Lo Fo T | - VO SRRSRRRPRPRPR 52
VII.1.2. Ensayos de viabilidad por MTT en la linea celular B16-F10 de melanoma de ratdn
expuestas a nanoparticulas de plata y CiSplatino............cccccvevveieieiiisececeeeee e 52
VI 2. RESUITAUOS ...ttt sttt b e sttt ettt sbesbe bt 54
VI1.3.DIiSCUSION Y CONCIUSIONES ..ottt sttt saesne st 57
AV LB @7 T Tot =T e L= o 10 [T o SRS 61
AV Y/ =1 (o o o] Fo Yo - LRSS OO ORI 69
VIII.1.1. Ensayos de viabilidad por MTT en la linea celular de cancer pulmon humano A549
con nanoparticulas de plata y quUIMIOterapE@uULiCOS. .........ccevveieieeeiiieececese e 69
VIII.1.2. Determinacion de produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS) ................. 71



VIII.1.3. Determinacion del tipo de muerte CelUIar............ocoveeeeieieieiceeeeeeee e 72

RV L2 =TS U | 1= Vo Lo 1= TR 75
VI3, DISCUSION Y CONCIUSIONES ....c.viieceieieeeeeecteetete ettt ettt s ra e steeraebesreenes 81
IX. CANCEr e CEIUIAS NEIVIOSAS ....coevuiriiriiieieieieeste ettt sttt sbe st b e 86
IX. 1. MEEOTOIOGIA. ...ttt ettt ettt b e b enes 88
IX.1.1.Sintesis y caracterizacion de nanoparticulas de plata...........c.cccvvevrenrennineieneicnens 88
IX.1.2.Determinacion de plata mediante horno de flama..........ccccooveeeeiniecicicceeee, 89
IX.1.3. Ensayos de viabilidad por MTT en la linea celular C6 de glioma de rata, con
nanoparticulas de plata sintetizadas por métodos VErdes...........cccoeveveveieeceneeeese e 90
IX.1.4. Peroxidacion de lIPIdOS........ccoivieiiiieieeseee sttt sttt et s snesreeraens 92
IX.1.5. Actividad total de gIUtation ...........ccoeiriiirinineeee e 92
IX.1.6. EXIracCiON 08 DINA .....cooieieeieieeetistes ettt sttt et e e ae st e s te s e s e e eneeseeseesensenes 92
Q7 (1= 011 =T o 1TSS 93
IX.3. DISCUSION Y CONCIUSIONES ....oiteeieiieteeecteeete sttt ettt ettt era e besae e b e beennas 101
X, NaNOPAITICUIAS UE OFO .....oocvieeieiicieceieceete ettt st a et este s reebesteesa e besraesaesbeesaeseesrnens 107
D O 1V =7 oo [o] Lo o | - WU OO OSSOSO SRRSO PR 113
X.1.2. Sintesis de NAN0ESIIellas A€ OF0 ........ccccveveieieieecerteeeee et 113
X.1.2.1. Funcionalizacion de nanoestrellas de oro con 4-aminotiofenol .............cccccecevenene 114
X.1.2.2. Caracterizacion de nanoestrellas de Or0 ........cccoeverereiieininineseseee s 115
X.1.2.3. Espectroscopia Infrarrojo con Transformada de Fourier (FTIR)......cccccecvvvvevieenennen. 116
X.1.2.4. Espectroscopia Raman-SERS ..........ccccoceiiiiiiiieseeeee et 116
X.1.2.5. Ensayos de citotoxicidad de nanoestrellas de oro por ensayos colorimétricos
Y LI 1) OO OO OO OO OSSOSO TSSOTROPRRSRPRRRN 117
X.1.2.6. Ensayos de viabilidad por MTT en la linea celular de cancer de mama humano
triple negativo MDA-MB-231 con nanoparticulas de Or0 ..........cccceveeeeereseseseeieeeeeeee e 118
X2, RESUITAUOS ..ottt sttt et b et et e s et et e e e e eneesesaesaenaenes 121
X.3. DISCUSION Y CONCIUSIONES ..ottt sttt sttt s be e e reenes 124
XI. REFEIENCIAS ...ttt ettt ettt s e st be s be s aesse st e e eneeneesessesaenaens 129



(ndice de figuras

Figura 1. Viabilidad celular por MTT en la linea celular MDA-MB-231 con
nanoparticulas de plata Argovit con 2.5, 3, 3.25, 3.5, 4, 4.25,45y 5 ug/mL................ 33

Figura 2. Viabilidad celular por MTT en la linea celular MDA-MB-231 con el farmaco
TAMOXITEN .. e 34

Figura 3.Viabilidad celular por MTT en la linea celular B16-F10 de melanoma de raton,
con nanoparticulas de plata ArgoVil.. .........oeuuueiiiiii e 55

Figura 4.Viabilidad celular por MTT en la linea celular B16-F10 de melanoma de raton,
con el farmaco CiSPIAtiNO.. ........uuuiiii e e e 55

Figura 5. Microscopia invertida de contraste de fase de celulas B16HF10 con
NANOPAItICUIAS dE PIALA.. ..ceeiiiiiiiii e 56

Figura 6.Viabilidad celular por MTT en la linea celular A549 de cancer de pulmén, con
nanoparticulas de plata Argovit (2, 2.25, 2.5, 3y 3.5 Hg/ML). .eevvriiiiiiiiiiiiiiiiieieeeeee 75

Figura 7.Viabilidad celular por MTT en la linea celular A549 de cancer de pulmén, con
el farmaco paclitaxel (0.0128, 0.0256, 0.0512, 10.6 y 21.3 ug/mML).....cccceevieeeerrrirnninnnnnn. 76

Figura 8. Viabilidad celular por MTT en la linea celular A549 de cancer de pulmén, con
el farmaco Docetaxel (10.09, 20.1, 40.3, 60.5y 80.7 pug/mL). ..cccovvrririiiiiieeeeeeeeeeiin, 76

Figura 9. Microscopia invertida de contraste de fase (objetivo 10X) de las células A549
con nanoparticulas de plata (2, 2.25, 2.5, 3 y 3.5 ug/mL), docetaxel (0.09, 20.1, 40.3,
60.5y 80.7 ug/mL) y paclitaxel (0.0128, 0.0256, 0.0512, 10.6 y 21.3 pg/mL)............... 77

Figura 10. Citometria de flujo para la produccion de ROS en celulas A549 con
nanoparticulas de plata Argovit (2, 2.25, 2.5, 3y 3.5 ug/mL) después de un periodo de
[T ToIu] o= Vi o T g0 L= B T ] = LT T 78

Figura 11. Citometria de flujo para la produccién de ROS en celulas A549 con
Paclitaxel (0.0032, 0.0064, 0.0128, 0.0256 y 0.0512 pg/mL) ) después de un periodo de
(110 o =Yool g Te [= a2 A To - U 78

Figura 13. Citometria de flujo de celulas A549 con nanoparticulas de plata Argovit para
la determinacion del tipo de muerte celular, después de un periodo de incubacién de 24
horas con 2, 2.25, 2.5, 3y 3.5 pg/mL con nanopatrticulas de plata.. ..........ccccccoeeevnnnnnnn. 79


file:///C:/Users/nayeli/Documents/DOCTORADO/8%20SEMESTRE/tesis/Primer%20borrador%20para%20revision_2_CMGG_cambios%20con%20indicecx.docx%23_Toc11266624
file:///C:/Users/nayeli/Documents/DOCTORADO/8%20SEMESTRE/tesis/Primer%20borrador%20para%20revision_2_CMGG_cambios%20con%20indicecx.docx%23_Toc11266624
file:///C:/Users/nayeli/Documents/DOCTORADO/8%20SEMESTRE/tesis/Primer%20borrador%20para%20revision_2_CMGG_cambios%20con%20indicecx.docx%23_Toc11266625
file:///C:/Users/nayeli/Documents/DOCTORADO/8%20SEMESTRE/tesis/Primer%20borrador%20para%20revision_2_CMGG_cambios%20con%20indicecx.docx%23_Toc11266625
file:///C:/Users/nayeli/Documents/DOCTORADO/8%20SEMESTRE/tesis/Primer%20borrador%20para%20revision_2_CMGG_cambios%20con%20indicecx.docx%23_Toc11266626
file:///C:/Users/nayeli/Documents/DOCTORADO/8%20SEMESTRE/tesis/Primer%20borrador%20para%20revision_2_CMGG_cambios%20con%20indicecx.docx%23_Toc11266626
file:///C:/Users/nayeli/Documents/DOCTORADO/8%20SEMESTRE/tesis/Primer%20borrador%20para%20revision_2_CMGG_cambios%20con%20indicecx.docx%23_Toc11266627
file:///C:/Users/nayeli/Documents/DOCTORADO/8%20SEMESTRE/tesis/Primer%20borrador%20para%20revision_2_CMGG_cambios%20con%20indicecx.docx%23_Toc11266627
file:///C:/Users/nayeli/Documents/DOCTORADO/8%20SEMESTRE/tesis/Primer%20borrador%20para%20revision_2_CMGG_cambios%20con%20indicecx.docx%23_Toc11266628
file:///C:/Users/nayeli/Documents/DOCTORADO/8%20SEMESTRE/tesis/Primer%20borrador%20para%20revision_2_CMGG_cambios%20con%20indicecx.docx%23_Toc11266628
file:///C:/Users/nayeli/Documents/DOCTORADO/8%20SEMESTRE/tesis/Primer%20borrador%20para%20revision_2_CMGG_cambios%20con%20indicecx.docx%23_Toc11266629
file:///C:/Users/nayeli/Documents/DOCTORADO/8%20SEMESTRE/tesis/Primer%20borrador%20para%20revision_2_CMGG_cambios%20con%20indicecx.docx%23_Toc11266629
file:///C:/Users/nayeli/Documents/DOCTORADO/8%20SEMESTRE/tesis/Primer%20borrador%20para%20revision_2_CMGG_cambios%20con%20indicecx.docx%23_Toc11266630
file:///C:/Users/nayeli/Documents/DOCTORADO/8%20SEMESTRE/tesis/Primer%20borrador%20para%20revision_2_CMGG_cambios%20con%20indicecx.docx%23_Toc11266630
file:///C:/Users/nayeli/Documents/DOCTORADO/8%20SEMESTRE/tesis/Primer%20borrador%20para%20revision_2_CMGG_cambios%20con%20indicecx.docx%23_Toc11266631
file:///C:/Users/nayeli/Documents/DOCTORADO/8%20SEMESTRE/tesis/Primer%20borrador%20para%20revision_2_CMGG_cambios%20con%20indicecx.docx%23_Toc11266631
file:///C:/Users/nayeli/Documents/DOCTORADO/8%20SEMESTRE/tesis/Primer%20borrador%20para%20revision_2_CMGG_cambios%20con%20indicecx.docx%23_Toc11266632
file:///C:/Users/nayeli/Documents/DOCTORADO/8%20SEMESTRE/tesis/Primer%20borrador%20para%20revision_2_CMGG_cambios%20con%20indicecx.docx%23_Toc11266632
file:///C:/Users/nayeli/Documents/DOCTORADO/8%20SEMESTRE/tesis/Primer%20borrador%20para%20revision_2_CMGG_cambios%20con%20indicecx.docx%23_Toc11266632
file:///C:/Users/nayeli/Documents/DOCTORADO/8%20SEMESTRE/tesis/Primer%20borrador%20para%20revision_2_CMGG_cambios%20con%20indicecx.docx%23_Toc11266633
file:///C:/Users/nayeli/Documents/DOCTORADO/8%20SEMESTRE/tesis/Primer%20borrador%20para%20revision_2_CMGG_cambios%20con%20indicecx.docx%23_Toc11266633
file:///C:/Users/nayeli/Documents/DOCTORADO/8%20SEMESTRE/tesis/Primer%20borrador%20para%20revision_2_CMGG_cambios%20con%20indicecx.docx%23_Toc11266633
file:///C:/Users/nayeli/Documents/DOCTORADO/8%20SEMESTRE/tesis/Primer%20borrador%20para%20revision_2_CMGG_cambios%20con%20indicecx.docx%23_Toc11266634
file:///C:/Users/nayeli/Documents/DOCTORADO/8%20SEMESTRE/tesis/Primer%20borrador%20para%20revision_2_CMGG_cambios%20con%20indicecx.docx%23_Toc11266634
file:///C:/Users/nayeli/Documents/DOCTORADO/8%20SEMESTRE/tesis/Primer%20borrador%20para%20revision_2_CMGG_cambios%20con%20indicecx.docx%23_Toc11266634
file:///C:/Users/nayeli/Documents/DOCTORADO/8%20SEMESTRE/tesis/Primer%20borrador%20para%20revision_2_CMGG_cambios%20con%20indicecx.docx%23_Toc11266635
file:///C:/Users/nayeli/Documents/DOCTORADO/8%20SEMESTRE/tesis/Primer%20borrador%20para%20revision_2_CMGG_cambios%20con%20indicecx.docx%23_Toc11266635
file:///C:/Users/nayeli/Documents/DOCTORADO/8%20SEMESTRE/tesis/Primer%20borrador%20para%20revision_2_CMGG_cambios%20con%20indicecx.docx%23_Toc11266635

Figura 12. Citometria de flujo para la produccion de ROS en celulas A549 con
Docetaxel (10.09, 20.1, 40.3, 60.5 y 80.7 ug/mL) después de un periodo de incubacion
(0 To ] - TSP 79

Figura 14. Citometria de flujo de celulas A549 con paclitaxel para la determinacion del
tipo de muerte celular, después de un periodo de incubacion de 24 horas con 0.00332,
0.0064, 0.0128, 0.0256 y 0.0512 pg/mL de paclitaxel.. ...........cccoommmmmmmiimiiiiiiiiiiiiiiiiinne 80

Figura 15 Citometria de flujo de celulas A549 con docetaxel para la determinacion del
tipo de muerte celular, después de un periodo de incubacion de 24 horas con 10.09,
20.1, 40.3, 60.5y 80.7 ug/mL de docetaxel. ......cccoeeeeiiirieiiiiiii e 80

Figura 16. Microscopia electronica de transmision de nanoparticulas de plata
sintetizadas POr MEOAOS VEITUES. .......uuuiiiiiie ettt e e e e e e e 93

Figura 17. Viabilidad celular por MTT en la linea celular C6 de glioma de rata con
nanoparticulas de plata sintetizadas por métodos verdes, muestra M1. sintetizadas por
L ATS] (00 [0 LI =T 0 [T 95

Figura 18. Viabilidad celular por MTT en la linea celular C6 de glioma de rata con
nanoparticulas de plata sintetizadas por métodos verdes, muestra M2........................ 95

Figura 19. Viabilidad celular por MTT en la linea celular C6 de glioma de rata con
nanoparticulas de plata sintetizadas por métodos verdes, muestra M3........................ 96

Figura 20. Peroxidacién de lipidos en células C6 con nanoparticulas de plata
sintetizadas por métodos verdes, muestra M1. Las muestras fueron incubadas durante
un periodo de 24 horas con 0.16, 0.06, 0.062, 0.095 pug/mL (LC30, Lc50, Lc70 y LC80,
(ST o1=Toa 1)Y= T g 1T 0] =) PO 97

Figura 21. Peroxidacién de lipidos en células C6 con nanoparticulas de plata
sintetizadas por métodos verdes, Muestra M2..............viieiiiiieiiiieiiiie e, 9898

Figura 22. Peroxidacion de lipidos en células C6 con nanoparticulas de plata
sintetizadas por métodos verdes, MUEeStra M3.. ...........uuuuiiimmiiiimiiiiiii————. 99

Figura 23. . Actividad total del glutation en células C6 de glioma de rata, después de un
periodo de tratamiento de 24 horas con concentraciones concentraciones de
nanoparticulas de plata sintetizadas por métodos verdes ............ccoovvvviviiiiieeeeeeeeeennnn, 100

Figura 24. . Extracciéon de DNA en gel de electroforesis de células C6 de glioma de
rata, después de un periodo de tratamiento de 24 horas, con concentraciones de las
nanoparticulas de plata sintetizadas por metodos Verdes. ..........ccccevvvvvvvviiiiieeeeeeeeeennns 101

Figura 25. Viabilidad celular por MTT en la linea celular MCF7 de cancer de mama,
después de un periodo de incubacidbn de 24 horas con nanoestrellas de oro
funcionalizadas con acido folico (StarAu-FA), con concentraciones de 0.0001 a 10


file:///C:/Users/nayeli/Documents/DOCTORADO/8%20SEMESTRE/tesis/Primer%20borrador%20para%20revision_2_CMGG_cambios%20con%20indicecx.docx%23_Toc11266636
file:///C:/Users/nayeli/Documents/DOCTORADO/8%20SEMESTRE/tesis/Primer%20borrador%20para%20revision_2_CMGG_cambios%20con%20indicecx.docx%23_Toc11266636
file:///C:/Users/nayeli/Documents/DOCTORADO/8%20SEMESTRE/tesis/Primer%20borrador%20para%20revision_2_CMGG_cambios%20con%20indicecx.docx%23_Toc11266636
file:///C:/Users/nayeli/Documents/DOCTORADO/8%20SEMESTRE/tesis/Primer%20borrador%20para%20revision_2_CMGG_cambios%20con%20indicecx.docx%23_Toc11266637
file:///C:/Users/nayeli/Documents/DOCTORADO/8%20SEMESTRE/tesis/Primer%20borrador%20para%20revision_2_CMGG_cambios%20con%20indicecx.docx%23_Toc11266637
file:///C:/Users/nayeli/Documents/DOCTORADO/8%20SEMESTRE/tesis/Primer%20borrador%20para%20revision_2_CMGG_cambios%20con%20indicecx.docx%23_Toc11266637
file:///C:/Users/nayeli/Documents/DOCTORADO/8%20SEMESTRE/tesis/Primer%20borrador%20para%20revision_2_CMGG_cambios%20con%20indicecx.docx%23_Toc11266638
file:///C:/Users/nayeli/Documents/DOCTORADO/8%20SEMESTRE/tesis/Primer%20borrador%20para%20revision_2_CMGG_cambios%20con%20indicecx.docx%23_Toc11266638
file:///C:/Users/nayeli/Documents/DOCTORADO/8%20SEMESTRE/tesis/Primer%20borrador%20para%20revision_2_CMGG_cambios%20con%20indicecx.docx%23_Toc11266638
file:///C:/Users/nayeli/Documents/DOCTORADO/8%20SEMESTRE/tesis/Primer%20borrador%20para%20revision_2_CMGG_cambios%20con%20indicecx.docx%23_Toc11266639
file:///C:/Users/nayeli/Documents/DOCTORADO/8%20SEMESTRE/tesis/Primer%20borrador%20para%20revision_2_CMGG_cambios%20con%20indicecx.docx%23_Toc11266639
file:///C:/Users/nayeli/Documents/DOCTORADO/8%20SEMESTRE/tesis/Primer%20borrador%20para%20revision_2_CMGG_cambios%20con%20indicecx.docx%23_Toc11266640
file:///C:/Users/nayeli/Documents/DOCTORADO/8%20SEMESTRE/tesis/Primer%20borrador%20para%20revision_2_CMGG_cambios%20con%20indicecx.docx%23_Toc11266640
file:///C:/Users/nayeli/Documents/DOCTORADO/8%20SEMESTRE/tesis/Primer%20borrador%20para%20revision_2_CMGG_cambios%20con%20indicecx.docx%23_Toc11266640
file:///C:/Users/nayeli/Documents/DOCTORADO/8%20SEMESTRE/tesis/Primer%20borrador%20para%20revision_2_CMGG_cambios%20con%20indicecx.docx%23_Toc11266641
file:///C:/Users/nayeli/Documents/DOCTORADO/8%20SEMESTRE/tesis/Primer%20borrador%20para%20revision_2_CMGG_cambios%20con%20indicecx.docx%23_Toc11266641
file:///C:/Users/nayeli/Documents/DOCTORADO/8%20SEMESTRE/tesis/Primer%20borrador%20para%20revision_2_CMGG_cambios%20con%20indicecx.docx%23_Toc11266642
file:///C:/Users/nayeli/Documents/DOCTORADO/8%20SEMESTRE/tesis/Primer%20borrador%20para%20revision_2_CMGG_cambios%20con%20indicecx.docx%23_Toc11266642
file:///C:/Users/nayeli/Documents/DOCTORADO/8%20SEMESTRE/tesis/Primer%20borrador%20para%20revision_2_CMGG_cambios%20con%20indicecx.docx%23_Toc11266643
file:///C:/Users/nayeli/Documents/DOCTORADO/8%20SEMESTRE/tesis/Primer%20borrador%20para%20revision_2_CMGG_cambios%20con%20indicecx.docx%23_Toc11266643
file:///C:/Users/nayeli/Documents/DOCTORADO/8%20SEMESTRE/tesis/Primer%20borrador%20para%20revision_2_CMGG_cambios%20con%20indicecx.docx%23_Toc11266643
file:///C:/Users/nayeli/Documents/DOCTORADO/8%20SEMESTRE/tesis/Primer%20borrador%20para%20revision_2_CMGG_cambios%20con%20indicecx.docx%23_Toc11266643
file:///C:/Users/nayeli/Documents/DOCTORADO/8%20SEMESTRE/tesis/Primer%20borrador%20para%20revision_2_CMGG_cambios%20con%20indicecx.docx%23_Toc11266644
file:///C:/Users/nayeli/Documents/DOCTORADO/8%20SEMESTRE/tesis/Primer%20borrador%20para%20revision_2_CMGG_cambios%20con%20indicecx.docx%23_Toc11266644
file:///C:/Users/nayeli/Documents/DOCTORADO/8%20SEMESTRE/tesis/Primer%20borrador%20para%20revision_2_CMGG_cambios%20con%20indicecx.docx%23_Toc11266645
file:///C:/Users/nayeli/Documents/DOCTORADO/8%20SEMESTRE/tesis/Primer%20borrador%20para%20revision_2_CMGG_cambios%20con%20indicecx.docx%23_Toc11266645
file:///C:/Users/nayeli/Documents/DOCTORADO/8%20SEMESTRE/tesis/Primer%20borrador%20para%20revision_2_CMGG_cambios%20con%20indicecx.docx%23_Toc11266646
file:///C:/Users/nayeli/Documents/DOCTORADO/8%20SEMESTRE/tesis/Primer%20borrador%20para%20revision_2_CMGG_cambios%20con%20indicecx.docx%23_Toc11266646
file:///C:/Users/nayeli/Documents/DOCTORADO/8%20SEMESTRE/tesis/Primer%20borrador%20para%20revision_2_CMGG_cambios%20con%20indicecx.docx%23_Toc11266646
file:///C:/Users/nayeli/Documents/DOCTORADO/8%20SEMESTRE/tesis/Primer%20borrador%20para%20revision_2_CMGG_cambios%20con%20indicecx.docx%23_Toc11266647
file:///C:/Users/nayeli/Documents/DOCTORADO/8%20SEMESTRE/tesis/Primer%20borrador%20para%20revision_2_CMGG_cambios%20con%20indicecx.docx%23_Toc11266647
file:///C:/Users/nayeli/Documents/DOCTORADO/8%20SEMESTRE/tesis/Primer%20borrador%20para%20revision_2_CMGG_cambios%20con%20indicecx.docx%23_Toc11266647
file:///C:/Users/nayeli/Documents/DOCTORADO/8%20SEMESTRE/tesis/Primer%20borrador%20para%20revision_2_CMGG_cambios%20con%20indicecx.docx%23_Toc11266648
file:///C:/Users/nayeli/Documents/DOCTORADO/8%20SEMESTRE/tesis/Primer%20borrador%20para%20revision_2_CMGG_cambios%20con%20indicecx.docx%23_Toc11266648
file:///C:/Users/nayeli/Documents/DOCTORADO/8%20SEMESTRE/tesis/Primer%20borrador%20para%20revision_2_CMGG_cambios%20con%20indicecx.docx%23_Toc11266648
file:///C:/Users/nayeli/Documents/DOCTORADO/8%20SEMESTRE/tesis/Primer%20borrador%20para%20revision_2_CMGG_cambios%20con%20indicecx.docx%23_Toc11266648

Figura 26. Viabilidad celular por MTT en la linea celular MCF7 de cancer de mama,
después de un periodo de incubacibn de 24 horas con nanoestrellas de oro
funcionalizadas con acido folico (StarAu-FA), con concentraciones de 0.0001 a 10

Figura 27. Espectroscopia Infrarrojo con Transformada de Fourier (FTIR) para
nanoestrellas de oro funcionalizadas con 4-aminotiofenol. ............cccccvvviiiiiiie s 122

Figura 28. Espectroscopia Raman-SERS para nanoestrellas de oro funcionalizadas con
4-aminotiofenol.Se observa la concordancia de vibracion de 4-aminotiofenol (4-ATP) y
Su uniodn a un sustrato de oro (nanoestrellas de oro-4-aminotiofenol). ....................... 122

Figura 29. Microscopia de Transmision Electronica de nanoestrellas de oro “bare”
(StarAu-Bare). Se observan nanoestrellas de oro sin funcionalizar de un tamaifo
aproximado de 800 NM de dIAMETI0. ........uuuuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiii e 123

Figura 30. Microscopia de Transmision Electronica de nanoestrellas de oro
funcionalizadas con acido folico (StarAu-FA). Se observan nanoestrellas de oro
funcionalizadas con 4-aminotiofenol, con un tamai aproximado de 800 nm de
(0 7= 0 0= 1 0 123
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. Introduccién

El cancer es una enfermedad multifactorial que se origina por alteraciones o
mutaciones en protooncogenes y genes supresores de tumores. Las mutaciones son
clonadas selectivamente para favorecer la division celular descontrolada, inhibicion de
la supresion de tumores, bloqueo de la apoptosis, desarrollo de vascularizacion,
ausencia de reconocimiento por el sistema inmune y migracion celular (Pérez-Herrero

& Fernandez-Medarde, 2015).

En paises desarrollados el cancer es la primera causa de muerte por enfermedades
crénicas no transmisibles, mientras que en los paises en vias de desarrollo se
encuentra dentro de las tres principales causas de muerte. De acuerdo a los datos
proporcionados por la Organizacion Mundial de la Salud, se prevé que la incidencia de
casos anuales de cancer aumentaran de 14 millones en 2012 a 27 millones en las

préximas dos décadas (WHO, 2008; 2014).

Los tratamientos disponibles para el cancer incluyen procedimientos quirdrgicos, en
donde el o los tumores se remueven de manera fisica; o la radioterapia, que utiliza
particulas altamente energizadas para destruir o dafiar a las células malignas (OMS,
2008). Este tipo de terapias funcionan en un pequefio porcentaje de cancer no
metastasico. Mientras que para estados mas avanzados de cancer la quimioterapia se

utiliza como primera opcién (Pérez-Herrero & Fernandez-Medarde, 2015).

Los farmacos quimioterapéuticos son compuestos que fomentan la inhibicion de la
proliferacion de células tumorales, no obstante, este tipo de tratamiento también inhibe

el crecimiento de células normales y que son de rapido crecimiento, como células



foliculares o del tracto gastrointestinal, en las que se pueden observar los efectos

secundarios (Dai et al., 2017).

Entre los casos mas clasicos de la falta de eficiencia en los tratamientos
guimioterapéuticos se puede mencionar la conversion metabdlica del farmacos y
factores fisiolégicos como la formacion irregular de vasculatura, una alta tasa de
presion en el fluido intersticial y una densa matriz extracelular, asi como mecanismos
de resistencia a farmacos antineoplasicos, que de manera conjunta imposibilitan la

eficiencia en su totalidad del tratamiento (Dai et al., 2017)

Debido a los efectos secundarios de la quimioterapia, se ha planteado como
tratamiento alternativo el estudio de las rutas de sefializacién, que estan involucradas
en el control de la proliferacion celular, lo que permitiria utilizar farmacos o moléculas
gue de manera especifica, inhiban o bloqueen estas rutas y/o proteinas tumorales que
se encuentren sobre expresadas o mutadas en este tipo de células (Dai et al., 2017).
La idea de la terapia dirigida es bloquear las sefiales que contribuyen al crecimiento de
las células malignas y su division incontrolada, provocando su muerte mediante la
induccion de la apoptosis, estimulando el sistema inmune, o entregando de manera
especifica los agentes quimioterapéuticos en las células cancerosas, minimizando la

muerte de células normales y evitando los efectos secundarios (Dai et al.,2017).

Las terapias dirigidas pueden tener éxito desde enfoques directos que alteran las rutas
de sefializacion mediante anticuerpos monoclonales o pequefias moléculas inhibitorias,
o por enfoques indirectos usando moléculas blanco, que estan sobre expresadas o

exclusivamente expresadas en la superficie de las células tumorales, para enviar
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moléculas citotoxicas como agentes quimioterapéuticos, toxinas, citosinas o
radiondclidos que pueden conjugarse con anticuerpos monoclonales o péptidos
ligandos, como nanoacarreadores, para evitar la poca especificidad de la quimioterapia

tradicional (Pérez-Herrero & Fernandez-Medarde, 2015).

Las terapias dirigidas actuales, utilizan anticuerpos monoclonales y pequefas
moléculas inhibitorias debido a su alta especificidad. En el caso de los anticuerpos
monoclonales, estos pueden ser disefiados para unirse a proteinas especificas en las
células cancerosas, de manera que el sistema inmune puede reconocerlas y matarlas.
También son usados o seleccionados por la habilidad de unirse a los receptores de
factores de crecimiento que se encuentran sobre expresados en las células tumorales,
de manera que al unirse al receptor blogquean los sitios de union de los factores de
crecimiento, parando las sefiales de proliferacion. Por otra parte, el uso de las
pequefias moléculas inhibitorias se debe a su habilidad de bloquear rutas de
sefalizacion involucradas en la proliferacibn anormal, eventos antiapoptéticos y
angiogénicos que se producen en las células cancerosas, como lo es la inhibicion de
las rutas de tirosina-quinasa, inhibicién del factor de crecimiento epidérmico (EGFR,

HER1/2), etc. (Pérez-Herrero & Fernandez-Medarde, 2015).

Otra estrategia por la que se ha optado para el tratamiento del céancer es la
combinacién de terapias, ya que cada una tiene diferentes o multiples mecanismos y
sitios de accion, de manera que su uso en conjunto aumenta la sensibilidad al

tratamiento.
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Se han utilizado combinaciones de diversas moléculas, proteinas o inhibidores de rutas
de sefializacion conjugadas con farmacos antineoplasicos, conduciendo a la
acumulacion selectiva del tratamiento en las células tumorales. Actualmente, existen
numerosos tratamientos de terapia dirigida combinada que se encuentran bajo diversas
etapas clinicas de investigacion, no obstante, presentan algunos detalles importantes
gue son considerados para su aprobacion, como lo son la corta vida media que
poseen, su estabilidad y los efectos adversos que ocasionan (Pérez-Herrero &

Fernandez-Medarde, 2015; Dai et al., 2017).

En este sentido, la terapia dirigida y sus combinaciones presentan algunas
consideraciones que deben de tomarse en cuenta, como: a) la toxicidad acumulada
gue pueda tolerar el paciente, b) la baja solubilidad y biodisponibilidad del ingrediente
farmacol6gicamente activo, c¢) la rapida eliminacion o la corta vida media del
ingrediente activo durante el tratamiento, d) la diferencia en la farmacocinética de los
agentes antitumorales que imposibilitan una tasa ideal estequiométrica en el sitio de
accién, e) la baja selectividad de ambos agentes, provocando altos niveles de
toxicidad y f) la inherente complejidad biolégica y dinamica de los tumores que

frecuentemente comprometen la terapia antitumoral (Dai et al.,2017).

A pesar de los tratamientos dirigidos y sus combinaciones, las terapias que se utilizan
en el tratamiento del cancer son las mismas, no importando el tipo de cancer. Y,
aunque este tipo de terapias funcionan bien en un gran porcentaje, su efectividad esta
limitada en funcion del estado, grado y clasificacion del tejido canceroso, por lo que, al
ser una enfermedad bastante compleja, la eficiencia de una o varias terapias

conjugadas puede ser insuficiente en la practica clinica (Dai et al., 2017). Ademas,
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factores como la citotoxicidad de los farmacos o de las moléculas utilizadas, la
resistencia a los farmacos, el tiempo de respuesta y la falta de efectividad siguen

siendo un reto.

En respuesta a las limitantes de las terapias dirigidas, existen otras alternativas
novedosas para el tratamiento del cancer como lo son la hipertermia, fototerapia, el uso
de laseres, trasplantes de células madre o el uso de nanoparticulas para destruir
células cancerigenas (Orentas et al., 2008, citado en Marques et al, 2014). Esta ultima
es de especial interés, ya que su funcionamiento consiste en la entrega localizada de
farmacos antineoplasicos (cisplatino, mitomicina C, etiodol, entre otros) para el

tratamiento de diversos tipos de cancer mediante su liberacién controlada.

La liberacién controlada de farmacos se basa en el disefio y aplicacién de polimeros,
ceramicas y nanomateriales, biocompatibles o biodegradables que puedan llegar al
tejido diana y liberar el farmaco, con el fin de evitar los efectos secundarios de los

tratamientos convencionales.

La posible aplicacién de nanomateriales para el tratamiento del cancer podria suponer
un cambio en los procedimientos habituales para controlar y/o eliminar neoplasias, ya
qgue es posible dirigirlos a determinados tipos de células y tejidos, con el fin de liberar
de manera localizada farmacos antineoplasicos, disminuyendo los efectos secundarios
en los pacientes. Sin embargo, se requieren mas estudios comparativos entre distintos
tipos de tejidos cancerosos, distintos tipos de nanomateriales, tipos de farmacos, asi

como el estudio de los efectos en la expresion genética, con el objetivo de encontrar

13



una nueva estrategia que pueda contribuir a resolver este tipo de problemas en el area

de la salud.

Il.  Justificacion

El cancer representa un problema de salud publica al que se destina una gran cantidad
de dinero en el tratamiento y el diagndstico, que en ocasiones es tardio o se requiere
mucho tiempo. Una estrategia para tratar de solucionar este tipo de problemas es la
aplicacion de la nanomedicina, que involucra el uso de terapias que incluyen las
nanoparticulas y ensamblajes a nanoescala, permitiendo la entrega dirigida de
farmacos en sitios especificos el tejido tumoral, utilizando nanomateriales basados en

metales, liposomas, dendrimeros, micelas y algunos otros polimeros biodegradables

Estos nanomateriales pueden ser disefiados para entregar distintos tipos de farmacos
de manera especifica, a diferencia de los farmacos antineoplasicos que son inyectados

via intravenosa y que son distribuidos de manera sistémica.

Los nanomateriales, tienen como ventaja, que pueden aumentar la solubilidad del
farmaco, potenciando la biodisponibilidad, la solubilidad, y el tiempo de retencion de los
medicamentos. Ademas, se puede funcionalizar su superficie para aumentar su
especificidad, tienen una buena tasa de degradacion o de eliminacién, y permiten la
liberacién controlada del farmaco, por lo que los sistemas de entrega de farmacos con
nanomateriales pueden reemplazar el uso de la quimioterapia tradicional y sus efectos

secundarios.
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Actualmente, se estan empezando a utilizar sistemas de entrega de farmacos
nanomicelares denominados dendrimeros anfifilicos (capaces de combinar la
estabilidad y fuerza mecanica de los dendrimeros poliméricos con la formacion de
micelas de lipidos), polimeros biodegradables como el quitosan, el &cido poli lactico-
coglicdlico (PLGA), el polietilenglicol (PEG) y diversos nanomateriales metalicos para el

tratamiento y diagnostico del cancer.

Sin embargo, a pesar de las multiples ventajas que representa el uso de estos
nanomateriales dirigidos y funcionalizados con farmacos antineoplasicos, es necesario
estudiar de manera previa las interacciones celulares existentes entre el nanomaterial y
las células cancerosas tanto a nivel celular como molecular, con el objetivo de
desarrollar algun tratamiento o método de diagnosis mas rapido, eficaz, menos

costoso, menos invasivo y con nulos o pocos efectos secundarios.

Por lo anterior, el presente trabajo tiene el propésito de evaluar la disminucién de la
proliferacion celular en lineas celulares de cancer de mama, pulmén, melanoma y
glioma expuestos a nanomateriales, como alternativa al tratamiento convencional de
estos tipos de neoplasias, ya que son algunos de los tipos de cancer mas frecuentes y

representativos en nuestro pais y en el mundo.
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lll.  Hipbtesis

Los nanomateriales sintetizados via quimica y biologica generan efectos citotéxicos en

lineas celulares tumorales.

IV. Objetivo general

Evaluar la citotoxicidad y genotoxicidad de nanoparticulas en distintas lineas celulares

tumorales.

IV.1 Objetivos Especificos

1. Evaluar la citotoxicidad de nanoparticulas de plata Argovit, en lineas celulares de

cancer de mama, melanoma y pulmén.

2. Evaluar la citotoxicidad de nanoparticulas de plata biosintéticas, en células

tumorales de glioma.

3. Cuantificar la peroxidaciéon de lipidos en células provenientes de lineas células

tumorales.

4. Medir la actividad de glutatiébn en células tumorales expuestas a nanoparticulas

de plata.

5. Sintetizar y funcionalizar nanomateriales basados en oro como posible

plataforma para el diagndstico y tratamiento del cancer.
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V. Metodologia General

V.1. Reactivos

El medio de cultivo DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium), la L-Glutamina (1%),
el bicarbonato de sodio (2 g/L), la tripsina-EDTA, azul de tripAn vy la insulina
recombinante humana (0.01 mg/mL) fueron adquiridos a través de Sigma-Aldrich® (St.
Louis Missouri, USA), el Suero Fetal Bovino fueron adquiridos, la solucion de
antibiético-antimicético (penicilina-estreptomicina) al 1% fue adquirido en Sigma. Los
reactivos como el cloruro de sodio (NaCl), cloruro de potasio (KCI), fosfato monobasico
de potasio (KH2POa4) y el fosfato dibasico de sodio (Na2HPO4) para preparar soluciéon
buffer de fosfatos, fueron comprados a Sigma-Aldrich (St. Louis Missouri, USA). El
reactivo para la reaccion colorimétrica para MTT ((3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide), el Dimetil Sulféxido (DMSO) y el isopropanol absoluto

fueron comprados a Sigma-Aldrich (St. Louis Missouri, USA).

V.2. Cultivo celular

Las lineas celulares se cultivaron en medio DMEM suplementado con 10% de suero

fetal bovino. Se mantuvieron en cultivo en una incubadora bajo una atmosfera de 5 %

de CO2a una temperatura de 37 °C.
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V.3. Preparacion de nanoparticulas de plata

Las nanoparticulas de plata Argovit fueron donadas por la Dra. Nina Bogdanchikova.
Las nanoparticulas de plata Argovit en su estado fisico elemental se encuentran en una
suspension de tipo coloidal, de la cual esta formada por nanoparticulas de plata
dispersas, con una concentracion de 12 pg/mL. Poseen una cubierta polimérica de
Polivinilpirrolidona (PVP) en una concentracion de 188 pug/mL y se encuentran disueltas
en agua destilada. Las nanoparticulas de plata fueron caracterizadas mediante Uv-Vis,
TEM (Microscopia electronica de transmision), ATR-FTIR y DLS. Poseen un diametro
promedio de 35 + 15 nm, con un potencial Z de -15 mV y un radio hidrodindmico de 70
nm, previamente analizado (Juarez-Moreno et al.,2017). La solucion stock de

nanoparticulas de plata se mantuvo a 4 C en refrigeracion.

Las suspensiones de NPAg se prepararon el mismo dia de la aplicacion de
tratamientos, a partir de la concentracion inicial de la solucién Stock. Se usé como

solvente agua destilada estéril.
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VI. Céncer de Mama

El cdncer de mama es uno de los tipos de cancer mas comunes que afecta a 1.3
millones de mujeres en el mundo (Yuan et al.,2016; Lam, Jiménez & Boven et al.,2013)
y se clasifica en funcion de caracteristicas histopatolégicas basadas en la expresion de
receptores de estrégeno (ER), de receptor de progesterona (PR) y la amplificacién del
oncogen HER2/neu. La clasificacibn se reagrupa en subtipos basados en la
caracterizacion molecular, en los cuales se distingue el cancer de mama luminal A
(generalmente positivos a ER y de bajo grado) y luminal B (positivos para ER pero de
alto grado), tipo basal (el cual corresponde generalmente a triples negativos), positivo a
HER2 y bajo en Claudina. Mediante esta clasificacion e identificacion se obtiene
informacion acerca del prondéstico, asi como de las posibles opciones de tratamientos

(Redig et al., 2014; Nounou et al., 2015; Lam, Jiménez & Boven et al.,2013).

Los métodos de deteccion incluyen la mamografia con una sensibilidad del 71 al 96% y
estd recomendada de manera rutinaria, asi como para pacientes con historial familiar
de cancer de mama. También esta la ultrasonografia aunque no sea muy sensible; la
resonancia magnética con un 90 a 100% de sensibilidad (no obstante, es muy cara) y
en algunos casos es necesario realizar analisis moleculares para mutaciones en los
genes BRCA1l y BRCA2 (Mincey & Pérez, 2004). Actualmente, existen diversos
métodos de deteccion comerciales, como el Oncotype Dx assay para 21 genes y el
Mammaprint assay para 70 genes, que han sido probados de forma clinica en los

ultimos 10 afios (Redig et al., 2014).
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Los tratamientos disponibles para el cancer de mama incluyen la cirugia, radioterapia,
quimioterapia, terapia hormonal, asi como la inmunoterapia y terapia dirigida y en
algunos casos la mastectomia, ya que puede reducir el riesgo de cancer de mama en
un 90%; sin embargo, estas estrategias son efectivas en relacion al grado de desarrollo
del tumor, ademas, el tiempo de respuesta al tratamiento es lento hasta presentarse
efectos, lo que puede generar resistencia a farmacos ademas de generar efectos

secundarios (Yuan et al.,2017; Mincey et al.,2004).

Una de las primeras opciones para el tratamiento del cancer de mama es la terapia
hormonal o endocrina en donde se utilizan moduladores selectivos de la expresion del
receptor de estrégeno (ER, por sus siglas en inglés) como el tamoxifen y el Fulvestrant,
ya que bloquean la union entre el estrdgeno y su receptor y promueven la interferencia
en la sintesis de ER. También se utilizan inhibidores de aromatasa como el Letrozole,
Anastrozole, Exemestrone, que inhiben la sintesis de estrégeno. No obstante, una de
las opciones ampliamente utilizada es la aplicacion de tamoxifen, ya que es el Unico
agente que se ha aprobado para disminuir el cdncer de mama y este se aplica en
pacientes que expresan receptores de estrogeno (ER, por sus siglas en inglés) y/o

receptores de progesterona (Liedtke & Kiesel, 2012; Tang et al., 2016).

Por otra parte, la quimioterapia sigue siendo el tratamiento de preferencia para el
cancer de mama y para muchos otros tipos de cancer, puede ser usada como
monoterapia 0 en combinacion con la cirugia y puede actuar antes (neoadyuvante) o
después (adyuvante), para ayudar a reducir el tamafo del tumor. Las quimioterapias
son tratamientos sistémicos no selectivos, que en altas concentraciones se acumulan

en los tumores para prevenir, parar o destruir células cancerosas. No obstante, este
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tipo de tratamiento también actia en células normales y frecuentemente resulta en un
rapido desarrollo de resistencia a farmacos antineoplasicos mediante transportadores
de multiresistencia a drogas (MDR), por lo que existe un esfuerzo por desarrollar
nuevos tratamientos que sean biocompatibles y menos costosos (Gurunathan et

al.,2013; Yuan et al.,2016; Olov, Bagheri-Khoulenjani & Mirzadeh, 2018)

De entre los agentes quimioterapéuticos disponibles, se pueden diferenciar el grupo de
las antraciclinas y los taxanos. Las antraciclinas, como la doxorubicina y epirubicina
son la primera opcion de tratamiento para el cancer de mama y su modo de accion es
mediante el intercalamiento entre los pares de bases de DNA/RNA, previniendo la
replicacion por inhibicion de la topoisomerasa. Por otra parte, los taxanos como el
paclitaxel y el docetaxel, actian por disrupcién de la funcidon de los microtabulos e
inhibicion del proceso de division celular. Y, a pesar de su uso, todos estos farmacos
son poco solubles en agua y con poca biodisponibilidad ademas de generar diversos

efectos adversos (Olov, Bagheri-Khoulenjani & Mirzadeh, 2018).

El uso de los quimioterapéuticos se aplica en el caso del cancer de mama triple
negativo, ya que estos no tienen receptores para hormonas o su expresion es muy
baja, por lo que tienen el peor prondéstico ya que son tipos de cancer agresivos. En
estos casos, se utiliza la monoquimioterapia o poliquimioterapia con taxanos y
antraciclinas. No obstante, se genera resistencia y efectos secundarios (Tang et al.,

2016), por lo que se opta por combinacion de terapias.

Por otra parte, aunque determinados subtipos de cancer de mama se pueden

beneficiar con la quimioterapia, la terapia hormonal o ambos, no es suficiente para
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otros tipos de cancer como es el caso del tipo luminal o algunos otros de alto riesgo.
Sin embargo, de manera generalizada, los tratamientos pueden ser efectivos solo en

etapas tempranas (Prat et al., 2015).

Otra estrategia de tratamiento del cancer de mama ha sido el uso de la terapia génica,
ya que puede potenciar de manera directa otros tratamientos debido a que generan
cambios en los procesos de reparacion, sefiales de transduccién o control del ciclo
celular, ademas de que presentan ventajas como la reduccion de los efectos
secundarios de la quimioterapia. Para este tipo de tratamiento se ha usado DNA de
doble cadena o cadena sencilla y RNA antisentido, entre otros. (Olov, Bagheri-

Khoulenjani & Mirzadeh, 2018).

También existen las terapias dirigidas mediante el uso de agentes biol6gicos, como los
anticuerpos monoclonales y moléculas inhibidoras, ya que reducen la toxicidad porque
son tratamientos sitio-especificos y se usan como forma alternativa a la resistencia de
la terapia endocrina con letrozol, lapatinib, exemestan, everolimus y tamoxifen. Estos
se unen a diversas moléculas para inhibir el crecimiento tumoral. Para los anticuerpos
monoclonales se incluyen el Trastuzumab, Bevacizumab, Cetuximab que actian contra
HER2, VEGFR y EGRF, respectivamente, para detener el ciclo celular. Otros
tratamientos sitio-especificos, son las pequefias moléculas inhibidoras del receptor
tirosina quinasa, como el lapatinib, que puede detener la fosforilacion. Pero todos estos
tratamientos presentan efectos secundarios y bajas tasas de respuesta debido a su
remocion por el sistema circulatorio o por activacion de resistencia (Olov, Bagheri-

Khoulenjani & Mirzadeh, 2018; Tang et al., 2016).
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Los anticuerpos monoclonales como el Trastuzumab, un anticuerpo humanizado contra
el oncogen HER2/neu y el Pertuzumab (anticuerpo monoclonal contra la dimerizacion
del dominio del receptor de HERZ2), parecen funcionar, pero es necesario que se realice
mas investigacion para determinar cual combinacion de estos agentes es la mejor para
cada paciente sobre todo teniendo en cuenta los efectos adversos que se pueden

presentar (Liedtke & Kiesel, 2012).

En el caso de los triples negativos, que tienen el peor prondstico, se deben de
desarrollar y optimizar las terapias para estos tipos de pacientes. En este sentido se
han utilizado inhibidores de PARP (Poli-A-Ribosa-Polimerasa) como el Olaparib, un
importante mecanismo de reparacion de DNA en las células cancerosas y como el

Bevacizumab (Liedtke & Kiesel, 2012).

Ademas de la terapia dirigida, existe el uso de la inmunoterapia o el uso del sistema

inmune para combatir el cancer.

La respuesta inmune especifica contra el cancer inicia cuando se reconoce de manera
eficiente la expresion anormal de proteinas en células tumorales. Las estrategias de la
inmunoterapia se han centrado en el disefio, desarrollo y aplicacion de anticuerpos
monoclonales inhibidores de puntos de control del sistema inmune, que sirven para
modular la inmunidad preexistente en el cancer, a través de un balance entre la
activacion inmune y su supresion (McArthur & Page, 2016). Esto se lleva a cabo
mediante vacunas tumorales, virus intratumorales oncoliticos, activacion de células T,
linfocitos infiltrantes en el tumor y anticuerpos monoclonales (Sanchez et al.,2016;

Yuan et al.., 2017).
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En relacién con lo anterior, las vacunas contra el cancer estan disefiadas para producir
una respuesta inmune directa contra antigenos expresados en las células tumorales,
de manera que se puede cebar el sistema inmune contra este tipo de antigenos. Las
vacunas contra el cancer pueden ser mono o polivalentes (que proveen de una fuente
exdgena de antigenos tumorales para aumentar la respuesta inmune contra células
tumorales), pueden también contener células tumorales modificadas provenientes del
paciente o células presentadoras de antigenos. Las vacunas tumorales que se han
desarrollado han sido contra HER2 y MUC1, contra p53, survivina, entre otras; una de
las mas estudiadas es la vacuna contra HER2, llamada E75 o Nelipepimut-S (NeuVax)
que estimula la respuesta de los CD8+ citotdxicos contra HER2. Por otra parte, las
vacunas con antigenos se han centrado en MUC1, de las cuales, la mas estudiada es
el carbohidrato Sialil-Tn, epitope de MUCL1 llamada Theratope. De entre otras vacunas
se pueden mencionar, DRribbles (UbivVac), GVax, vacunas de células dendriticas y
vacunas adyuvantes como el MG-CSF, o sustancias quimicas como imiquimod,
saponinas, citosinas inmunoestimuladoras e inhibidoras, asi como virus oncoliticos e

interferones (Sanchez et al.,2016).

En el caso de la inmunoterapia con anticuerpos monoclonales, se encuentran
monoterapias con anticuerpo anti-HER2, anti PD-1/L1 y, anti-CTLA-4, enfocados
principalmente al cancer de mama triple negativo. También estan disponibles
combinaciones de ellos, de las cuales se pueden mencionar Margetuximab, MCLA-128,
ZW-25, SYD 985, DS-8201; inhibidores de tirosina quinasa como neratinib, tucatinib,
poziotinib, pyrotinib; y enfoques inmunes como atezolizumab, Pembrolizumab;

inhibidores de CDK 4/6 como Palbociclib, Abemaciclib, Ribociclib; inhibidores de PI3K
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como Alpelisib, Copanlisib, Taselisib e inhibidores de 1 secretasa gama GSI1 (Escriva-
de-Romani et al.,2018; Sanchez, et al.,2016; Yuan, Peng & Gurunathan, 2017; Nounou

et al.,2015).

Por dltimo, se ha optado por la combinacién de tratamientos que atacan diferentes
sitios de accion, conduciendo al aumento de la selectividad, funcidn sinérgica y
aumentando la eficiencia del tratamiento. No obstante, se deben de tener en cuenta las
combinaciones posibles y su toxicidad, asi como el tipo de cancer que se esta tratando

(Olov, Bagheri-Khoulenjani & Mirzadeh, 2016).

La inmunoterapia es una de las estrategias mas prometedoras para el tratamiento
contra el cancer de mama. No obstante, siguen en estudio, por lo que esta siendo
revisadas en ensayos clinicos, asi como su combinacién con terapias convencionales,
ya que si bien funcionan en ensayos clinicos, siguen generando diversos efectos
adversos y/o se puede adquirir resistencia al tratamiento, por lo que se deben de
probar y mejorar, en especial cuando se quieran incorporar agentes citotoxicos,
estrategias locales e inhibicion por bloqueos duales (Escriva-de-Romani et

al.,2018;Sanchez, Page & McArthur et al.,2016).

En respuesta a los efectos secundarios producidos por la inmunoterapia, se ha optado
por la entrega sitio-especifica del tratamiento mediante el uso de nanomateriales y/o
gue su combinacion con las terapias disponibles prevenga la metastasis, la resistencia
y los efectos adversos provocados por los tratamientos convencionales (Azizi et al.,

2017).
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Los nanomateriales, debido a sus propiedades fisico-quimicas y su pequefio tamario,
pueden ser usados como nanoacarreadores para la entrega sitio-especifica y
controlada de farmacos, aumentando la especificidad, la acumulacion y la retencién en
el sitio deseado. Ya sea por entrega pasiva o activa, las nanoparticulas mejoran el
tiempo de circulacion de los farmacos conjugados o atrapados en ellas (Nounou et al.,

2015).

En principio, los nanoacarreadores para aplicaciones clinicas en el diagndstico y
tratamiento del cancer, necesitan tener caracteristicas multifuncionales y ajustables que
incluyan el control de la quimica superficial, estabilidad en ambientes liquidos contra la

aglomeracién y corrosion y poca toxicidad (Nima et al., 2017).

Varios tipos de nanoacarreadores se han propuesto para el tratamiento del cancer de
mama, estos nanomateriales pueden ser de tipo polimérico, liposomas, micelas, virus,
dendrimeros, nanotubos de carbon, silice, ceramicas y nanoparticulas metalicas (Talluri
et al.,2016; Olov, Bagheri-Khoulenjani & Mirzadeh, 2018; Nima et al.,2017; Sharma et

al.,2013; Nounou et al.,2015).

La entrega de farmacos mediante el uso de nanoparticulas presenta varias ventajas,
como lo es su facil fabricacion y modificacion de su superficie. Las nanoparticulas se
pueden sintetizar por varios métodos y se pueden obtener diferentes tamafios, formas,
tipos de funcionalizacion (estos se pueden funcionalizar en su superficie con algunas
moléculas o ligandos como anticuerpos, péptidos, aptameros y carbohidratos) y estar
hechos de diferentes tipos de materiales. Su uso para la entrega de farmacos ocurre a

través de la bioconjugacion mediante un enlace covalente estable entre las dos
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moléculas, que tiene como caracteristica ser bioloégicamente escindible y unido al
menos a una biomolécula, teniendo como objetivo aumentar la estabilidad, protegiendo

al farmaco de la protedlisis (Nounou et al.,2015).

La versatilidad que poseen los nanomateriales permite utilizarlos para solubilizar,
encapsular y dirigir farmacos. Otra de las ventajas de algunos nanomateriales, es la
biocompatibilidad y biodegradabilidad que presentan, diferentes tasas de carga de
farmaco y perfil de liberacién, asi como la nula o baja toxicidad (Olov, Bagheri-

Khoulenjani & Mirzadeh, 2018; Talluri et al., 2015; Sharma et al.,2013).

Se han utilizado liposomas, nanoparticulas lipidas sélidas, acarreadores lipidicos
nanoestructurados e hibridos poliméricos en formulaciones con carboplatino y
doxorubicina contra lineas celulares de cancer de mama, incluso conjugandolos con
anticuerpos monoclonales como el trastuzumab; de igual manera se ha probado la
encapsulacion y entrega de tamoxifen, gemcitabine y siRNA, camptotecina, paclitaxel,

guercetina, curcumina (Talluri et al.,2015).

Actualmente, existen nanoparticulas comerciales que se aplican en la terapia contra el
cancer, como el Abraxane, que es una nanoparticula de albumina cargada con
paclitaxel que permite de manera pasiva ir contra las células tumorales, dirigiendo el
paclitaxel al receptor de albumina en la célula tumoral, permitiendo una mayor
selectividad del farmaco. Y, también se encuentra el Doxil, que es un liposoma que
tiene doxorubicina encapsulada; y otros sistemas de entrega que incluyen la
conjugacion de tamoxifen y trastuzumab que estan unidos a un anticuerpo, un receptor

o ligando contra el cancer de mama; TNF-[] con IL-1 para el cancer de mama; también
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nanoparticulas de oro, plata, cobre, niquel, aluminio, zinc, calcio, platino, paladio o
fierro con al menos un péptido que pueden ser usados para el diagndstico y tratamiento

del cancer de mama (Nounou et al.., 2015).

También se han fabricado nanoparticulas con polimeros sintéticos como el HPMA,
PGA, PEG; dendrimeros como PAMAM; y liposomas de fosfatidilcolina y colesterol;
nanotubos de carbon de pared sencilla y doble; y nanorods de oro con o sin recubierta
y de oxido de zinc, que han sido conjugados con acido félico, doxorrubicina y SiRNA
para detener la proliferacion celular, incrementar la cantidad de farmaco en el sitio,
aumentar la biodisponibilidad y reducir la toxicidad (Sharma et al., 2013). No obstante,
muchas de estas formulaciones se encuentran en etapas clinicas, por lo que se debe

de hacer un esfuerzo para mejorarlos y aplicarlos (Sharma et al., 2013).

Algunos otros nanomateriales que se han utilizado han sido nanoparticulas de oro
debido a la biocompatibilidad que presentan, se han empleado en resonancia
magnética y en sistemas de entrega para doxorubicina y siRNA, también han sido
conjugadas con anticuerpos anti-EpCAM contra células de cancer de mama MCF7
resistentes a doxorubicina resultando ser méas efectivas en dosis mucho mas bajas que
las aplicadas en monoterapia aplicando solo doxorubicina (Nima et al.,, 2017; Olov,

Bagheri-Khoulenjani & Mirzadeh, 2018).

Por otra parte, también se han hecho ensayos con nanoparticulas de plata debido a
sus multiples propiedades fisicoquimicas y su amplio uso en el area médica,
especialmente en su posible uso como tratamiento contra el cancer. Por ejemplo, se

han hecho estudios con nanoparticulas de albumina cubiertas con nanoparticulas de
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plata contra el cancer de mama (MCF7, MDA-MB-231, MCF-10A) y en células blancas
normales, mostrando que tienen mejores efectos inhibitorios y de apoptosis en células
MCF7 y MDA-MB-231 en comparacion con células normales y que los efectos son

dosis-tiempo dependientes (Azizi et al., 2017; Wei et al., 2015).

Asi mismo, se han realizado estudios con nanoparticulas multimodales conjugando
nanoparticulas de plata, oro y aptameros para terapia fototérmica y, nanoparticulas de
plata conjugadas con polimeros y grafeno para la entrega de doxorubicina, mostrando
buenos resultados en terapia fotoquimiotermal en modelos in vivo (Wei, Liuya et
al.,2015; Nounou et al.,2015). Otros conjugados incluyen PLGA-PEGilado y con folato,
nanomicelas de 17-N-alil-amino-17-demetoxy geldanamicina para el cancer de mama,
nanoparticulas para la entrega con accién estimulo-respuesta como conjugados de
biopolimeros con radiondclidos, agentes quimioterapéuticos; también se han usado
polimeros termosensitivos, bioconjugados de PEG/PLGA con miRNA y siRNA para la
entrega de doxorubicina; complejos de aptameros anti-MUC1 PEGilados y cargados
con doxorubicina, aptameros con PLGA-lecitina-PEG y paclitaxel, aptameros
conjugados con silice mesoporosa y carbon contra HER2 para terapia quimio-foto
termal, asi como el uso de otros tipo de nanoparticulas inorganicas como silica
mesoporosa, oxido de hierro superparamagnético, fosfosilicato de calcio, oro y otros

para formular bioconjugados (Nounou et al.,2015).

También se han probado sus efectos citotoxicos y pro-apoptéticos en células Jurkat,
K562, A549, HC157, leucemia y cancer de piel (Wei et al., 2015; Venugopal et al.,
2017). Ademas, se ha reportado que las nanoparticulas de plata pueden modular

respuestas celulares diversas. Por ejemplo, inhiben el factor de crecimiento vascular
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endotelial (VEGF) mediante el bloqueo de la ruta PI3k/Akt, evitando la formacion de
nuevos vasos sanguineos en modelos in vivo. Ademas, se ha reportado que activan las

caspasas involucradas en los procesos apoptoticos (Wei et al., 2015).

A pesar de los efectos antiproliferativos y pro-apoptoticos de las nanoparticulas de
plata, se han realizado estudios donde se demuestra que inducen dafio al DNA,
aberraciones cromosomales y estrés oxidativo, entre otros. Sin embargo, las
investigaciones son diversas y los resultados son contradictorios, por lo que la
percepcion negativa de la toxicidad de las nanoparticulas de plata se puede reorientar
para formular nuevos tratamientos altamente especificos contra el cancer de mama

(Wei et al., 2015).

De manera general, los tratamientos con nanoparticulas sugieren que son bien
tolerados y que tienen un rango amplio de aplicacién en el caso del céancer. Sin
embargo, para poder llevar de manera exitosa los nano-acarreadores a la clinica, es
necesario controlar la calidad del producto, costos de produccién, la estabilidad, la
cinética de liberacion, asi como tener un completo entendimiento de los mecanismos
de control, distribucion, el nivel de toxicidad y los posibles efectos secundarios que se
presenten (Talluri et al.., 2015; Wei et al.,2015). Lo anterior, debido a que en algunos
casos la mejora en la absorcion no justifica los grandes costos y la alta complejidad del

sistema de acarreo (Nounou et al., 2015).
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VI.1 Metodologia

VI.1.1.Ensayos de viabilidad por MTT en la linea celular de cancer de mama humano

triple negativo MDA-MB-231 con nanoparticulas de plata.

Se cultivaron las células MDA-MB-231 en medio DMEM suplementado al 10% con

suero fetal bovino, en cajas Petri para cultivo celular de 100 mm (Nunc Cell Petri
Dishes, Thermo Scientific®), con una atmoésfera de 5% de CO2 a 37 °C, con 1 x 108
células aproximadamente por placa. Posteriormente, las células se separaron mediante
disgregacion enzimatica con Tripsina-EDTA. Fueron recuperadas y centrifugadas a

1,200 rpm por 5 minutos a temperatura ambiente.

Se removio el sobrenadante y se resuspendio el pellet celular en 5 mL de medio DMEM
(dulbecco modified Eagles minimal essential médium) con %10 de suero fetal bovino.
Posteriormente, se realizé un ensayo de exclusion con el colorante azul de tripan para
la estimacion del ndmero de células viables mediante conteo con la camara de
Neubauer.

Una vez determinada la cantidad de células viables en la muestra, se colocaron 10,000
células viables por pozo en placas multiples de 96 pocillos (Nunc MicroWell-96, Thermo
Scientific®), en un volumen final de 100 uL de medio DMEM suplementado, por pozo.
Y, posteriormente se incubaron a 37 °C con una atmoésfera de 5% de CO:z por un

periodo de 24 horas.
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Al terminar las 24 horas, se aplicaron los diversos tratamientos con nanoparticulas de
plata (2.5, 3, 3.25, 3.5, 4, 4.25, 4.5 y 5ug/mL), asi como el quimioterapéutico de primera
linea tamoxifen (7.43, 8.17, 9.28, 10, 10.77, 11.1 y 13 upg/mL), por separado. Se
utilizaron como controles: dimetil sulféxido (como control total de muerte celular) y
medio DMEM suplementado al 10% suero fetal bovino (como control total de células
vivas), en un volumen total de 100uL por pozo, respectivamente. Una vez aplicado el
tratamiento, se incubaron las placas bajo una atmdsfera de 5% de CO2 a 37 °C por un
periodo de 24 horas. Al terminar el proceso de incubacién, las placas fueron
decantadas y lavadas con un buffer de fosfatos (PBS 1X, estéril), aplicando 100 pL por
pozo, por tres veces. Posteriormente, se colocaron 5 pL de reactivo MTT y 45 uL de
medio DMEM sin suplementar, por pozo y, se incubd por 4 horas en una atmosfera de
5% de CO2 a 37 °C.

Al terminar el proceso de incubacién, se agregaron 100 pL de isopropanol absoluto por
pozo y se disolvieron los cristales de formazan. Las placas se dejaron incubando a
temperatura ambiente por 30 minutos en oscuridad y, posteriormente se procedi6 a la
lectura de las placas mediante espectrofotometro para placas multi-pocillo, a una
longitud de onda de 570 nm para los cristales de formazan y 690 nm para el contraste
con el medio.

La viabilidad celular se determindé mediante las siguientes férmulas:

Ec. 1

Absensayo = AbSs70nm — AbSgoonm
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Ec. 2

S promedio de las restas de abs del compuesto
% viabilidad celular = - x 100
promedio de las restas de abs del control

Los datos fueron analizados en el programa GraphPad Prism 7.0 y se realizé un

analisis de varianza (ANOVA) y una prueba de Dunn de comparaciones multiples.

VI. 2. Resultados

Los resultados muestran una ICso= 4.687 ug/mL, con una R2?=0.107, para las

nanoparticulas de plata.
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Figura 1. Viabilidad celular por MTT en la linea celular MDA-MB-231 con nanoparticulas
de plata Argovit con 2.5, 3, 3.25, 3.5, 4, 4.25, 4.5 y 5 ug/mL. Los andlisis estadisticos se
realizaron en el programa Graphpad Prism 7, con un ANOVA no paramétrico y una
prueba de Dunn’s de comparaciones multiples, a=0.05 y * p<0.05, ** p<0.001.
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Para el farmaco tamoxifen se presenta una ICso= 10.68 ug/mL, con una R?=0.94, para

las nanoparticulas de plata.
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Figura 2. Viabilidad celular por MTT en la linea celular MDA-MB-231 con el farmaco
Tamoxifen. Se utilizaron 7.43, 8.17, 9.28, 10, 10.77, 11.1 y 13 ug/mL. Los andlisis
estadisticos se realizaron en el programa Graphpad Prism 7, con un ANOVA no
paramétrico y una prueba de Dunnet’s de comparaciones multiples, a=0.05 y
*rxex np<0.0001.

VI.3. Discusién y conclusiones

Los nanomateriales poseen un gran potencial en diversas aplicaciones en el area
biomédica, en especial las nanoparticulas de tipo metalicas. Entre los diferentes tipos
de nanomateriales, las nanoparticulas de plata tienen propiedades atractivas que

incluyen actividad antibacteriana, antiviral, antifangica y mas recientemente
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anticancerigena.

En este trabajo se encontré que las nanoparticulas de plata Argovit poseen actividad
anticancerigena en células MDA-MB-231 de cancer de mama y, ademas, presentan
mejor actividad inhibitoria que el Tamoxifen, farmaco antineoplasico utilizado en el

tratamiento del cancer de mama.

La actividad que presenten las nanoparticulas depende de las propiedades fisicas que
posean, como la forma y el tamafio, ya que estas afecta el rendimiento, afectan la
capacidad de internalizacién en células y tejidos y se relacionan directamente con los
efectos citotoxicos que generen. Se ha reportado que nanoparticulas de menos de 50
nm de didmetro se acumulan mas facilmente en los tumores, por lo que es un
pardmetro deseable para considerar durante la sintesis del nanomaterial (Malik et al.,

2018).

Las nanoparticulas de plata Argovit son esféricas, estan cubiertas por
polivinilpirrolidona y tienen un tamafio de 35 nm de diametro. Como se ha presentado
en este trabajo, poseen actividad citotéxica en células de cancer de mama triple
negativo, uno de los tipos de cancer de mama mas agresivos y con pobre prondstico de
supervivencia. Los resultados han mostrado que la ICso es de 4.687 pg/mL y se

presentan efectos dosis dependientes.

Los efectos inhibitorios de las nanoparticulas de plata también han sido reportados con
anterioridad, en donde nanoparticulas de 4 nm de didmetro tienen una ICso de 24.16

Mg/mL y 23.19 uyg/mL para las células MCF7 y MDA-MB-231. Donde también se ha
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reportado que, si son recubiertas con productos polimeros biocompatibles, aumenta la
citotoxicidad en lineas celulares tumorales en comparacién con lineas celulares no
tumorogenicas (Casafas Pimentel et al., 2016). Resultados similares fueron obtenidos
por Azizi et al. (2016) donde sugieren que hay mayor citotoxicidad en células tumorales
MCF7 y MDA-MB231 con respecto a células no tumorigénicas, cuando se aplican
diferentes dosis de nanoparticulas de plata de menos de 10 nm de didmetro. Ademas,
sugiere que, si las nanoparticulas son funcionalizadas o recubiertas, es posible
disminuir la concentracion utilizada y aumentar la citotoxicidad en células tumorales de

cancer de mama.

Otros efectos reportados de las nanoparticulas de plata son la diminucion de la
adhesion y proliferacion celular y, generando un incremento en la apoptosis ademas de
aumentar o reprimir la expresién de diversos genes y proteinas relacionados con la

proliferacion celular, angiogénesis y metastasis (Rodriguez-Razon et al., 2018).

La citotoxicidad de las nanoparticulas de plata también sugiere que es un fenémeno de
dosis y tiempo dependencia, segun estudios realizados en células SKBR3 y 8701-BC
de cancer de mama. Ademas, se presentan otros efectos como activacion de muerte
celular por apoptosis, ampollas en la membrana celular, cromatina condensada,
perdida de la integridad de la membrana celular y ndcleo condensado (Buttacavoli et

al., 2018).

Estudios realizados con nanoparticulas de plata a partir de biosintesis, también han
mostrado los mismos efectos citotoxicos que las nanoparticulas sintetizadas por

métodos quimicos o fisicos. Se han utilizado extractos naturales a partir de los cuales
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se han producido nanoparticulas de plata biocompatibles, con buena actividad
citotoxica en diversas células tumorales y, con los mismos efectos de dosis-tiempo
dependencia (Mathur et al., 2017; Majeed et al., 2019; Bello et al., 2017; Heidari et al.,

2018).

Los efectos in vitro provocados por las nanoparticulas de plata parecen ser mas
prometedores en comparacion con la actividad de los farmacos antineoplasicos, ya que
tienen mejores resultados inhibiendo células tumorales. Comunmente, farmacos como
la doxorubicina, paclitaxel y el tamoxifen son utilizados como tratamiento contra el
cancer de mama, en especial el tamoxifen, ya que es el farmaco de primera linea en el
tratamiento de esta enfermedad. Nuestros resultados muestran una ICso de 10.68
Mg/mL para el Tamoxifen, y que la respuesta citotdxica es dosis dependiente. Sin
embargo, se obtuvieron mejores resultados de inhibicion al utilizar las nanoparticulas
de plata en las células tumorales. Datos similares se obtuvieron con doxorubicina y

paclitaxel (Bello et al., 2017).

Los resultados de la actividad antitumorogenica de las nanoparticulas de plata, ya sea
solas, bioconjugadas o biosintetizadas, indican que podrian ser buenas candidatas
como futura terapia contra el cancer, ya que solo son necesarias bajas concentraciones
para obtener inhibicion celular. No obstante, el mecanismo de accion de las
nanoparticulas de plata y su toxicidad in vitro e in vivo sigue siendo poco claro, por lo

gue existe preocupacion acerca de la seguridad de su uso (Malik & Murkejee, 2018).

De manera general, la idea mas aceptada es que las nanoparticulas pueden entrar en

la célula, ya sea en su forma nativa o funcionalizados y que, debido a la liberacion de
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iones plata, se genera estrés oxidativo por la produccion de ROS, se altera el balance
de la funcion mitocondrial, causan alteraciones al DNA y el ciclo celular y generan

muerte celular por apoptosis (Malik & Murkeje 2018; Azizi et al., 2017).

Ademas, las nanoparticulas pueden interactian con los grupos tiol de diversas enzimas
y proteinas y también tienen interacciones con el DNA, lo que produce alteraciones en
las funciones normales de las células, ya sea por la unidon de las nanoparticulas a
diversos compuestos o por el bloqueo de la sintesis de proteinas (Bello et al., 2017,
Malik et al., 2018). Sin embargo, la mayoria de las nanoparticulas genera grandes
cantidades de oxigeno y parecen actuar principalmente mediante la generacién de

ROS (Malik et al., 2018).

Los iones de plata liberados por las nanoparticulas indican que son mas toxicos que las
formas neutras de plata, cuando estos han sido aplicados en diversos modelos murinos
y lineas celulares tumorales, produciendo dafios en la estructura y permeabilidad de la
membrana celular generando apoptosis y diversos efectos adversos en sistema
circulatorio, respiratorio, nervioso y hepatico (Malik et al.,2018). Sin embargo, los
efectos inhibitorios las convierten en una opcién terapéutica, ya que no solo presentan
actividad anticancerigena, sino también son empleadas como agentes antimicrobianos
y antifingicos como respuesta a la crisis de produccion de nuevos farmacos y las

diversas resistencias microbianas.

Algunas de las nuevas propuestas es la combinacién de nanoparticulas y farmacos
para aumentar la especificidad y la efectividad del tratamiento, ya que el éxito de los

tratamientos existentes depende del tipo y desarrollo del tumor (Malik et al., 2018). Se
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sabe que las nanoparticulas pequefias, de menos de 50 nm, se infiltran y acumular en
los tumores, esto abre la posibilidad de llegar a zonas mas profundas del tejido, donde

en ocasiones los tratamientos normales no pueden llegar (Malik et al., 2018).

Otras propuestas incluyen la funcionalizacion con ligandos especificos que pueden ser
reconocidos por los receptores celulares de las células tumorales, para aumentar la
disponibilidad del farmaco, la especificidad y el éxito del tratamiento, con el fin de
disminuir los efectos secundarios que se presentan de manera sistémica (Azizi et
al.,2017; Sadat et al.,2017). Y, la biosintesis de nanoparticulas de plata a partir de
extractos de plantas, ya que los compuestos presentes pueden aumentar la actividad

citotoxica de las nanoparticulas de plata (Heidari et al., 2018).

Conjuntamente, los efectos téxicos de las nanoparticulas de plata se relacionan
directamente con las propiedades fisicoquimicas que posean. La toxicidad que pueden
generar es afectada por factores como el tamafio, la forma, la quimica superficial, la
cristalinidad, los agentes estabilizantes, la fuerza ibnica, el pH, la presencia de
ligandos, cationes divalentes, entre otros (Mathur et al.,2017). Por lo que se pueden
aprovechar y moldear estas propiedades en el proceso de sintesis, con el fin de
encontrar el umbral 6ptimo de seguridad con el objetivo de generar tratamientos

altamente especificos y efectivos contra el cancer de mama.

Nuestros resultados muestran que las nanoparticulas de plata Argovit tienen efectos
citotoxicos dosis-dependiente en células de cancer de mama MDA-MB-231, mostrando
una disminucion en concentracion y efectividad en comparacion con el farmaco

tamoxifen.
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VII.  Cancer de piel: Melanoma

El cancer de piel es uno de los tipos de cancer que frecuentemente se diagnostica, y
del cual se puede clasificar en dos tipos principales, el cancer piel no melanocitico y el

melanoma de piel (Badge et al., 2018).

El melanoma de piel es el tipo de cancer més agresivo, generando el 75% de muertes
relacionadas por esta enfermedad, y aumentando su incidencia alrededor del mundo
(Olszanski, 2014). Se considera una enfermedad multifactorial con una relacién a
susceptibilidad genética y exposicion ambiental (Rastrelli et al., 2014; Berrocal et al.,
2014; Homet & Ribas, 2014). Algunos factores importantes para poder llegar a
desarrollar melanoma como lo son el nimero de nuevos melanociticos, historial familiar
y susceptibilidad genética. Ademas, ciertos fenotipos como el cabello rojo, piel clara,
numerosas pecas, ojos claros y la sensibilidad a la luz incrementan el riesgo para

desarrollar melanoma en un 50% (Rastrelli et al., 2014; Berrocal et al., 2014).

Se han identificado varias mutaciones puntuales que contribuyen a la incidencia y
progresion del melanoma. En el 50% de los casos de melanoma presentan mutaciones
en el oncogen BRAF, NRAS, MEK1, también en Ras y Braf, que son proteinas que
regulan la proliferacion celular y la supervivencia, principalmente a través de la
activacion de la via de la proteina quinasa Mitbgeno-Activada (MAPK) o activacion por
mutacion de RTK (receptores de tirosina quinasa), conduciendo a una excesiva

proliferacion celular a través de la activacion de ERK1/2. Por lo anterior, MAPK y los
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inhibidores de BRAF y MEK son de especial interés en el desarrollo de terapias contra

el melanoma (Michielin & Hoeller, 2015; Abildgaard & Guldberg, 2015).

Los subtipos histologicos consisten en el melanoma superficial disperso (60%),
melanoma nodular (5-16%), melanoma lentigo maligna (5-13%) y melanoma acral
lentiginoso (5%). También existen otras formas raras como el melanoma de células de
bal6n, melanoma mixoide, melanoma osteogénico, rabdoide (Rastrelli et al., 2014;

Berrocal et al., 2014).

La deteccion del melanoma esta dada en un 50% por la autoexploracion basado en el
método ABCDE (acronimo para la Asimetria, Irregularidad del Borde, Color variacion,
Diametro >6 mm y la Evolucién). También se usa el método de Menzies, los siete
puntos de Argenziano y andlisis de patrén para la examinacion fisica, asi como la
microscopia de epiluminiscencia y/o biopsias del N6dulo Linfatico Centinela o Citologia
por Aspiracion con Aguja Fina), también se usa la tomografia computarizada y la
resonancia magnética infrarroja. Otros factores por considerar son el espesor de
Breslow para tumor, el nivel de Clark, fases de crecimiento, ulceracion, indice mitético,
satelitosis, inmunohistoquimica, factores moleculares (Berrocal et al., 2014; Rastrelli et

al., 2014).

Los tratamientos disponibles para el melanoma han tenido poco progreso
proporcionando un pobre pronostico a los pacientes y opciones limitadas de
tratamiento. Las opciones incluyen la cirugia, crioterapia y radiacion, que funciona en
pacientes con melanoma localizado, no obstante, el desarrollo de metastasis

imposibilita su remocion y tratamiento (Maverakis et al., 2015).

41



La estrategia central para el tratamiento del melanoma avanzado es el uso de la
quimioterapia (Michielin & Hoeller, 2015). La quimioterapia sistémica se utiliza con

dacarbazina, hidroxiurea, temozolomida, nitrosoureas, taxanos, altas dosis de citosinas

(interleucina 2, interleucina-12), interferones 0 conjugaciones de
cisplatino/vinblastina/dacarbazina/tamoxifen, o] poliquimioterapia con
carboplatino/paclitaxel, cisplatino/vincristina/dacarbazina,

bleomicina/vincristina/lomustin/dacarbazina, que han sido las opciones de tratamiento
aprobadas por la FDA en USA. Sin embargo, estos agentes no han demostrado una
mejora en la expectativa de vida, ya que tienen pobre penetracién, se genera
resistencia y hay efectos adversos y toxicidad, por lo que nuevas estrategias estan
continuamente desarrollandose o aplicandose para mejorar la expectativa de vida y la
efectividad del tratamiento (Olszanski, 2014; Michielin & Hoeller, 2015; Dummer et al.,

2015).

Una de las estrategias para el tratamiento del melanoma ha sido el uso de la
inmunoterapia, basado en enfoques especificos/no especificos y activos/adoptivos. Las
terapias activas estan basadas en una respuesta inmune enddgena mientras que las
adoptivas usan componentes inmunes que son desarrollados ex vivo. El enfoque no
especifico, activo incluye infusiones con citocinas como IFN-JJo IL-2 (aunque sea muy
toxica la IL-2). Por otra parte, la terapia celular adoptiva o la infiltracion de grandes
nameros de linfocitos autélogos tumor-infiltrantes, que inducen la regresion del tumor,
pero su uso es limitado por el costo y el tiempo de duracion. Otras estrategias activas
inmunes incluyen la vacunacion con células tumorales irradiadas o con células

dendriticas cargadas de antigenos asociados a tumores con el objetivo de cebar el
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sistema inmune para destruir las células tumorales y, mas recientemente el uso de
anticuerpos monoclonales especificos para receptores de células T que regulan la

respuesta inmune (Michielin & Hoeller, 2015).

Otros tratamientos incluyen vacunas contra el cancer que promuevan la activacion del
sistema inmune para reconocer y destruir las células tumorales. Para este tipo de
tratamiento se utilizan péptidos derivados de antigenos de melanoma como el MART-1,

Melan-A, gpl100 y vacunas con virus oncoliticos (Maverakis et al., 2015).

No obstante, estos tratamientos siguen siendo poco efectivos en el prondstico del
cancer de piel. Por lo anterior, otro eje central de la terapia dirigida y la inmunoterapia
para el tratamiento del cancer ha sido el desarrollo de anticuerpos monoclonales que
inhiban puntos de control del sistema inmune asi como el desarrollo de pequefias

moléculas quinasas inhibidoras.

Antes de 2011, la cirugia paliativa y/o la radioterapia, la quimioterapia sistémica
(dacarbazina, otemustin, temozolomida), y/o la inmunoterapia con interleucina 2 eran
las Unicas opciones terapéuticas para pacientes con metastasis o melanoma no
operable. Sin embargo, después de 2011, ocho farmacos (lpilimumab, vemurafenib,
dabrafenib, trametinib, cometinib, pembrolizumab, nivolumab, talimogen laherparepvec)
han recibido aprobacién del FDA para el tratamiento del melanoma metastasico o
avanzado, incluyendo una combinacion de regimenes de inhibidores de puntos de
revision del sistema inmune y quinasas de bajo peso molecular (de Golian et al., 2016;

Michielin & Hoeller, 2015; Dummer et al., 2015).
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Los inhibidores de puntos de control del sistema inmune utilizan una amplitud y calidad
de la respuesta de las células T contra células cancerosas, regulado por un balance
entre sefales co-estimuladoras y co-inhibidoras como puntos clave dentro de la
cascada inmune y son muy importantes para mantener la auto-tolerancia y prevenir el
dafio a los tejidos normales durante una respuesta inmune. Este tipo de tratamientos
ofrecen una serie de ventajas como una mayor duracion de la respuesta inmunitaria y
menos susceptibilidad a la resistencia que la quimioterapia y otras terapias dirigidas

(Michielin & Hoeller, 2015).

Para ello se han enfocado en el uso del antigeno-4 de los linfocitos T-citotoxicos
(CTLA-4, por sus siglas en inglés) y la proteina 1 de muerte celular programada (PD-1,
por sus siglas en inglés) que son receptores inhibidores de puntos de control que estan
expresados en células T, y que inhiben la actividad de las células T al unirse con sus
respectivos ligandos (B7.1/B7.2 para CTLA-4 y PD-L1/PD-L2 para PD-1) (Michielin &

Hoeller, 2015; Maverakis et al., 2015).

PD-1 es un inhibidor del receptor de células T, es decir, detiene la funcion de las
células T, mandando sefiales de modulacion a través de la union con su ligando PD-L1
o PD-L2, fomentando con ello la produccion de sefiales inhibitorias en células T y
reduciendo la produccion de citoquinas, por lo que suprime la proliferacion de células T
gue matan a las células presentadoras de antigenos (tumorales). En el caso del cancer,
las células tumorales producen una mayor cantidad de receptores PD-L1 para escapar
del efecto de las células T. Por consiguiente, los anticuerpos anti-PD1, anti-PD-L1, anti-
PD-L2 bloquean la unién de PD-1 con sus respectivos ligandos, de manera que se
estimula la respuesta inmune antitumoral y tienen como ventaja que no dependen de la
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composicién genética del tumor o la presencia de mutaciones especificas para ser
efectivas. Un ejemplo de este tipo de anticuerpo es nivolumab, con el que se han
obtenido buenas respuestas antitumorales y de larga duracién, asi como son
pembrolizumab, atezolizumab, avelumab (Dummer et al., 2015; Homet & Ribas, 2014;

Michielin & Hoeller, 2015; Olszanski, 2014; Berrocal et al., 2014).

Otros tipos de anticuerpos bloguean el antigeno-4 de linfocitos T-citotoxicos (CTLA-4),
de manera que regulan negativamente la actividad de las células T, controlando la
duracion y la intensidad de la respuesta inmune y previniendo autoinmunidad contra
antigenos propios por induccién de tolerancia inmune (Olszanski, 2014; Berrocal et al.,
2014). El uso de anticuerpos anti-CTLA-4 permite que se activen las células T mediante
el restablecimiento de la unién co-estimuladora de CD28 a B7 por la interaccién critica
entre la célula T y la célula presentadora de antigeno. Esta interaccion restituye la
proliferacion de células T y mejora la inmunidad mediada por las células T, potenciando
la capacidad del paciente para aumentar la respuesta inmune antitumoral (Olszanski,
2014; Berrocal et al.., 2014). Un ejemplo de este tipo de anticuerpos son el Ipilimumab

y el Tremelimumab (Callahan et al., 2011).

Por otra parte, se han identificado varias mutaciones puntuales que contribuyen a la
incidencia y progresion del melanoma. El 50% de las mutaciones corresponden al gen
BRAF (por sustitucion de la valina por acido glutdmico: V600E, o lisina: V600K, en el
codon 600) y algunas otras en NRAS. RAS y BRAF son proteinas que regulan la
proliferacion celular y la supervivencia, principalmente a través de la activacion de la

ruta Proteina Quinasa Mitogeno-Activada (MAPK). Por lo que MAPK vy los inhibidores
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de BRAF y MEK son de especial interés en el desarrollo de terapias contra el

melanoma (Michielin & Hoeller, 2015).

En este sentido, se han desarrollado las pequefias moléculas inhibidoras de tirosina
guinasa para inhibir los procesos de proliferacion celular. Este tipo de moléculas estan
disefiadas en relacion a mutaciones particulares en esta enzima en melanoma. Por
ejemplo, se encuentra el vemurafenib y dabrafenib que son farmacos orales que
inhiben la proteina oncogénica BRAF (una serina/treonina quinasa que activa la ruta de
sefalizacion de la proteina quinasa activada por mitdgenos, MAPK, y que esta activada
en el 50% de los casos de melanoma) y que se usan en casos de melanoma avanzado
y/o cuando no es posible remover el tumor. Estos inhibidores evitan la evasion de la
senescencia y apoptosis, proliferacion, angiogénesis, invasion de tejidos, evasion del
sistema inmune y metastasis. Por otra parte, se encuentra el trametinib, un compuesto
guimico que es efectivo para el melanoma metastasico, actuando por la inhibicion de
MEK, el unico sustrato conocido de BRAF, lo cual conduce a la disminucion de la
sefalizacion y proliferacion de las células de cancer (Olszanski, 2014; Berrocal et al.,
2014; Michielin & Hoeller, 2015). No obstante, este tipo de inhibidores para que sean
eficaces necesitan la presencia de mutaciones en la enzima para tener actividad sobre

ella (Berrocal et al., 2014; Michielin & Hoeller, 2015).

Finalmente, se encuentran las terapias combinadas con anti-CTLA-4, anti-PD1, anti-
PD-L1/2 y las pequefias moléculas inhibidoras de tirosina quinasa. Ya sea solos o
combinados, estos inhibidores tienen una alta tasa de respuesta favorable al

tratamiento y la duracion de la respuesta es mayor, de manera que se muestran
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prometedores en las primeras etapas de ensayos clinicos en comparacion con los

tratamientos convencionales.

A pesar de que se estan desarrollando muchos nuevos tratamientos para el cancer de
piel, éstos siguen presentando diversas desventajas que limitan su efectividad como lo
son el tipo de tumor en el que se pueden utilizar, el requerimiento de la presencia de
mutaciones particulares para tener efectos clinicos sobre las enzimas, el desarrollo de
resistencia al tratamiento, la imposibilidad de poder combinar algunos tratamientos (por
ejemplo, el ipilimamub con vemurafenib), no haber recibido terapia inhibidora previa, los
altos costos del tratamiento, la poca efectividad en casos particulares, asi como la
toxicidad y los multiples efectos adversos que se presentan en los pacientes como lo
son fotosensibilidad, diarrea, vOmito, nausea, reacciones inflamatorias diversas,
excesiva actividad inmune con afecciones en el sistema gastrointestinal, piel, higado,
sistema nervioso y endocrino, desarrollo de carcinomas de células escamosas Yy
necrolisis epidérmica toxica, entre otros efectos que pueden llegar a comprometer la
vida del paciente (Olszanski, 2014; Berrocal et al., 2014; Homet & Ribas, 2014,

Dummer et al., 2015; de Golian et al., 2016).

Todas estas limitantes pueden contribuir a la interrupcion del tratamiento y por lo tanto
de su efectividad, por lo que, para tratar de disminuir estas deficiencias se ha optado
por identificar el tipo de mutacién presente para determinar el tratamiento mas efectivo,
asi como las posibles combinaciones de farmacos que puedan ser tolerables y seguras

(Olszanski, 2014; Homet & Ribas, 2014; Dummer et al., 2015).
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Actualmente, el panorama de tratamiento y expectativa de supervivencia para el cancer
de piel sigue estando limitado por los tratamientos disponibles y su efectividad, por lo
gue algunas de las estrategias mas novedosas contra el cAncer de piel es el uso de
nanomateriales para la entrega de farmacos antineoplasicos que puedan ser

administrados de manera especifica en las células tumorales.

Los nanomateriales tienen propiedades fisicoquimicas, mecanicas, electronicas,
cataliticas, Opticas y térmicas que no estan presentes en los materiales en bulto y que
pueden ser aprovechadas para el tratamiento del cancer de piel (Jha et al., 2017). Se
han propuesto sistemas de nanoacarreadores ultraflexibles y ultradeformables, que
consisten en vesiculas de membranas fluidas y que son capaces de penetrar la piel y
gue son usados para la entrega tdpica de antioxidantes para la quimio-prevencion,
actuando sobre la expresion de inhibidores del ciclo celular como p21, reprimiendo la
expresion de ciclinas, survivina, bcl-2, bax o induciendo la liberacion de pro-caspasas,
citocromo c de la mitocondria o PARP, ademas de contribuir a la disminucion del dafio
al DNA, metéstasis, inflamacién de la piel, inmunosupresién, supervivencia celular e

incremento de apoptosis (Bagde, Mondal, & Singh, 2018).

Recientemente se han desarrollado vesiculas lipidicas para la terapia del cancer de
piel, como los transetosomas, que son vesiculas lipidicas hechas de transfersomas y
etosomas. Los transfersomas son nanovesiculas elasticas compuestas principalmente
por fosfolipidos y agentes surfactantes, mientras que los etosomas contienen
fosfolipidos, agentes surfactantes, agua y etanol. Los transetosomas son
nanovesiculas que pueden penetrar en la piel por la generacion de un gradiente

osmotico debido a la evaporacion de agua mientras se aplica en la piel, no obstante, el
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mecanismo no es totalmente entendido, pero se sabe que la combinaciéon de los
fosfolipidos y el etanol conduce a una penetracion mas profunda en la piel (Bagde, et

al., 2018).

También se encuentran las microemulsiones, que estdn compuestos con una mezcla
de agua, aceite y anfifilos que forman una solucion estable de pequefias gotas con una
gran capacidad de solubilizacion para moléculas hidrofébicas e hidrofilicas. Este tipo de
sistemas son faciles de fabricar y han sido usados en aplicaciones farmacéuticas de
tipo tépico para la entrega de terapéuticos (Bagde, et al., 2018); y las nanoemulsiones
para la entrega tOpica de quimioterapéuticos (Bagde, et al., 2018); la sintesis de
nanoparticulas poliméricas y suspensiones de nanocapsulas para uso topico, en el cual
se han utilizado para la entrega de tépica de farmacos (Bagde, et al., 2018); e hibridos

inorganicas (Moldovan et al., 2017).

Igualmente, se han utilizado nanoparticulas de silica mesoporosa, debido a la
porosidad que poseen, un tamafio de poro ajustable, gran area superficial y la gran

capacidad de carga de farmaco (Bagde, et al., 2018).

De igual forma, se han utlizado nanoparticulas de metales nobles debido a su
biocompatibilidad y sus aplicaciones médicas y farmacoldgicas. En especial, se ha
resaltado el interés del uso de las nanoparticulas de plata para el tratamiento del
cancer de piel, ya que diversas investigaciones han reportado las propiedades
antibacterianas, antiangiogénicas, antivirales, antiinflamatorias, antioxidantes y
antitumorales de las nanoparticulas de plata (Moldovan et al., 2017; Li et al., 2015;

Mathur et al., 2017).
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Por ejemplo, se han utilizado nanoparticulas de plata para potenciar los efectos
antiinflamatorios mediante la modulacién de la secrecion de citosinas pro-inflamatorias,
provocando arresto del ciclo celular y expresando genes de reparacion de nucle6tidos
por escision (NER) en presencia de DNA dafiado, en células HaCaT que fueron
expuestas a rayos UVB; mostrando que no se genera toxicidad y que son utiles en la
reparacion de heridas en la piel (Bagde, et al., 2018; Moldovan et al., 2017; Arora et al.,

2015).

Otros estudios realizados con nanoparticulas de plata en células HFB16 de melanoma
de raton y en células normales MRC-5, han demostrado su actividad antioxidante y
anticancerigena mediante la activacion de caspasas, arresto del ciclo celular y muerte
por apoptosis, sin afectar en gran medida células normales y células rojas. Por lo
anterior, podrian ser usadas en pequefias dosis de manera directa 0 en combinacion
con otros vehiculos para reducir su toxicidad e incrementar su efecto en las células

tumorales (Jha et al., 2017).

Aunque se ha documentado la capacidad de las nanoparticulas de plata para provocar
citotoxicidad en células tumorales, a través de varios mecanismos, también se ha
demostrado que pueden ser potentes sensibilizadores para la quimioterapia y
radioterapia y muestran una actividad antitumoral significativa en diferentes modelos
animales. Estudios realizados por Jun Li et al. (2015), mostraron que las nanoparticulas
de plata inducen efectos cito-protectores contra la autofagia, promoviendo
significativamente la actividad antitumoral mediante la disminucion de la viabilidad
celular de manera dosis-dependiente. Ademas, inhibe el crecimiento tumoral en

modelos in vivo C57 con células B16 de melanoma de raton (Li et al. ,2015).
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Del mismo modo, en otros estudios in vivo se han mostrado efectos antitumorales
cuando se aplican nanoparticulas de plata, sin obtener efectos adversos, demostrando
su efectividad para debilitar el crecimiento de tumor, reduciendo el volumen y el peso

tumoral (Sierra-Rivera et al., 2013).

Por otra parte, diversos estudios realizados con nanoparticulas de plata obtenidos de
extractos de plantas indican que producen ROS por estrés oxidativo, activan caspasas,
generan cambios morfoldgicos, disminuyen el crecimiento celular y la apoptosis en

células MCF7, células L929 y HCT15 (Mathur et al., 2017).

Diferentes reportes indican que las nanoparticulas de plata son citotoxicas y
genotoxicas, induciendo desnaturalizacion de proteinas, arresto del ciclo celular,
generacion de aberraciones cromosomales, produccién de especies reactivas de
oxigeno, induccién de apoptosis y necrosis, peroxidacion de lipidos, desestabilizacion
de la membrana celular, inflamacion y causan varios grados de alteracion en la piel. No
obstante, el tipo de sintesis, asi como la forma, el tamafio, el tipo de agente
estabilizante y su funcionalizacion estan estrechamente relacionados con este tipo de

efectos.

A pesar de todas las limitantes que presentan las nanoparticulas de plata, las
propiedades antitumorales que presentan son muy prometedoras, por lo que se debe
de enfatizar la busqueda de alternativas de sintesis, recubrimiento y funcionalizacion,
gue permitan reducir la toxicidad de las nanoparticulas de plata para su uso terapéutico
y que sirvan para la entrega sitio-especifica de farmacos antineoplasicos para el cancer

de piel.
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VII.1. Metodologia

VII.1.2. Ensayos de viabilidad por MTT en la linea celular B16-F10 de melanoma de

ratbn expuestas a nanoparticulas de plata y cisplatino

Se cultivaron las células B16-F10 en medio DMEM suplementado al 10% con suero
fetal bovino, en cajas Petri para cultivo celular de 100 mm (Nunc Cell Petri Dishes,
Thermo Scientific®), con una atmdsfera de 5% de CO2 a 37 °C, con aproximadamente

1 x 10° células por placa.

Posteriormente, las células se separaron mediante disgregacion enzimatica con
tripsina-EDTA. Fueron recuperadas y centrifugadas a 1,200 rpm por 5 minutos a
temperatura ambiente. Se removié el sobrenadante y se suspendio el pellet celular en 5
mL de medio DMEM (dulbecco modified Eagles minimal essential médium) con %10 de
suero fetal bovino. Posteriormente, se realizé un ensayo de exclusion con el colorante
azul de tripan para la estimacion del nimero de células viables mediante conteo con la

camara de Neubauer.

Una vez determinada la cantidad de células viables en la muestra, se colocaron 10,000
células viables por pozo en placas multiples de 96 pocillos (Nunc MicroWell-96, Thermo
Scientific®), en un volumen final de 100 pL de medio DMEM suplementado, por pozo.
Y, posteriormente se incubaron a 37 °C con una atmésfera de 5% de CO:2 por un

periodo de 24 horas.
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Al terminar las 24 horas, se aplicaron los diversas concentraciones de nanoparticulas
de plata, basado en la concentracion de plata metélica en la solucién stock (0.0625,
0.125,0.25,0.5, 1, 1.5, 1.75, 2, 2.5, 2.75, 3.5, 3.75, 4, 4.5 y 5 pg/mL) y los respectivos
controles con dimetil sulféxido como control total de muerte celular y medio DMEM
suplementado al 10% suero fetal bovino como control total de células vivas, en un

volumen total de 100uL por pozo, respectivamente.

Por otra parte, se aplicaron diferentes concentraciones de cisplatino (2.5, 10, 15, 20,
25, 30, 40 y 50 pg/mL) y dacarbazina (250, 500, 650, 800, 950 y 1000 pg/mL).

Una vez aplicado el tratamiento, se incubaron las placas en una atmosfera de 5% de
CO2 a 37 °C, por un periodo de 24 horas, para los tratamientos con nanoparticulas de

plata y cisplatino, respectivamente.

Al terminar el proceso de incubacion, las placas fueron decantadas y lavadas con un
buffer de fosfatos, aplicando 100 pL por pozo, por tres veces. Consecutivamente se
colocaron 5 pL de reactivo MTT y 45 uL de medio DMEM sin suplementar, por pozo vy,

se incubaron por 4 horas en una atmosfera de 5% de CO2 a 37 °C.

Al terminar el proceso de incubacion, se agregaron 100 pL de isopropanol absoluto por
pozo y se procedié a disolver los cristales de formazan. Las placas de dejaron
incubando a temperatura ambiente por 30 minutos en oscuridad y, posteriormente se

procedio a la lectura de las placas mediante espectrofotometro para placas de multi-
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pocillo (poner marca y modelo) a una longitud de onda de 570 nm para los cristales de

formazan y 690 nm para el contraste con el medio.

Adicionalmente, se realizaron ensayos de viabilidad por MTT con diferentes
concentraciones de nanoparticulas de plata (0.5, 1.5, 2.5, 3.5 y 4.5 pg/mL) por un

periodo de 24 horas de exposicion.

Finalmente, se llevaron a cabo ensayos de morfologia simple, mediante microscopia
invertida con diferentes concentraciones de nanoparticulas de plata (1.5, 2.5 y 4.5
pHg/mL) en cajas Petri de 50 mm para cultivo celular (Nunc Cell Petri Dishes, Thermo

Scientific®), con aproximadamente 100,000 células por caja.

Para determinar la viabilidad celular después del tratamiento con nanoparticulas de

plata y cisplatino, se realiz0 la resta de las absorbancias obtenidas a 570 y 690 nm, se

promediaron los resultados y se determiné el porcentaje de viabilidad celular mediante

las ecuaciones mencionadas en el apartado VI.1.1.

VIl. 2. Resultados

Se muestran la viabilidad celular por el ensayo MTT, para las células B16-F10 de

melanoma de ratén, con un ICso de 2.52 ug/mL y con un R?=0.65
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Figura 3.Viabilidad celular por MTT en la linea celular B16-F10 de melanoma de ratén, con
nanoparticulas de plata Argovit. Se usaron 0.5, 1, 1.5, 1.75, 2, 2.5, 2.75, 3.5, 3.75, 4,45y
5ug/mL de nanopartiuclas de plata con un periodod de incubacién de 24 horas. Los analisis
estadisticos se realizaron en el programa Graphpad Prism 7, con un ANOVA no paramétrico y
una prueba de Dunn’s de comparaciones multiples.
0=0.05, *p<0.05, *p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001.

Se muestra la viabilidad celular por el ensayo MTT, para las células B16-F10 de
melanoma de ratén, con un ICso de 17.03 ug/mL y con un R2= 0.061, para el farmaco
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Figura 4.Viabilidad celular por MTT en la linea celular B16-F10 de melanoma
de ratén, con el farmaco Cisplatino. Los analisis estadisticos se realizaron en
el programa Graphpad Prism 7, con un ANOVA no paramétrico y una prueba
de Dunnet’s de comparaciones multiples. 0=0.05, p>0.05.
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Figura 5. Microscopia invertida de contraste de fase de celulas B16HF10 con nanoparticulas de
plata. Se observan cambios de morfologia de células B16HF10 con nanoparticulas de plata
(0.5, 1.5, 25, 35 y 45 ug/mL) después de 24 horas de incubacion, con 10 y 40

magnificaciones, respectivamente.
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VII.3.Discusién y conclusiones

La piel es el 6rgano mas grande del cuerpo humano, contribuye a proteger el cuerpo de
agentes externos como cambios de temperatura, agentes infecciosos, radiacion, entre

otros.

Durante las ultimas décadas, se ha incrementado los casos de cancer de piel, el cual
es uno de los tipos de cancer mas comunes entre la poblacion. Las terapias disponibles
consisten, al igual que en otros tipos de cancer, en quimioterapia, tratamientos topicos,
inmunoterapia y la terapia dirigida. Sin embargo, el melanoma es uno de los tipos de
cancer de piel mas agresivos, con una tasa de crecimiento rapida y una alta tendencia
a la metéastasis, ademas de un pobre pronéstico de sobrevivencia (Simdes, et al.,

2015).

Actualmente, con la ayuda de la nanotecnologia se buscan nuevas estrategias para
tratar esta enfermedad, aumentar el éxito de tratamiento y aumentar la expectativa de

vida de los pacientes.

Se sabe que las nanoparticulas de plata, en dosis bajas tienen buenos efectos
microbicidas y con minimos efectos secundarios, ademas de tener propiedades
antiangiogénicas, antivirales, antiinflamatorias, antioxidantes y antitumorales (Moldovan

et al., 2017; Li et al., 2015; Mathur et al., 2017).

Nuestros resultados sugieren las nanoparticulas de plata Argovit, contribuyen a la
inhibicion de la viabilidad celular en células tumorales B16HF10 de melanoma de ratén

con una ICso de 2.52 pg/mL.
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Se ha demostrado que las nanoparticulas de plata tienen efectos inhibitorios similares
en células B164A5 y B160va, con una ICso de 7.63 ug/mL y 2.18 pg/mL, para cada
linea celular, respectivamente. También se probaron nanoparticulas de plata
recubiertas y funcionalizadas con Betulin, que al igual que las primeras nanoparticulas,
presentaron efectos inhibitorios. Sin embargo, las nanoparticulas funcionalizadas,
generaron menos toxicidad en células normales; los experimentos in vivo han mostrado

gue tienen efecto antitumoral (Danciu et al., 2019).

En células A375 se han probado conjugados de nanoparticulas de plata, acido
mercaptosuccinico y fotosensibilizadores basados en porfirina para terapia
fotodinamica, demostrando que a concentraciones de 5 uM no se presentan efectos
toxicos, proporcionando una buena herramienta de imagen y biosensado, ya que el
conjugado posee buena estabilidad en comparacion de cada compuesto por separado

(Mahajan et al., 2019).

Resultados similares de disminucion de vialidad celular se han encontrado a partir de
nanoparticulas de plata sintetizadas con Curcubita maxima, Moringa oleifera y Acorus
calamus. Las nanoparticulas de entre 30-70 nm de didametro tuvieron un ICso de 82.39
+ 3.1, 83.57 + 3.9y 78.58 £ 2.7 Ig/ml, respectivamente. Los resultados de viabilidad,
mostraron actividad dosis-dependiente con actividad anticancerigena en células A431

(Nayak et al., 2015).

El mismo efecto de dosis-dependencia se presentd en las células A431 al utilizar
nanoparticulas sintetizadas a partir de plantas, las investigaciones sugieren que los

extractos naturales tienen moléculas bioactivas que se unen a la superficie de las
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nanoparticulas, pudiendo poseer actividad antitumoral o aumentando el de las
nanoparticulas de plata y que, la actividad biolégica o la toxicidad que generen

dependera del tipo de extracto utilizado (Saber et al., 2018).

Nuestros resultados apuntan a que el efecto citotoxicos de las nanoparticulas de plata

Argovit, provocan inhibicion celular en términos de dosis-dependencia.

También se han probado los efectos de las nanoparticulas de plata estabilizadas con
colageno. Los resultados mostraron que en células tumorales humanas MV3, el
compuesto genero necrosis y apoptosis en comparacion con células normales; en
ensayos in vivo mostraron que este tipo de nanoparticulas pueden ser efectivas para
prevenir la formacion de edema, debido a la capacidad de penetracién que poseen

(Cardoso et al., 2017).

Debido a la actividad citotoxica que generan las nanoparticulas de plata en células
tumorales, también es necesario contrastar los resultados en células normales. Los
efectos citotoxicos han sido probados en queratinocitos normales humanos (NHEK),
proponiendo que las nanoparticulas de plata de 15 nm provocan disminucién de la
viabilidad celular asi como del metabolismo y el potencial proliferativo y de migracion
de las células; en exposiciones prolongadas genera dafio al DNA y se activan
caspasas. Por otra parte, si tienen un diametro de 10-50 nm poseen efectos protectores

contra radiaciéon UVB, apoptosis y mutacion (Niska et al., 2018).

Sin embargo, otras corrientes sugieren que las nanoparticulas de plata de menos de 20
nm son seguras ya que tienen minima penetracién en la piel, por lo que son poco

toxicas y que pueden contribuir a sacar heridas en menor tiempo que otros compuestos
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usados, sin embargo, su uso y la exposicion prologada debe de ser estudiados a
profundidad a manera de asegurar que no se presenten efectos adversos (Prow et al.,

2011).

Actualmente, se apuesta por la liberacion de farmacos de forma controlada via
transdérmica. Este tipo de tratamiento con nanoparticulas se busca que las rutas de
penetracion de los tratamientos estén en funcion de la estructura de la piel (intercelular,
transcelular, folicular), asi como un disefio estratégico de forma, tamafo, carga
superficial, pH, estabilidad y tipo de nanoacarreador. Lo anterior permitiria una mayor
liberacién de farmaco, mayor penetracion y la posibilidad de encapsular compuestos
hidrofilicos e hidrofébicos, contribuyendo también a encontrar nuevos tratamientos no

invasivos (Carter et al., 2019; Mota et al., 2019).

Las terapias transdérmicas con nanoparticulas parecen ser prometedoras, no solo para
el melanoma, sino para otros tipos de enfermedades de la piel, ya que se pueden
aprovechar las propiedades fisico quimicas de las formulaciones para evitar efectos
secundarios como la toxicidad sistémica, la inactivacion de los farmacos en el tracto

gastrointestinal y la invasividad (Carter et al., 2019, 2019; Mota et al., 2019).

Nuestros resultados muestran actividad antitumoral en células de melanoma de ratén,
en rangos de concentracion similares a los reportados en otras investigaciones (Danciu
et al., 2019; Mahajan et al., 2019) y muy por debajo de otras (Nayak et al., 2015). No
obstante, es necesario realizar evaluaciones mas profundas sobre la mejor via de

administracion, el tiempo de exposicion, asi como asegurar la mejor ruta de sintesis y
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funcionalizacién, para que tipo de tecnologias sean seguras y efectivas para su uso

terapéuticos en humanos.

VIIl. Cancer de pulmon

El cancer de pulmén es una de las principales causas de muerte alrededor del mundo.
De los diferentes tipos de cancer pulmonares, se distinguen el cancer de pulmén de
células pequefias (SCLC por sus siglas en inglés) y el cancer de pulmén de células no
pequefias (NSCLC, por sus siglas en inglés), este ultimo constituye el 85 al 90% de los
casos y es el tipo mas comun de muerte por este tipo de cancer (Mackay, et al., 2016;

Marrone et al., 2016).

El NSCLC se encuentra en el tejido periférico y es mas facil detectarlo, mientras que el
SCLC esta localizado usualmente en las vias aéreas grandes como los bronquios
primarios y secundarios y es un tumor agresivo por la tasa de crecimiento rapida y
metastasis; ademas, es dificil detectarlo en etapas tempranas (Nanavaty et al., 2014),
por lo que los efectos se observan en estados avanzados y etapas en las que los

tratamientos pueden llegar a ser poco efectivos.

El tratamiento para el cancer de pulmén (NSCLC) esta basado en la histologia,
caracteristicas moleculares y el grado de desarrollo (Marrone et al., 2016) y se usa la

cirugia, radiacion y quimioterapia asi como las terapias dirigidas y la inmunoterapia.
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Debido a que el NSCLC se detecta en estados muy avanzados y sin posibilidad de
remocion del tumor, se usa la quimioterapia basada en platino, en especial regimenes
con cisplatino y carboplatino o sus combinaciones, como también el uso del uracil y el
tagafur (pro-drogas del 5-fluoracilo), regimenes de tratamientos combinados de
cisplatino/placlitaxel y carboplatino/paclitaxel, cisplatino/docetaxel,
cisplatino/gemcitabina, asi como docetaxel y pemetrexed. No obstante, en cancer de
pulmén avanzado y en general, la eficacia de la quimioterapia es limitada, la toxicidad
generada es significativa, no existe evidencia de ventajas en términos de supervivencia
(la media de supervivencia es de 8 a 12 meses), y su desempefio en los pacientes ha
cuestionado su efectividad en pacientes con cancer de pulmoén avanzado (Mackay, et

al., 2016).

Por otra parte, la terapia dirigida para el tratamiento del cancer de pulmén esta
centrada en el uso de agentes con blancos especificos, como inhibidores de EGFR y
VEGF, mediante el uso de inhibidores de tirosina quinasa, ya que tienen un bajo perfil
de toxicidad y son agentes para la evaluacién y mantenimiento de la terapia (Mackay,
et al., 2016). No obstante, este tipo de terapias se recomiendan para ciertos tipos de
mutaciones oncogénicas que incluyen mutaciones particulares en EGFR (en especial
T790M), translocaciones en anaplasico linfoma quinasa (ALK) y translocaciones en
ROS1 o mutaciones en Ter, Rox y Braf, que corresponden al 20-25 % de los pacientes
(tumores), y en el 80% restante no funciona este tipo de tratamiento y/o los tumores
son inoperables por lo que se usa la quimioterapia como tratamiento de primera linea
(Ramamurthy, Godwin, & Borghaei, 2017; Marrone et al., 2016; Mackay, Wenzel &

Mileshkin, 2016).
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Debido a la baja eficiencia de los tratamientos disponibles para el cancer de pulmén, se
ha tomado un enfoque en la busqueda de nuevos tratamientos basados en
inmunoterapia, que utiliza puntos de control del sistema inmune, que son clave para el

reconocimiento de las células tumorales y su muerte.

En el caso de los tratamientos con inmunoterapia, se han probado el uso de vacunas,
activacion de células dendriticas y el uso de citosinas inmunoestimuladoras como el
interferon y la interleucina 2. No obstante, no han tenido éxito o solo funcionan en
etapas clinicas tempranas. El fallo de este tipo de terapias fue debido a que se
pensaba que el cancer de pulmén no era inmunogénico ya que se presentaba poca
respuesta de las terapias (Monteiro et al., 2016; Marrone et al., 2016). Sin embargo,
actualmente se conoce mas sobre el microambiente tumoral y la capacidad de las
células tumorales para evitar su reconocimiento por el sistema inmune (Marrone et al.,

2016).

La evasion del sistema inmune en el cancer de pulmon ocurre a través del sistema
inmune innato y adaptativo, mediante la inhibicion de la presentacion de antigenos, el
reclutamiento de células inmunosupresoras, produccién de citosinas alteradas,
interleucinas, prostaglandinas e inhibicion de la inmunidad antitumoral. Ademas, logra
inhibir el complejo mayor de histocompatibilidad 1, incrementar el reclutamiento de
células inmunosupresoras conduciendo a la inhibicion de las células T y las natural
killer y activar resistencia en puntos de control del sistema inmune (Marrone et al.,

2016).
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En pacientes con cancer de pulmén de células no pequefias (NSCLC), la expresion de
CTLA-4 esta incrementada en células T, conduciendo a una supresion y disminucion de
las actividades de las células T-citotdxicas, al igual que PD-1, molécula que esta sobre-
expresado en células T-citotdxicas y asociada a un pobre pronéstico. En relacién con lo
anterior, como estrategia de la inmunoterapia se han desarrollado inhibidores del
sistema de control inmune como anticuerpos anti-CTLA-4 (ipilimumab, tremelimumab),
anti-PD-1 (nivolumab, pembrolizumab) y para su ligando, anti-PD-L1/L2 (atelizumab,
durvalizumab, avelumab) (Marrone et al., 2016; Monteiro et al., 2016; Ramamurthy,

Godwin, & Borghaei, 2017).

CTLA-4 y PD-1 son proteinas inhibidoras del sistema de control inmune que previenen
el efecto citotoxico desenfrenado. CTLA-4 esta presente en células T reguladoras y
células T de memoria donde compiten con CD28 por ligandos CD80 y CD86. Su accion
inmunosupresora ocurre 24-48 horas después de la presentacion del antigeno,
activando las células T de memoria. Este receptor esta también expresado en células T
reguladoras donde su activacion potencia su actividad inmunosupresora. PD-1 esta
expresado en células T y B activadas y natural killer y conduce a su inhibiciéon o
apoptosis cuando se unen a ligandos como PD-L1, el cual esta expresado en células T
reguladoras, células tumorales y de estroma y PD-L2. Lleva a cabo su funcién
restrictiva reprimiendo la cascada inmune, limitando las células T efectoras activadas
cuando entran en contacto con el antigeno. PD-L1 como CD28 y CTLA-4, también
pueden interactuar con CD80, inhibiendo la activacion de las células T (Monteiro et al.,

2016).
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Los anticuerpos monoclonales anti-PD-1, como el nivolumab, pembrolizumab y
atezolizumab, durvalumab y avelumab, han sido probados en varios tipos de cancer de
pulmén de manera eficiente y han tenido mejores respuestas que farmacos
antineoplasicos basados en platino y farmacos como el docetaxel (Marrone et al.,2016).
Por otra parte, también se han probado los anticuerpos anti-CTLA-4 como el ipilimumab
y el tremelimumab, obteniendo buenos resultados para el tratamiento del cancer de

pulmén.

Ademas, se ha probado la combinacién de varios anticuerpos monoclonales como
Nivolumab + ipilimumab, Pembrolizumab + ipilimumab, Atezolizumab + Ipilimumab, asi
como su combinacion con la quimioterapia, como estrategia para la mejora de
resultados en el tratamiento contra el cancer de pulmon, de manera que puedan actuar

de manera sinergia mejorando su efectividad.

Sin embargo, el uso de estos anticuerpos monoclonales, solos, combinados y/o
conjugados con la quimioterapia presentan varias limitantes que se deben de
consideran, como lo son la generacion de efectos secundarios que incluyen la fatiga,
pérdida de apetito y diarrea, problemas en la piel, gastrointestinales y pulmonares,
prurito y neumonia, toxicidad asociada, o la imposibilidad de combinar varios
anticuerpos monoclonales ya que se ha reportado que si se bloquea un punto de
control del sistema inmune, las células T son capaces de incrementar la expresion de
las células desbloqueadas, limitando la eficacia inmunitaria del tratamiento, asi como el
tipo de tumor en que se pueden aplicar estas terapias (Monteiro et al., 2016; Marrone et

al., 2016).
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Algunos de estos anticuerpos han sido aprobados por la FDA para su uso en el
tratamiento del cancer de pulmén en etapas de investigacion clinica y, aunque los
resultados parecen prometedores, éstos solo estan disponibles para determinados
tipos de céancer. En este sentido, otros aspectos importantes a considerar son las
caracteristicas del tumor que pueden ser bastante heterogéneas, la validez del tejido
asi como los tiempos de respuesta del estudio (Marrone et al., 2016; Monteiro et al.,

2016).

Los avances en el tratamiento, incluyendo la cirugia, la quimioterapia, las terapias
dirigidas y la inmunoterapia han aportado pequefias mejoras a la tasa de supervivencia
de pacientes diagnosticados con tumores de pulmon; sin embargo, no es suficiente, por

lo que actualmente se buscan nuevas terapias para el tratamiento de esta enfermedad.

Una estrategia novedosa para el cancer de pulmén es el uso de la nanotecnologia para
el diagndéstico y tratamiento del cancer, ya que las nanoparticulas poseen multiples
propiedades fisicoquimicas que los hacen ideales para la entrega sitio-especifica de
farmaco, aumentando de la especificidad, la acumulacion y la retencion en el sitio
deseado. Ya sea por entrega pasiva o0 activa, las nanoparticulas mejoran el tiempo de

circulacion de los farmacos conjugados o atrapados en ellas (Nounou et al., 2015).

Varios tipos de nanomateriales se han propuesto para el tratamiento del cancer como
lo son nanoparticulas de tipo polimérico, liposomas, micelas, virus, dendrimeros,
nanotubos de carbdn, silice, ceramicas y nanoparticulas metalicas (Talluri et al., 2016;
Olov, Bagheri-Khoulenjani, & Mirzadeh, 2018; Nima et al., 2017; Sharma et al., 2013;

Nounou et al., 2015: H.-Y. Lee, Mohammed, & Nasreen, 2016) ya sea que encapsulen
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farmacos, formen complejos o se carguen en la superficie (H.-Y. Lee, Mohammed, &
Nasreen, 2016) o para la entrega de DNA, DNA plasmidico, RNA mensajero, RNA

pequefio de interferencia, microRNA (H.-Y. Lee, Mohammed, & Nasreen, 2016).

Se han utilizado polimeros sintéticos o naturales para la administracion de farmacos
dirigidos a tumores. Las nanoparticulas poliméricas se han utilizado ampliamente para
la administracion en aerosol de farmacos antineoplasicos, genes o sus combinaciones
como tratamiento para el cancer de pulmén (Abdelaziz et al.,, 2018; Mangal et al.,

2017).

También existen terapias para la entrega de farmacos con nanoparticulas inorganicas
pero estas tienen limitaciones debido a su toxicidad en los pulmones. No obstante, los
efectos toxicos pueden ser controlados por el tiempo de exposicion, tamafio y

concentracion del metal inhalable (Abdelaziz et al., 2018).

De entre todos los nanomateriales inorganicos existentes, las nanoparticulas de plata
han cobrado importancia debido a que poseen propiedades antibacterianos,
antifingicos, antivirales, anti-antiangiogénico, antiinflamatorios y han sido usadas
ampliamente en el area médica y mas recientemente se han propuesto como agentes
antitumorales (McGillicuddy et al., 2017; Zhang et al., 2016; Li et al., 2017; Chugh et al.,

2018; Khan et al., 2018).

No obstante, hay estudios que demuestran que las nanoparticulas de plata pueden
inducir estrés oxidativo, citotoxicidad, disminucion de la viabilidad celular y

genotoxicidad en células tumorales de pulmén (A549) y en células BEAS-2B; y que la
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toxicidad presentada se encuentra asociada a la liberacion de iones de plata, el tamafio
de la particula y la cubierta (Gliga et al., 2014; Foldbjerg et al., 2011; Arumai Selvan et

al., 2018).

Algunos estudios también han demostrado el potencial anti-carcinogénico de las
nanoparticulas de plata en células A549 de cancer de pulmon, mediante el aumento de
la expresion de proteinas apoptoticas como caspasas 3, 8 y 9, p53 y BAX y
reprimiendo la expresion de BxI-2 que es una proteina antiapoptotica; y sin mostrar

efectos citotoxicos en células normales (Bethu et al., 2018).

También se ha demostrado que las nanoparticulas de plata generan una respuesta
hormética adaptativa (transhormesis) en células A549 de cancer de pulmoén, ya que un
pretratamiento con bajas concentraciones puede proteger de la toxicidad generada a
altas concentraciones de nanoparticulas de plata, esto puede involucrar cambios en la
expresion de genes y proteinas relacionados con la apoptosis y la proliferacion celular
asi como diferentes patrones de la defensa antioxidante. Lo que podria suponerse, es
que en el caso de terapias combinadas con nanoparticulas de plata, éstas podrian
inducir la proteccion contra la dosis toxica de la otra sustancia quimica que se esta

administrando (Sthijns et al., 2017; Brzoska et al., 2015; Blanco et al., 2016).

A pesar de todo, se deben de considerar y mejorar aspectos como la estabilidad del
nanomaterial, la biodistribucién y farmacocinética y disminuir la potencial toxicidad de
los nanomateriales para la entrega de farmacos. También debe contemplarse el tipo de
fabricacion, el tamafio, cubierta, el tipo de linea celular, el tipo de medio de cultivo, asi

como una amplia caracterizacion del material para mejorar. Ademas, deben tomarse en
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cuenta las mejores vias de administracion y mejorar el tiempo de circulacion, la

sensibilidad a estimulos y visualizacion del nanomaterial (Youngren et al., 2017).

Otros estudios demuestran que las nanoparticulas de plata no generan, por si solas,
dafio al DNA, ni significante produccion de ROS (Ahmed El-Hussein & M. R. Hamblin,
2017). Finalmente, puede decirse que en general, no existe un acuerdo general sobre

la toxicidad in vitro de los AgNPs (Gigla et al., 2014).

VIII.1. Metodologia

VIIl.1.1. Ensayos de viabilidad por MTT en la linea celular de cancer pulmén humano

A549 con nanoparticulas de plata y quimioterapéuticos.

Se cultivaron las células A549 en medio DMEM (dulbecco modified Eagles minimal
essential médium) suplementado al 10% con suero fetal bovino, en cajas Petri para
cultivo celular de 100 mm (Nunc Cell Petri Dishes, Thermo Scientific®), con una

atmosfera de 5% de CO2 a 37 °C, con aproximadamente 1 x 108 células por placa.

Posteriormente, las células se separaron mediante disgregacion enzimatica con
Tripsina-EDTA. Fueron recuperadas y centrifugadas a 1,200 rpm por 5 minutos a

temperatura ambiente.

Se removio el sobrenadante y se resuspendio el pellet celular en 5 mL de medio DMEM

%210 suero fetal bovino. Posteriormente, se realiz0 un ensayo de exclusion con el
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colorante azul de tripan para la estimacion del nimero de células viables mediante

conteo con la camara de Neubauer.

Una vez determinada la cantidad de células viables en la muestra, se colocaron 10,000
células viables por pozo en placas multiples de 96 pocillos (Nunc MicroWell-96, Thermo
Scientific®), en un volumen final de 100 pL de medio DMEM suplementado, por pozo.
Y, posteriormente se incubaron a 37 °C con una atmosfera de 5% de CO2 por un

periodo de 24 horas.

Al terminar las 24 horas, se aplicaron los diversos tratamientos con nanoparticulas de
plata (2, 2.25, 2.5, 3 y 3.5 pg/mL), diferentes concentraciones de farmacos
quimioterapéuticos de primera linea paclitaxel (3.75, 7.5, 15, 30 y 60 nM) y docetaxel
(12.5, 25, 50, 75 y 100 pM), por separado. Se usaron como controles, el dimetil
sulféxido como control total de muerte celular y medio DMEM suplementado al 10%
suero fetal bovino como control total de células vivas, en un volumen total de 100uL por

pozo, respectivamente.

Una vez aplicado el tratamiento, se incubaron las placas bajo una atmosfera de 5% de
CO2 a 37 °C, por un periodo de 24 horas.
Al terminar el proceso de incubacion, las placas fueron decantadas y lavadas con un
buffer de fosfatos (PBS 1X, estéril), aplicando 100 uL por pozo, por tres veces. Al
terminar, se colocaron en cada pozo 5 pL de reactivo MTT y 45 puL de medio DMEM sin

suplementar, y se incub6 por 4 horas en una atmosfera de 5% de CO2 a 37 °C.

Al terminar el proceso de incubacion, se agregaron 100 pL de isopropanol absoluto por

pozo y se disolvieron los cristales de formazan. Las placas de dejaron incubando a
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temperatura ambiente por 30 minutos en oscuridad y, posteriormente se procedio a la
lectura de las placas mediante espectrofotdmetro para placas de mudltiples pocillos
(poner marca y modelo) a una longitud de onda de 570 nm para los cristales de

formazan y 690 nm para el contraste con el medio.

Ademas, se realizaron ensayos de morfologia sencilla, mediante microscopia invertida
con diferentes concentraciones de nanoparticulas de plata (2, 2.25, 2.5, 3y 3.5 pg/mL),
diferentes concentraciones de farmacos quimioterapéuticos de primera linea paclitaxel
(0.0128, 0.0256, 0.0512, 10.6 y 21.3 ug/mL) y docetaxel (10.09, 20.1, 40.3, 60.5y 80.7
pMg/mL), por separado y con un tiempo de exposicion de 24 horas. Los ensayos se
llevaron a cabo en cajas Petri de 50 mm para cultivo celular (Nunc Cell Petri Dishes,

Thermo Scientific®), con aproximadamente 100,000 células por caja.

Para determinar la viabilidad celular después del tratamiento con nanoparticulas de
plata, paclitaxel y docetaxel, se realiz6 la resta de las absorbancias obtenidas a 570 y
690 nm, se promediaron los resultados y se determind el porcentaje de viabilidad

celular mediante las ecuaciones mencionadas en el apartado VI.1.1.

VIII.1.2. Determinacion de produccién de especies reactivas de oxigeno (ROS)

La determinacion de la produccion de especies reactivas se llevdo a cabo mediante
citometria de fluyp con el kit ROS intracelular de  Sigma-Aldrich.
Se sembraron las células A549 en cajas Petri para cultivo celular de 50 mm (Nunc Cell

Petri Dishes, Thermo Scientific®), con aproximadamente 100,000 células por pozo en
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un volumen final de 5 mL de medio DMEM suplementado con 10%de suero fetal
bovino. Las células fueron incubadas bajo una atmosfera de 5% de CO2 a 37 °C por 24

horas. Se utilizaron 3 cajas por tratamiento.

Posteriormente, se removio el sobrenadante y se aplicaron las diferentes
concentraciones de nanoparticulas de plata (2, 2.25, 2.5, 3 y 3.5 pg/mL), diferentes
concentraciones de farmacos quimioterapéuticos de primera linea paclitaxel (0.0128,
0.0256, 0.0512, 10.6 y 21.3 pg/mL) y docetaxel (10.09, 20.1, 40.3, 60.5 y 80.7 pg/mL),
por separado, en un volumen final de 5 mL de medio DMEM suplementado al 10% de
suero fetal bovino. Las células fueron incubadas bajo una atmosfera de 5% de CO: a

37 °C por 24 horas. Se utilizaron 3 cajas por tratamiento.

Al término del periodo de exposicidon, se separaron las células del sustrato mediante
pipeteo, se recuper6 el sobrenadante con las células suspendidas y se colocaron en

tubos estériles de 1.5 mL para microcentrifuga.

Para la determinacion de producciéon de especies reactivas de oxigeno, se utilizé el kit
YO-PRO-1 (Thermo Scientific®). La fluorescencia fue detectada a 235 nm, 33 nm y

400 nm. Los datos se analizaron con el software Attune NxT (Life Technologies).

VIII.1.3. Determinacion del tipo de muerte celular

La determinacién del tipo de muerte celular se llevé a cabo mediante citometria de flujo

con el kit Yo-PRO-1 de Thermo Scientific®.
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Se sembraron las células A549 en cajas Petri para cultivo celular de 50 mm (Nunc Cell
Petri Dishes, Thermo Scientific®), con aproximadamente 100,000 células por pozo en
un volumen final de 5 mL de medio DMEM suplementado con 10% de suero fetal
bovino. Las células fueron incubadas bajo una atmosfera de 5% de CO:2 a 37 °C por 24

horas. Se utilizaron 3 cajas por tratamiento.

Posteriormente, se removio el sobrenadante y se aplicaron las diferentes
concentraciones de nanoparticulas de plata (2, 2.25, 2.5, 3 y 3.5 pg/mL), diferentes
concentraciones de farmacos quimioterapéuticos de primera linea paclitaxel (0.0128,
0.0256, 0.0512, 10.6 y 21.3 pg/mL) y docetaxel (10.09, 20.1, 40.3, 60.5 y 80.7 pg/mL),
por separado, en un volumen final de 5 mL de medio DMEM suplementado al 10% de
suero fetal bovino. . Las células fueron incubadas bajo una atmosfera de 5% de CO:z a

37 °C por 24 horas. Se utilizaron 3 cajas por tratamiento.

Al término del periodo de exposicidén, se removio el sobrenadante y se centrifugd en
tubos estériles de 15 mL, a 1,200 rpm por 5 minutos a temperatura ambiente. Las
células fueron removidas del sustrato utilizado 1 mL de tripsina-EDTA por 3 minutos a
37 °C. Se bloqued la acciéon de la tripsina mediante la adiciéon de 2 mL medio DMEM
suplementado al 10% con suero fetal bovino. Las células fueron centrifugadas en tubos

estériles de 15 mL, a 1,200 rpm por 5 minutos a temperatura ambiente.

El sobrenadante de ambas centrifugaciones fue removido, se recupero el boton celular

y se realizaron 3 lavados con buffer de fosfatos (PBS 1X) estéril, aplicando 2 mL de
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buffer y centrifugando a 1,200 rpm por 5 minutos y removiendo el sobrenadante, cada

VeZ.

Una vez limpio el boton celular, se recuperd y se coloco en tubos estériles de 1.5 mL
para la determinacion del tipo de muerte celular mediante citometria de flujo. Para la
determinaciéon del tipo de muerte celular se utilizd el kit YO-PRO-1 (Thermo
Scientific®). La fluorescencia fue detectada a 235 nm, 33 nm y 400 nm. Los datos se

analizaron con el software Attune NXT (Life Technologies).

74



VIIl.2. Resultados

En la figura se muestran la viabilidad celular por el ensayo MTT, para las células A549

de cancer de pulmén, con un ICso de 2.12 pg/mL y con un R?= 0.95 para las

nanoparticulas de plata Argovit.
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Figura 6.Viabilidad celular por MTT en la linea celular A549 de cancer de pulmén, con
nanoparticulas de plata Argovit (2, 2.25, 2.5, 3y 3.5 ug/mL). Los analisis estadisticos se
realizaron en el programa Graphpad Prism 7, con un ANOVA no paramétrico y una
prueba de Dunnet’s de comparaciones multiples, 0=0.05 y
**p<0.01, **** p<0.0001.

Para la linea celular A549 con el farmaco Paclitaxel, el ICso es de 0.0572 pg/mL con

una R?=0.122.
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Figura 7.Viabilidad celular por MTT en la linea celular A549 de cancer de pulmén, con el
farmaco paclitaxel (0.0128, 0.0256, 0.0512, 10.6 y 21.3 ug/mL). Los andlisis estadisticos se
realizaron en el programa Graphpad Prism 7, con un ANOVA no paramétrico y una prueba
de Dunnet’s de comparaciones multiples, 0=0.05, **p<0.0, ***p<0.001, **** p<0.0001.

Los resultados muestran una ICso de 2.06 ug/mL con una R? de 0.31 para el farmaco

Docetaxel.
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Figura 8. Viabilidad celular por MTT en la linea celular A549 de céncer de pulmoén, con el
farmaco Docetaxel (10.09, 20.1, 40.3, 60.5 y 80.7 ug/mL). Los andlisis estadisticos se

realizaron en el programa
de Dunnet’s
**+* n<0.0001.

Graphpad Prism 7, con un ANOVA no paramétrico y una prueba
de comparaciones multiples. 0=0.05,
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Figura 9. Microscopia invertida de contraste de fase de las células A549 con
nanoparticulas de plata (2, 2.25, 2.5, 3 y 3.5 ug/mL), docetaxel (0.09, 20.1, 40.3, 60.5y
80.7 ug/mL) y paclitaxel (0.0128, 0.0256, 0.0512, 10.6 y 21.3 ug/mL), se aprecian

cambios de morfologia después de un periodo de incubacion de 24 horas. Magnificado
10 veces.
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Figura 100. Citometria de flujo para la produccién de ROS en celulas A549 con
nanoparticulas de plata Argovit (2, 2.25, 2.5, 3 y 3.5 ug/mL) después de un periodo
de incubacion de 24 horas. Se observa aumento de ROS en relacion a las muestras
control.
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Figura 11. Citometria de flujo para la produccion de ROS en celulas A549 con
Paclitaxel (0.0032, 0.0064, 0.0128, 0.0256 y 0.0512 ug/mL) después de un periodo
de incubacion de 24 horas. Se observa aumento de ROS en relacion a las muestras
control.
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Figura 12. Citometria de flujo para la produccion de ROS en celulas A549 con Docetaxel
(10.09, 20.1, 40.3, 60.5 y 80.7 ug/mL) ) después de un periodo de incubacion de 24 horas.
Se observa aumento de ROS en la concentracion mas alta (80.7ug/mL) en contraste con
las muestras control.
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Figura 113. Citometria de flujo de células A549 con nanoparticulas de plata Argovit para
la determinacion del tipo de muerte celular, después de un periodo de incubacion de 24
horas con 2, 2.25, 2.5, 3 y 3.5 ug/mL con nanoparticulas de plata. Se observa un
incremento de muerte celular por apoptosis temprana, tardia y necrosis.
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Figura 12. Citometria de flujo de celulas A549 con paclitaxel para la determinacion del
tipo de muerte celular, después de un periodo de incubacioén de 24 horas con 0.00332,
0.0064, 0.0128, 0.0256 y 0.0512 ug/mL de paclitaxel. Se observa un incremento de
muerte celular por apoptosis temprana, tardia y necrosis.
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Figura 13 Citometria de flujo de celulas A549 con docetaxel para la determinacion del tipo
de muerte celular, después de un periodo de incubacién de 24 horas con 10.09, 20.1, 40.3,
60.5 y 80.7 ug/mL de docetaxel. Se observa un incremento de muerte celular por apoptosis

tardia y necrosis.
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VIII.3. Discusién y conclusiones

El cancer de pulmén es una enfermedad de mudltiples etiologias que resultan en la
transformacion de las células epiteliales del pulmén. Cambios genéticos, epigenéticos y
ambientales contribuyen al desarrollo y a la heterogeneidad del tumor, lo que puede

llegar a complicar el diagndstico, tratamiento y el prondstico de esperanza de vida.

Los tratamientos para el cancer de pulmon consisten en la cirugia, radioterapia,
guimioterapia y la terapia biolégica, sin embargo, el éxito de estas estrategias depende
del desarrollo y estadio del tumor. Por otra parte, se presentan efectos adversos
durante y después de la administraciéon del tratamiento. Debido a lo anterior, la
nanotecnologia puede proveer una alternativa para el cancer de pulmén y otras

enfermedades.

Uno de los ejes de innovacion de la nanotecnologia se ha centrado en el desarrollo de
nanoparticulas de naturaleza organica e inorganica que pueden ser usados Yy
funcionalizados para la entrega de farmacos y para el diagnéstico de enfermedades.
Existen diversos tipos de sistemas disefiados para este propésito, debido a que los
nanomateriales poseen diversas propiedades fisico quimicas moldeables como son el
tamafo, la forma, la carga superficial, porosidad, la funcionalizacion, entre otros, que

son esenciales para su efecto in vitro e in vivo (Cryer & Thorley, 2019).

Las nanoparticulas metdlicas, en particular las nanoparticulas de plata, ademas de las

poseer propiedades antibacterianos, antifUngicos, antivirales, anti-antiangiogénico,
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antiinflamatorios, se han propuesto como agentes antitumorales (McGillicuddy et al.,

2017; Zhang et al., 2016; Li et al., 2017; Chugh et al., 2018; Khan et al., 2018).

Nuestros resultados sobre la citotoxicidad de las nanoparticulas de plata Argovit, como
agentes antitumorales en células A549 de carcinoma pulmonar humano, muestran que
poseen buenas propiedades inhibitorias, con un IC50 de 2.12 pg/mL, similar al farmaco
Paclitaxel, utilizado como agente terapéutico en el tratamiento del cancer de pulmén.
Mientras que para el Docetaxel, las concentraciones inhibitorias fueron mas altas en
comparaciéon con las nanoparticulas de plata y el Paclitaxel. Estos resultados indican
gue las nanoparticulas de plata tienen mejor efecto antitumoral que los algunos de los

quimioterapéuticos usados comunmente en esta enfermedad.

Resultados similares indican que en células H1299 con un IC50 de 5.33 ug/mL, las
nanoparticulas de plata de 20 nm de diametro, presentan mejores efectos inhibitorios
gue en otras células. Los datos también sefialan que existe una respuesta estimuladora
pro-apoptoética dosis-dependiente, genera cambios en la actividad transcripcional de
NF-kB, disminucién de bcl-2 e incremento en la caspasa-3; los analisis in vivo
mostraron que las nanoparticulas de plata tienen efectos ralentizadores del crecimiento
tumoral la evidencia sugiere que las nanoparticulas de plata tienen potencial para ser
usados en conjunto con la quimioterapia y la prevencion en etapas tempranas del

cancer (He et al., 2016).

También se han reportado efectos citotoxicos en células A549 a concentraciones de 5
pMg/mL (Annu et al., 2018). Mientras que con extractos de Momordica charanti se han

obtenido nanoparticulas de plata esféricas, de 13 nm de diametro, las cuales mostraron
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actividad citotdéxica dosis-dependiente en células A549 y HOP-62. Se observaron
cambios en morfologia, como células aglomeradas, compresion y perdida de la
adherencia; estos resultados indican que tienen potencial como agente terapéutico (Jha

& Shimpi, 2018).

En células normales, las nanoparticulas de plata biosintetizadas a partir de extractos de
plantas, no se observa toxicidad significativa. La toxicidad generada es aparentemente
selectiva de las nanoparticulas de plata sintetizadas con extractos naturales en
contraste con los métodos quimicos. No obstante, los efectos citotoxicos en células
tumorales son mayores cuando se aplican nanoparticulas sintetizadas quimicamente

(Yeasmin et al., 2017; Kummara et al., 2016).

Por otra parte, nosotros investigamos la produccion de especies reactivas de oxigeno
por exposicion a nanoparticulas de plata Argovit, Paclitaxel y Docetaxel. Los resultados
mostraron que hay una elevada produccion de ROS en las concentraciones utilizadas
de nanoparticulas de plata, en especial en la concentracion correspondiente al ICso y

Sus extremos mas cercanos y con respecto al control.

En el caso del paclitaxel se observa el mismo comportamiento observado en los
tratamientos con nanoparticulas de plata, mientras que para el docetaxel el incremento

en la produccion de ROS se denota en la concentracion mas alta utilizada.

Este fendmeno es similar a lo reportado en otras investigaciones, donde los niveles de
ROS de incrementaron después de aplicar nanoparticulas de plata, sintetizadas por via
guimica o biolégica. Ademas, de inhibir la sintesis de DNA, disminuye la migracién

celular, inducen apoptosis via cascada p38 MAPK p53-mitocondria-caspasa 3,
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inhibicion completa del ciclo celular y apoptosis (Castro-Aceituno et al., 2016; Yeasmin

et al., 2017; Kummara et al., 2016).

Por otra parte, también se analiz6 la via de muerte preferencial al aplicar
nanoparticulas de plata, paclitaxel y docetaxel en células A549. Los resultados
muestran que el tipo de muerte generado por las nanoparticulas de plata es por via
apoptotica, al igual que los farmacos utilizados. Esto es concordante con otros estudios
realizados para elucidar el tipo de muerte celular inducido por este tipo de
nanoparticulas (He et al.,, 2016; Jha & Shimpi, 2018; Castro-Aceituno et al., 2016;

Yeasmin et al., 2017).

Los presentes estudios demuestran que las nanoparticulas de plata Argovit tienen
efectos antitumorales en células A549 de carcinoma de pulmén. Similares a los efectos
reportados en la literatura. Los efectos inhibitorios estan asociados a la produccion de
ROS, generando estrés oxidativo y activando vias pro-apoptéticas en células

tumorales, como via preferencial de muerte celular.

La evidencia sugiere que las nanoparticulas de plata generan citotoxicidad
principalmente por estrés oxidativo y generacion de ROS, sin embargo, en algunos
estudios las nanoparticulas de plata, en especial la sintetizadas a partir de compuestos
biolégicos, hacen mencion a una toxicidad mas ligera que las nanoparticulas
sintetizadas quimicamente y que podrian actuar como antioxidantes durante su
aplicacion, esto podria suponer un reto en la fabricacion y aplicaciones de
nanoparticulas biosintetizadas para no dafiar tejidos normales (Yeasmin et al., 2017;

Kummara et al., 2016).
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Por otra parte, el uso de las nanoparticulas puede contribuir al desarrollo y optimizacion
de biosensores, para que se ha demostrado que son muy sensitivos, estables y
selectivos. Los biosensores basados en nanoparticulas son efectivos ya que
proporcionan parametros del tumor como lo son el tamafio, la masa, el grado de
expresion y la irrigacion sanguinea. Estos biosensores electroquimicos y Opticos se
pueden conjugar con técnicas como el SERS, que permite la amplificacién de la sefial
de deteccion por arriba de 10%° 6rdenes de magnitud para diversos analitos, ademas de

ser una técnica ultrasensible y no destructiva (Yang et al., 2019; Zhang et al., 2018).

El desarrollo y moldeabilidad de la sintesis de nanoparticulas, asi como la adaptacion
de las técnicas de deteccion, permitirian el tamizaje, diagnostico y tratamiento del
cancer de una manera mas rapida y eficiente. Y, aunque se tienen buenos resultados,
se deben de mejorar los modelos preclinicos y clinicos y también adaptarse a las

practicas de manufactura (Cryer & Thorley, 2019).

Mientras que la combinacion de nanoparticulas de plata y otras técnicas de tratamiento
como el ultrasonido o la radioterapia, son Utiles para el tratamiento selectivo de células

neoplasicas sin destruir tejido normal (Zhang & Xiao, 2018).

Nuestra investigacion demuestra que las nanoparticulas de plata Argovit son citotoxicas
en células A549, debido a la generacion de estrés oxidativo, y muerte celular por

apoptosis.
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IX. Cancer de células nerviosas

El glioma es uno de los tipos de cancer mas comun del sistema nervioso central, es
altamente invasivo, dificil de remover completamente, susceptibilidad a la recaida,
pobre prondstico y alta mortalidad. Los tratamientos para este tipo de céancer estan
basados en la combinacién de cirugia, quimioterapia y radioterapia (Ozdemir et al.,
2018; Han et al., 2017, Liang et al., 2018). Sin embargo, los efectos secundarios de la
guimioterapia son diversos, la efectividad del tratamiento puede ser pobre y, en

general, la tasa se supervivencia es baja.

En respuesta a las limitantes de los tratamientos, existen nuevas alternativas de
tratamiento como la hipertermia, fototerapia, terapia dirigida, inmunoterapia, laseres o
el uso de nanoparticulas para destruir células cancerigenas (Rimas & Hodge, 2008;
Marques et al., 2014; Silbergeld et al., 2015; Chen et al., 2017, Ying et al., 2017,
Keyvan et al.,, 2018). Esta ultima es de especial interés, ya que su funcionamiento
consiste en la unién del nanomaterial al sitio especifico, ya sea de manera individual o

conjugada, para la entrega de farmacos antineoplasicos.

La versatilidad que poseen los materiales nanoestructurados permite que se puedan
utilizar para solubilizar, encapsular y dirigir farmacos. Algunas otras ventajas que
presentan los nanomateriales es la biocompatibilidad y biodegradabilidad, diferentes
tasas de carga de farmaco y perfil de liberacion, nula o baja toxicidad (Olov et al., 2018;
Talluri et al., 2016; Sharma et al., 2013; Jha et al., 2017; Xu et al., 2006; Gupta et al.,

2017; Song et al., 2018, Jia et al., 2017).
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De entre todos los tipos de nanoparticulas existentes, han cobrado importancia las
nanoparticulas de metales nobles debido a su biocompatibilidad y sus aplicaciones
médicas y farmacologicas. En especial, ha resaltado el interés del uso de las
nanoparticulas de plata para el tratamiento del cancer, ya que diversas investigaciones
han reportado las propiedades antibacterianas, antiangiogénicas, antivirales,
antiinflamatorias, antioxidantes y mas recientemente, se han propuesto como agentes
antitumorales (Moldovan et al., 2017; He et al., 2012; Li et al., 2015; Mathur et al., 2017;
McGillicuddy et al., 2017; Zhang et al., 2016; Li et al., 2017; Chugh et al., 2018; Khan et

al., 2018).

Algunos otros estudios muestran que las nanoparticulas de plata producen ROS por
estrés oxidativo, activacion de caspasas, generan cambios morfolégicos, disminucion
del crecimiento celular y apoptosis en diversas lineas celulares tumorales (Mathur et
al., 2017). No obstante, el tipo de sintesis, asi como la forma, el tamafio, el tipo de
agente estabilizante y su funcionalizacion estan estrechamente relacionados con los

efectos citotdxicos y genotodxicos.

En respuesta a la toxicidad de las nanoparticulas de plata, se ha optado por métodos
de sintesis verde para su produccion. La sintesis verde consiste en la reduccion de
iones metalicos a nanoparticulas, utilizando microorganismos o extractos de plantas.
Las ventajas del método de sintesis verde, es que en general, es mas facil, rapido,
menos costoso, son facilmente escalables, tienen gran rendimiento, no requiere alta
temperatura, presibn o energia y/o sustancias toxicas para la produccion de
nanomateriales, ademas de ser amigable con el ambiente y no téxico (Tippayawat et
al., 2016; Ali et al., 2016; Kummara et al., 2016).
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Comparativamente, los métodos de sintesis verde con extractos de plantas han
mostrado mayor habilidad para la conversion de iones a nanoparticulas que los
generados por microorganismos. Otra ventaja, es que debido a que los extractos de
planta poseen diversos componentes biolégicamente activos como péptidos ciclicos,
polisacéridos, proteinas, aminoacidos, acido soérbico, &acido citrico, eufol, limonoides
polihidroxilados, acido ascorbico, &cido retinoico, taninos, enzimas, acido eléagico y
galico, entre otros; que desempefian un papel muy importante en la reduccion y
estabilizacion de los iones metalicos a nanoparticulas (Arumai et al., 2018; Baghayeri et
al., 2018; Tippayawat et al., 2016). Ademas, el uso de extractos de plantas para la
sintesis de nanomateriales genera nanoparticulas con forma, tamafio y morfologia bien
definida, asi como alta estabilidad, en comparacién con las sintesis fisicoquimicas

(Kummara et al., 2016; Ghoshal et al., 2017).

Conforme a lo anterior, en el presente estudio se evaluo la citotoxicidad y genotoxicidad
de nanoparticulas de plata por sintesis verde, de manera que inhiba la proliferacién de

células tumorales.

IX.1. Metodologia

IX.1.1.Sintesis y caracterizacion de nanoparticulas de plata

Se obtuvieron pequefios trozos de semillas de aguacate (Persea americana) y se
realizo el pelado y secado durante 12 horas. Los trozos secos fueron molidos hasta

obtener un polvo fino. Para obtener el extracto acuoso, se utilizaron 0.25, 0.5y 2 g (M,
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M2 y M3) del polvo de semilla, posteriormente, se agregaron 50 mL de agua destilada a
cada una de las muestras y, se agito por una hora a temperatura ambiente y una hora a

65 °C. Finalmente, cada de uno de los extractos se filtraron para el proceso de sintesis.

La sintesis de nanoparticulas de plata se llevdo a cabo en agitacion constante y a
temperatura ambiente. Se agregaron 5 mL de nitrato de plata 0.01M, 2.5 mL de
hidroxido de amonio y 42.5 mL del extracto correspondiente (M1, M2 y M3) y se agito

por 5 horas a temperatura ambiente.

Posteriormente, se realizd la caracterizaciéon de las nanoparticulas de plata mediante

microscopia electrénica de transmision.

IX.1.2.Determinacion de plata mediante horno de flama

Se realizd la determinacion de plata mediante el uso de horno de flama con un
espectrofotometro de absorcion atdmica con horno de grafito y corrector de fondo
Zeeman, Modelo AA280Z de la compafiia Agilent Technologies. Se procesaron tres

replicas por separado para cada una de las muestras a analizar (M1, M2 y M3).

En una plancha con calentamiento, se colocaron vasos de precipitado de 20 mL, se
tomaron 50 pL de cada muestra y se colocaron 200 pL de &cido nitrico concentrado, se
dej6 hasta que terminara la reaccion; el resultante se recupero y se coloco en tubos
limpios de 1.5 mL para microcentrifuga. Para llevar a cabo la medicion de plata
presente en las muestras, se llevd el volumen final a 2 mL con agua destilada y se

procesd en un horno de flama. Los datos obtenidos proporcionan un R? de 0.99.
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IX.1.3. Ensayos de viabilidad por MTT en la linea celular C6 de glioma de rata, con

nanoparticulas de plata sintetizadas por métodos verdes

Se cultivaron las células C6 de glioma de rata en medio DMEM (dulbecco modified
eagles minimal essential médium) suplementado al 2.5% con suero fetal bovino, en
cajas Petri para cultivo celular de 100 mm (Nunc Cell Petri Dishes, Thermo Scientific®),
con una atmosfera de 5% de CO:2 a 37 °C, con aproximadamente 1 x 10° células por

placa.

Posteriormente, las células se separaron mediante disgregacion enzimética con
tripsina-EDTA. Fueron recuperadas y centrifugadas a 1200 rpm por 5 minutos a

temperatura ambiente.

Se removio el sobrenadante y se resuspendio el pellet celular en 5 mL de medio DMEM
%10 suero fetal bovino. Posteriormente, se realiz6 un ensayo de exclusion con el
colorante azul de tripdn para la estimacion del niumero de células viables mediante

conteo con la camara de Neubauer.

Una vez determinada la cantidad de células viables en la muestra, se colocaron
aproximadamente 10,000 células viables por pozo en placas mdultiples de 96 pocillos

(Nunc MicroWell-96, Thermo Scientific®), en un volumen final de 100 uL de medio
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DMEM suplementado, por pozo. Y, posteriormente se incubaron a 37 °C con una

atmosfera de 5% de CO:2 por un periodo de 24 horas.

Al terminar las 24 horas, se aplicaron los diversos tratamientos con plata sintetizadas
por métodos verdes, realizando diluciones en oOrdenes de magnitud para las tres
muestras, respectivamente. Y, se utilizaron como controles el dimetil sulféxido como
control total de muerte celular y medio DMEM suplementado al 10% suero fetal bovino
como control total de células vivas, en un volumen total de 100uL por pozo,

respectivamente.

Una vez aplicado el tratamiento, se incubaron las placas bajo una atmosfera de 5% de

CO2 a 37 °C, por un periodo de 24 horas.

Al terminar el proceso de incubacion, las placas fueron decantadas y lavadas con un
buffer de fosfatos (PBS 1X, estéril), aplicando 100 pL por pozo, por tres veces. Y,
posteriormente, se colocaron 5 pL de reactivo MTT y 45 yL de medio DMEM sin
suplementar, por pozo y, se incubd por 4 horas en una atmosfera de 5% de CO:z a 37
o°C.

Al terminar el proceso de incubacién, se agregaron 100 pL de isopropanol absoluto por
pozo y se disolvieron los cristales de formazan. Las placas de dejaron incubando a
temperatura ambiente por 30 minutos en oscuridad, posteriormente, se procedio a la

lectura de las placas mediante espectrofotdmetro para placas multipozo, a una longitud
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de onda de 570 nm para los cristales de formazan y 690 nm para el contraste con el

medio.

La viabilidad celular se determindé de la misma forma en que se menciona en el

apartado VI.1.1.

IX.1.4. Peroxidacion de lipidos

El ensayo de peroxidacion de lipidos se llevo a cabo con el Lipid Peroxidation (MDA)
colorimetric/Fluoremetric kit (Biovision®), con aproximadamente 1 x 10°® por muestra,

cada muestra se realiz6 por triplicado y se leyé la absorbancia a 532 nm.

IX.1.5. Actividad total de glutatién

La actividad total del glutation fue medida mediante el GSH/GSSH Assay Kit
(Abnova®). Se utilizaron aproximadamente 1 x 108 células para cada muestra con sus

respectivos triplicados. Las muestras se leyeron a los 0 y 10 minutos a 412 nm.

[X.1.6. Extraccion de DNA

La extraccion de DNA se realizd6 mediante el método de extraccion con Fenol:

Cloroformo (Green & Sambrook, 2017). Cada muestra se prepard por triplicado,
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posteriormente, se realizd una electroforesis con gel de agarosa al 1.2% por 1 hora a

80V.

IX.2. Resultados

IX 2.1 Sintesis y caracterizacion de nanoparticulas de plata

50_nm

Figura 14. Microscopia electronica de transmision de
nanoparticulas de plata sintetizadas por métodos verdes.

IX.2.2. Concentracion de plata

De acuerdo los resultados obtenidos de las mediciones de plata para cada una de las
muestras, se concluye que existe plata presente en el medio de cultivo, el buffer de
fosfatos, los extractos de semilla de aguacate, y de manera correspondiente, a la
sintesis de nanoparticulas de plata (columna A). La cantidad de plata final, proveniente

de las nanoparticulas, se muestra en la columna B (tabla I).
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Tabla I. Concentracion de plata presente en el medio de cultivo, PBS, extracto de

semilla de aguacate y nanoparticulas de plata.

ug'ml
A B
DMEM (Medio de -
cultivo) 1.6765
PBS (Buffer de fosfatos) | 6.1315331 -
0.25g Extracto 0.071636 -
0.5g Extracto 0.148068 -
1g Extracto 0511427 -
1.5g Extracto 1.639797 -
2z Extracto 0089708 -
0.25g AgNPs en extracto | 6.08723 | 6.015504
0.5g AgNPs en extracto | 334.2648 | 334.1167
1z AgNPs en extracto 766.204 | 7656916
1.5g AgNPs en extracto 2168.57 2166291
2z AzNPs en extracto 8233692 | 8232795

IX.2.3. Viabilidad por MTT en la linea celular C6 de glioma de rata, con nanoparticulas

de plata sintetizadas por métodos verdes

Los resultados muestran una ICso de 0.0601 pg/mL y una R? de 0.546 para las

nanoparticulas de plata sintetizadas por métodos verdes, para la muestra M1.
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Figura 15. Viabilidad celular por MTT en la linea celular C6 de glioma de rata con
nanoparticulas de plata sintetizadas por métodos verdes, muestra M1. Se observan
cambios en la viabilidad celular después de una periodo de incubacion de 24 horas con
0.0.00601, 0.012, 0.024, 0.048, 0.096 y 0.192 ug/mL de nanoparticulas de plata
sintetizadas por métodos verdes. Los andlisis estadisticos se realizaron en el programa
Graphpad Prism 7, con un ANOVA no paramétrico y una prueba de Dunn’s de
comparaciones multiples, a=0.05y un valor de **p<0.01, ***p<0.001, **** p<0.0001.

Para la muestra M2 el IC50 es de 3.45 pug/mL con una R? de 0.98.
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Figura 16. Viabilidad celular por MTT en la linea celular C6 de glioma de rata con
nanoparticulas de plata sintetizadas por métodos verdes, muestra M2. Se observan
cambios en la viabilidad celular después de una periodo de incubacion de 24 horas
con 0.2672, 0.5344, 1.06, 2.136, 4.272 y 8.544 ug/mL de nanoparticulas de plata
sintetizadas por métodos verdes. Los andlisis estadisticos se realizaron en el
programa Graphpad Prism 7, con un ANOVA no paramétrico y una prueba de Dunn’s
de comparaciones multiples, ¢=0.05, y un valor de **p<0.01, **** p<0.0001.
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Los resultados muestran una ICso de 15.96 pg/mL y una R? de 0.86 para las

nanoparticulas de plata sintetizadas por métodos verdes, para la muestra M3.
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Figura 17. Viabilidad celular por MTT en la linea celular C6 de glioma de rata con
nanoparticulas de plata sintetizadas por métodos verdes, muestra M3. Se observan
cambios en la viabilidad celular después de una periodo de incubacién de 24 horas
con 8.23, 16.46, 32.92, 65.84 y 131.68 ug/mL de nanoparticulas de plata sintetizadas
por métodos verdes. Los analisis estadisticos se realizaron en el programa Graphpad
Prism 7, con un ANOVA no paramétrico y una prueba de Dunnett's de
comparaciones multiples, a=0.05, y un valor de **** p<0.0001.

IX.2.1. Peroxidacion de Lipidos

Los resultados muestran la peroxidacion de lipidos para la muestra M1 y una R? de
0.5174 para las nanoparticulas de plata sintetizadas con extracto de semilla de

aguacate, para la muestra M1.
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Figura 18. Peroxidacion de lipidos en células C6 con nanoparticulas de plata
sintetizadas por métodos verdes, muestra M1. Las muestras fueron
incubadas durante un periodo de 24 horas con 0.16, 0.06, 0.062, 0.095 ug/mL
(LC30, Lch0, Lc70 y LC80, respectivamente).Los analisis estadisticos se
realizaron en el programa Graphpad Prism 7, con un ANOVA no paramétrico

y una prueba de Dunn’s de comparaciones multiples, ¢=0.05 vy
p>0.05.

Peroxidacion de lipidos para la muestra M2 y una R? de 0.5598 para las nanoparticulas

de plata sintetizadas con extracto de semilla de aguacate.
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Figura 19. Peroxidacion de lipidos en células C6 con nanoparticulas de plata
sintetizadas por métodos verdes, muestra M2. Las muestras fueron incubadas durante
un periodo de 24 horas con 1.80, 3.45, 5.46 y 7.63 ug/mL (LC30, LC50, LC70 y LC80,
respectivamente). Los analisis estadisticos se realizaron en el programa Graphpad
Prism 7, con un ANOVA no paramétrico y una prueba de Dunn’s de comparaciones
multiples, 0=0.05 y
**0n<0.01.

Peroxidacion de lipidos para la muestra M3 y una R? de 0.5866 para las

nanoparticulas de plata sintetizadas con extracto de semilla de aguacate.
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Figura 20. Peroxidacién de lipidos en células C6 con nanoparticulas de plata sintetizadas
por métodos verdes, muestra M3. Las muestras fueron incubadas durante un periodo de
24 horas con 8.83, 17.51, 26.08 y 36.18 ug/mL (LC30, LC50, LC70 y LC80,
respectivamente). Los analisis estadisticos se realizaron en el programa Graphpad Prism

7, con un ANOVA no paramétrico y una prueba de Dunn’s de comparaciones multiples,
0=0.05 y un valor de p>0.05.

IX.2.2.Actividad total de glutation

Los resultados de la actividad de glutation muestran una R? de 0.38 y se muestran a

continuacion.
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Figura 21. . Actividad total del glutatién en células C6 de glioma de rata, después de un
periodo de tratamiento de 24 horas con concentraciones concentraciones de
nanoparticulas de plata sintetizadas por métodos verdes de la muestra M1, 0.16, 0.06,
0.062, 0.095 pg/mL; M2, 1.80, 3.45, 5.46 y 7.63 ug/mL y M3, 8.83, 17.51, 26.08 y
36.18 pg/mL, correspondientes al LC30, LC50, LC70 y LC80, respectivamente.

[X.2. 3. Extraccion DNA

Cada tratamiento se realiz6 por triplicado, los resultados de la extraccion de DNA de las

muestras M1, M2 y M3 se muestran a continuacion.
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Figura 22. . Extraccion de DNA en gel de electroforesis de células C6 de glioma de rata,
después de un periodo de tratamiento de 24 horas, con concentraciones de las nanoparticulas
de plata sintetizadas por métodos verdes de la muestra M1, 0.16, 0.06, 0.062, 0.095 ug/mL;
M2, 1.80, 3.45, 5.46 y 7.63 ug/mL y M3, 8.83, 17.51, 26.08 y 36.18 ug/mL, correspondientes al
LC30, LC50, LC70 y LC80, respectivamente.

IX.3. Discusién y conclusiones

Los gliomas son tumores heterogéneos del sistema nervioso central, siendo el
glioblastoma el mas comdn y mas maligno tipo de glioma. Este tipo de cancer es
particularmente dificil de tratar debido a la penetracion de las células en tejidos

adyacentes, evitando la posibilidad de remover el tumor del cerebro (Pinel et al., 2019).
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Los tratamientos para este tipo de cancer consisten en la combinacién de cirugia,
quimioterapia y radioterapia. Sin embargo, se presentan efectos secundarios diversos,
poca efectividad del tratamiento y, en general, la tasa se supervivencia es baja.

(Ozdemir et al., 2018; Han et al., 2017; Liang et al., 2018).

Este tipo de tipo de tumor es dificil de tratar,ya que no es posible incrementar las dosis
de farmacos debido a la toxicidad que se presenta en este tipo de tejido (Pinel et al.,
2019). Por otra parte, también se debe de considerar la barrera hematoencefalica, que
es altamente selectiva en relacion con la permeabilidad, y que impide que atraviesen
farmacos al cerebro y, aunque esta barrera puede sufrir alteraciones provocadas por el
glioblastoma, no necesariamente significa que pierda la funcién de impedir del paso de

farmacos (Ganipineni et al., 2018).

En respuesta a las limitantes de los tratamientos, existen nuevas alternativas de
tratamiento como el uso de nanomateriales, ya que de manera individual o

funcionalizados pueden contribuir a inhibir la proliferacion de células tumorales.

De entre todos los tipos de nanoparticulas existentes, las nanoparticulas de plata
parecen ser una estrategia prometedora para el tratamiento de los diferentes tipos de
cancer, debido a la actividad antitumoral, antiinflamatoria y antioxidante que presentan

(Zhang et al., 2016; Khan et al., 2018; Chugh et al., 2018).

No obstante, estudios muestran que las nanoparticulas de plata son citotoxicas,
producen ROS por estrés oxidativo, generan activacion de caspasas y cambios
morfolégicos, disminucién del crecimiento celular y apoptosis en diversas lineas

celulares tumorales (Mathur et al., 2017). Sin embargo, el tipo de sintesis, asi como
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propiedades fisico quimicas como la forma, el tamafio, el tipo de agente estabilizante y
su funcionalizacion estan estrechamente relacionados con los efectos citotdxicos y

genotoxicos.

En respuesta a la citotoxicidad se han propuesto métodos de sintesis biologicos, en los
cuales se reducen los iones metalicos a nanoparticulas, mediante el uso de
microorganismos 0 extractos de plantas. Las ventajas de estos métodos, es que las
nanoparticulas son mas faciles de sintetizar, mas, menos costoso, no requiere de
sistemas sofisticados ni sustancias toxicas para la sintesis y lo mas importante, que
sean menos citotdxicos que los métodos quimicos (Annu et al., 2018; Ali et al., 2016;

Kummara et al., 2016).

En este trabajo se sintetizaron nanoparticulas de plata a partir de extractos de semilla
de aguacate (Persea americana), de los cuales se obtuvieron tres lotes de
nanoparticulas esferoidales de 50 nm de diametro con diferentes concentraciones de
nanoparticulas de plata (M1=6.01ug/mL, M2=334.11 ug/mL y M3=823.3 ug/mL) a partir

de diferentes cantidades de extracto.

Los resultados de esta investigacion muestran que es posible sintetizar nanoparticulas
de plata a partir de extracto de semilla de aguacate, con posible actividad antitumoral
en células C6 de glioma de rata. Las concentraciones inhibitorias medias fueron de
0.0601, 3.45y 15.96 ug/mL, para M1, M2 y M3, respectivamente. Estos datos sugieren
gue las nanoparticulas del lote M1 tienen mejor efecto antitumoral que M2 y M3, este
fenomeno podria estar relacionado con una menor cantidad inicial de plata (6.01

Mg/mL), lo que permitiria una mejor dispersion en la solucion acuosa, permitiendo que
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no se aglomeren las nanoparticulas y por consecuencia se alteren los efectos

citotoxicos.

Efectos similares se reportaron en células U251-MB y T98G con 10 ug/mL de
nanoparticulas de plata. Sin embargo, se obtuvieron respuestas horméticas a dosis
mas bajas (5 ug/mL). Esta respuesta se asocia a la presencia de MuD, una proteina
anti-apoptética, que si es suprimida, las células mueren después de ser expuestas a
nanoparticulas de plata, lo que podria ser explorado como estrategia para la terapia de

tumores cerebrales (Choi et al., 2018)

Otras investigaciones han aplicado infrarrojo cercano a nanoparticulas de plata
funcionalizadas con péptidos capaces de reconocer células de glioblastoma, de manera
gue puedan destruir las células mediante la generacion de calor (Gongalves et al.,

2017).

Algunos otros han utilizado SERS con nanoparticulas funcionalizadas con el anticuerpo
anti-EGF, con aplicacién de ultrasonido transcraneal, permitiendo desestabilizar la
barrera hematoencefalica de manera momentanea y no intrusiva para que las
nanoparticulas de oro pudieran estar en los margenes del tumor (Diaz et al., 2014;

Karim et al., 2016).

Los nanoparticulas como nanoacarreadores se espera que no sean téxicos, que sean
biodegradables y biocompatibles, que no produzcan respuesta inmune, que sean
selectivos y que protejan al farmaco a liberar. Los nanoacarreadores pueden servir
como oportunidad terapéutica o participar de manera sinérgica con los farmacos

radiosensibilizadores, como las nanoparticulas de plata. Este efecto sensibilizante se
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relaciona con la liberacién de iones de plata (Ag+), que tienen la capacidad de capturar
electrones y asi como funcionar agentes oxidantes, incrementando la produccion de
ROS e interactuar con los sistemas de reparacion del DNA, lo que podria mejorar los

resultados de la radioterapia (Karim et al., 2016; Sehedic et al., 2015).

Ademas de las nanoparticulas de plata, también se apuesta a tratamientos con
nanomateriales basados en oro, platino, hafnio, hierro, bismuto, tierras raras entre
otros, en conjunto con rayos X y braquiterapia, ablacion laser donde se ha reportado la
sensibilizacion de células tumorales de manera exitosa, ya que se aprovecha la
capacidad de internalizacion de las nanoparticulas para destruir las células tumorales

mediante estas técnicas (Pinel et al., 2019).

La peroxidacion de lipidos proporciona informacion acerca de la capacidad de una
sustancia de producir estrés oxidativo y como respuesta ocurre la degradacion de
lipidos. Nosotros investigamos la peroxidacion de lipidos en células C6 con los tres
diferentes lotes de nanoparticulas de plata biosintetizadas. Los datos indican que tanto
en la muestra M1 y M3 no existen diferencias significativas de peroxidacién de lipidos
con respecto al control. Sin embargo, se observa que en la muestra M2 en especial la
LC80 presenta diferencias significativas en contraste con el control, esto puede ser
provocado por la concentraciébn de nanoparticulas de plata y la viabilidad celular

asociada a este parametro.

No obstante, en investigaciones in vivo han reportado que al utilizar nanoparticulas de
plata se incrementa la peroxidacion de lipidos y la apoptosis. Con efectos de

engrosamiento en las meninges, eritrocitos extravasados, hemorragia en el cortex del
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cerebro e hinchazén neuronal. Esto podria relacionarse con el tipo de ensayo realizado,
las concentraciones y el tipo de extracto usado y los compuestos unidos a la superficie

de las nanoparticulas (Lebda et al., 2018; Hadrup et al., 2012).

Por otra parte, también evaluamos la actividad total del glutation, un tripéptido que es
clase en el proceso antioxidante para proteger las células de dafios por especies
reactivas de oxigeno. Los resultados indican que existe un incremento, de manera
general, en la actividad antioxidante del glutation para las muestras M1 y M2, mientras
gue en la muestra M1 se observa la disminucién de la actividad antioxidante. Estos
datos podrian representar la accion antioxidante y regulatoria del glutation en las
células y, podria relacionarse con la concentracion de las muestras, ya que en
comparaciéon con la muestra M3, M1 y M3 tiene menor concentracion de nanoparticulas
de plata, lo que permitiria activar procesos antioxidantes como se ha propuesto en

otros estudios (Yeasmin et al., 2017; Kummara et al., 2016)

Resultados similares se obtuvieron al experimentos in vivo, donde disminucion del nivel
del GSH, asumiendo que los iones de plata liberados tienen afinidad por los grupos tiol,
estos reaccionan con las proteinas que tienen azufre, incluyendo el glutation y otros

antioxidantes (Lebda et al., 2018).

Los efectos en el DNA de las células C6, se probaron mediante extraccion de DNA
genomico, los datos indican que, de manera general, hay presencia de material
geneético en las concentraciones mas bajas de M1 y M2, sin aparente fragmentacion, no

asi para la muestra M3, en comparacion con las células sin tratamiento. No obstante,
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es necesario realizar analisis mas profundos para determinar si existe dafio en el

material genético de las células expuestas a nanoparticulas de plata.

El presente estudio muestra los efectos anti proliferativos, de las nanoparticulas de
plata biosintetizadas a partir de extracto de semilla de aguacate y su potencial

aplicacion para el tratamiento del glioblastoma.

X. Nanoparticulas de oro

Las nanomateriales basados en oro pueden ser sintetizadas por métodos quimicos
como la reduccién de sales de oro y por métodos de sol-gel; métodos fisicos como la
ablacién laser y por métodos bioldgicos en donde se utilizan organismos o extractos de
ellos para la produccién de nanoparticulas (Alaqd, 2016). Por cualquiera de estos
meétodos se pueden obtener diversos tamafios y formas, de entre los que destacan
formas esféricas, en clusters, cubicas, ramificadas, nucleo/coraza, nanorods (en forma
de barra), alambres o en forma de estrella (Alagad, 2016), que son aprovechados para

diversos usos (Govindaraju & Yun, 2018; Wozniak et al., 2017).

Las nanoparticulas de oro han sido ampliamente usadas en biotecnologia y el area
biomédica debido a su biocompatibilidad, buenas propiedades Opticas, gran area
superficial, alta conductividad, baja o nula toxicidad (Fu & Ke, 2016) y por la facilidad de

modificar su superficie ademas para la entrega sitio dirigida de farmacos (Alagad &

107



Saleh, 2016; Cai et al., 2015; Cheng-Teng et al., 2010; Pooja et al., 2015; Meng et al.,
2015). Las modificaciones de su superficie pueden ocurrir mediante la conjugacién
directa involucrando puentes de oro-azufre o enlaces de nitrégeno, ligandos de limite
(capping), interacciones electrostaticas, fuerzas de Van der Waals y puentes de
hidrogeno para ligarlas con iones metalicos, polimeros, carbohidratos, aminoéacidos,
compuestos organicos, péptidos y oligonucleotidos, favoreciendo la interaccion vy la
internalizacion de estas nanoparticulas en las células (Alagad & Saleh, 2016;

Govindaraju & Yun, 2018).

El incremento de la interaccién de las nanoparticulas de oro con las células, permite
aumentar la permeabilidad y la retencion de este tipo de nanomateriales en células
tumorales, de manera que se puedan utilizar como vehiculos para la entrega dirigida y

especifica de fArmacos antineoplasicos y/o como sistemas de deteccion.

Debido a sus mudltiples propiedades y la facil produccién y modificacion de su
superficie, las nanoparticulas se han utilizado para el censado molecular, analisis
clinicos, gendmica, inmunologia, contra infecciones bacterianas, entrega de péptidos,
DNA, pequefios RNA de interferencia y antigenos, terapia génica e imagen in vivo,
resonancia magnética, ultrasonido, terapia fotodinamica y fototérmica y como sistemas

de entrega de farmacos, (Dykman & Khlebtsov, 2016; Alagad & Saleh, 2016).

Los sistemas de entrega de farmacos dependientes de nanoparticulas de oro, son
usados para dirigirse de manera especifica a los tumores cuando la terapia
convencional no es muy efectiva. Por otra parte, las nanoparticulas de oro son capaces

de convertir la energia foto térmica (la conversion de luz en calor) por lo que esta
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caracteristica en particular puede ser usada para controlar la liberacion del farmaco o
provocar la muerte de las células tumorales por aumento localizado de la temperatura

(Govindaraju & Yun, 2018).

De entre todas las formas de nanoparticulas de oro que se pueden sintetizar, han
cobrado importancia en los Ultimos afios las nanoestrellas de oro, debido a sus
propiedades Opticas excepcionales y a la alta eficiencia en terapia fototérmica contra el
cancer y su uso en Surface Enhanced Raman Scattering, (SERS, por sus siglas en
inglés) (Kumar-Krishnan et al., 2015), ya que entre sus aplicaciones se pueden
destacar la identificacion molecular, biosensores, biociencias, entre otros (Uetsuki et

al., 2010).

Las nanoestrellas de oro, al poseer multiples extensiones agudas generan un efecto
‘pararrayos” que realza dramaticamente el campo electromagnético local que puede
llegar a ser 100 veces mas potente que el de las nanoesferas de oro de tamafio similar
(Liu et al., 2015; Shan et al., 2017; Bassi et al., 2018). Las propiedades plasménicas de
las nanoestrellas de oro pueden ser modificadas para empatar con las frecuencias del
laser para la imagen y terapia mediante el control de su geometria en el proceso de

sintesis (Liu et al., 2015; Shan et al., 2017).

El efecto del SERS toma ventaja en el campo electromagnético local que ocurre
cuando la liz irradia nanoestructuras metalicas, resultando en un método sensitivo y
especifico para diversos analitos. Tiene como ventajas la alta sensibilidad, resolucion
espacial y una capacidad multiple de deteccién con tal solo una molécula (Liu et al.,

2015).
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El efecto primario del SERS surge de la resonancia del campo electromagnético local
cuando la luz irradia la superficie de la nanoestructura metalica y/o de las moléculas
gue estan muy préximas a ella. Cuando la superficie de la nanoparticula es irradiada
por un campo electromagnético, los electrones oscilantes (plasmon de superficie)
producen un campo eléctrico secundario que se suma al campo electromagnético
externo, resultando en una resonancia del plasmén de superficie. EI segundo campo
electromagnético es tipicamente concentrado en la rugosidad de la superficie metalica
nanoestructurada por lo que el efecto resultante de deteccion puede ser de hasta 108
veces mas potente, y de 10%® veces mas potente en “puntos calientes” donde las
mejoras del campo electromagnético de mdultiples nanoparticulas plasménicas se

superponen en espacios pequefios. (Liu et al., 2015; Bassi et al., 2018).

Entre las nano plataformas, las nanoestrellas de oro son particularmente indicadas para
el sistema de deteccidn son SERS por sus propiedades del plasmon que pueden ser
ajustadas cambiando la longitud y arquitectura de los brazos que actlan como
pararrayos y aumentan este efecto debido a la gran intensidad del campo eléctrico en
estas zonas y asi se pueden colocar facilmente donde se desee en la region del
infrarrojo cercano, en la denominada ventana biolégica, en la que los tejidos son
transparentes. Es decir, el uso de las nanoestrellas de oro y, en general, las
nanoparticulas de oro ramificadas son de gran utilidad en la medicina, ya que se
puedan aplicar como nucleos eficientes tanto para la obtencién de imagenes basadas

en SERS como para terapia contra el cancer (Liu et al., 2015; Bassi et al., 2018).

Para obtener un robusto y eficiente etiquetador sers-raman los componentes deben ser

cuidadosamente escogidos. Primero, el metal noble debe de garantizar un fuerte factor
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de mejora para la sefal, el segundo componente es un reportador de Raman el cual
deberia unirse estrictamente a la superficie del nanomaterial para prevenir su desunion.
El tercer componente es una capa biocompatible que proteja la nanoparticula metélica
y el reportero Raman, que debe de unirse firmemente a la superficie metalica y por
altimo, se necesita un fragmento del sitio de interés, que sea capaz de unirse

especificamente al blanco celular que se desea revelar (Bassi et al., 2018).

Debido a sus caracteristicas favorables y moldeables de las nanoparticulas de oro, se
ha propuesto usarlas como agentes de entrega de farmacos. Se han utilizado en
diversas lineas celulares de cancer como 4T1, HSC-3, HelLa, HepG2 utilizando
nanoparticulas de oro como sistemas de terapia fototérmica y para incrementar la
eficiencia en el tratamiento. Por otra parte, se han utilizado nanoparticulas de oro
funcionalizadas con PLGA, PEG, &cido fdlico y diferentes péptidos, asi como farmacos
como doxorrubicina, epirrubicina, paclitaxel, en distintas lineas celulares de tumor
cerebral, cancer de mama, KB, HeLa, OV167, GP-38, entre otras, para incrementar la
eficacia de la entrega especifica del farmacos como, asi como su liberacion controlada

in vitro e in vivo, (Govindaraju & Yun, 2018; Bassi et al., 2018).

Actualmente se busca desarrollar y aplicar nuevos tipos de tratamientos para el cancer
gue sean mas efectivos y menos costosos que contribuyan a la eliminacion del tejido
tumoral y a su identificacion. En este sentido, se espera que la nanotecnologia mejore
la entrega de farmacos mediante nanoacarreadores, incrementando la eficacia y
disminuyendo los efectos negativos de los farmacos antineoplasicos (Wicki et al.,

2015).
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Son de particular interés el uso de nanomateriales inorganicos basados en oro, ya que
actualmente se usan en el diagnostico médico y entrega dirigida de farmacos en
algunos tipos de neoplasias, debido a que poseen propiedades Opticas y electrénicas
Unicas, facil método de sintesis, posibilidad de modificar su forma y superficie, un gran
relacion de superficie/volumen, baja o nula citotoxicidad, biocompatibilidad, estabilidad,
y alto coeficiente de extincion en comparacion con colorantes organicos; por lo que
pueden ser utilizadas en ensayos colorimétricos para detectar diferentes moléculas,
ademas de poder funcionalizarlas para la entrega sitio dirigida de farmacos (Cai et al.,
2015; Cheng-Teng et al., 2010; Arora et al., 2009; Arora et al., 2012; Wicki et al., 2015;
Cai et al.,, 2013; El-Hussein et al., 2015; Pooja et al.,, 2015; Meng et al., 2015; EI-

Hussein et al., 2015; Torabi et al., 2014; Kong et al., 2011; Lee et al., 2010).

De entre todas las formas de nanoparticulas de oro que se pueden sintetizar, han
cobrado importancia en los dltimos afios las nanoestrellas de oro, debido a su alta
eficiencia en terapia fototérmica contra el cancer y en Surface Enhanced Raman
Scattering, (SERS, por sus siglas en inglés) (Kumar-Krishnan et al., 2015), ya que entre
sus aplicaciones se pueden destacar su uso en identificacibn molecular, sensores,

biociencias, entre otros (Uetsuki et al., 2010).
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X.1. Metodologia

X.1.2. Sintesis de nanoestrellas de oro

La sintesis de nanoestrellas de oro se realizé segun el protocolo de Kumar-Krishnan et
al. (2015), el cual esta basado en sintesis de nhanomateriales en soluciones DES (Deep
Eutectic Solvents, por sus siglas en inglés), que es un nuevo método de sintesis verde
en soluciones no acuosas y que se pueden usar en sustitucion de liquidos iénicos.
Ademas, este tipo de soluciones para sintesis no presentan toxicidad, son
biodegradables y son de bajo costo, y se puede controlar la forma y tamafio de las

nanoparticulas que se desean sintetizar.

En el presente trabajo se preparo la solucion de DES mediante la adicion de cloruro de
colina y urea en una proporcion de 2:1 molar, se mezcl6 y se coloco en el horno a 120
°C por 48 horas hasta que estuvieran en estado liquido los dos reactivos y se reservo la
mezcla hasta su uso. Se peso la sal de oro HAuCI4*3H20 y se agreg6 la solucion de
DES en un 97% en peso; se agregd un 3% en peso de HCI 0.5 M. Se peso acido
ascorbico (segun la proporcion 1 g de DES por 2.03 mg de &cido ascorbico) y se

agrego el 97% en peso de la solucion de DES y un 3% en peso de HCI 0.5 M.

Los matraces se colocaron en bafio maria a 60°C con agitacion, hasta que se
disolvieran los reactivos. Una vez disueltos, se procedio a agregar la solucion de acido

ascorbico a la solucién con la sal de oro. Inmediatamente, comenzé la reaccion de
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sintesis. El tratamiento se prolongd hasta 3 horas a 60 °C, manteniéndose en agitacion.
Una vez terminada la sintesis, la solucion se dej6é reposar durante dos dias con
nanoestrellas de oro y se precipitaron con una solucion 1:1 de Metanol: Acetona. Se
removio el sobrenadante y se volvid a precipitar con Metanol: Acetona tres veces mas,
dejando en reposo las nanoparticulas por dos dias, entre cada lavado y precipitacion.

Finalmente, se lavaron las nanoparticulas con agua destilada ultrapura, se dejaron
sedimentar y se liofilizaron para su posterior andlisis mediante microscopia electrénica
de transmisién (TEM), FTIR, RAMAN y ensayos de toxicidad mediante la prueba de

viabilidad por MTT.

El proceso de sintesis se realizd6 7 veces, hasta obtener las nanoestrellas de oro

“‘desnudas” y funcionalizadas con 4-aminotiofenol.

X.1.2.1. Funcionalizacion de nanoestrellas de oro con 4-aminotiofenol

Una vez terminada la reaccion de sintesis de nanoestrellas de oro a 60 °C con
agitacion, se procedio a su funcionalizacion con 4-aminotiofenol (4-ATP). El uso del 4-
ATP para la funcionalizacién de las nanoestrellas de oro es para afiadir un grupo tiol a
las NPs de tal forma que posteriormente pueda ser utilizado para unirlo a diferentes

ligandos biolégicos de tipo proteico.

Para la adicion de 4-ATP a las nanoestrellas de oro, es necesario calcular la proporcion

de la cantidad de sal de oro pesada y la cantidad de nanoparticulas sintetizadas, con el
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objetivo de determinar la cantidad de 4-ATP que se debe agregar a las nanoparticulas
de oro para su funcionalizacién. Una vez calculada la cantidad de 4-ATP, éste se
disolvié en etanol absoluto y se adicion6 al matraz que contenia las nanoparticulas de
oro. Se dej6é en bafio maria a 60 °C con agitacion por una hora. Al término de la
funcionalizacién, se procedio a dejar en reposo por 2 dias. Posteriormente, se realizo la
precipitacion de las nanoestrellas de oro, mediante la adicién (en volumen equivalente
de la reaccion de sintesis) de Metanol: Acetona 1:1, dejando en reposo por un dia,

entre cada lavado y precipitacion.

Finalmente, las nanoparticulas se lavaron y precipitaron con agua destilada ultrapura,
se congelaron a -80°C y se liofilizaron para su posterior caracterizacién por microscopia
electrénica de transmision (TEM), FTIR y ensayos de citotoxicidad mediante la prueba

de viabilidad por MTT.

X.1.2.2. Caracterizacion de nanoestrellas de oro

Para determinar la morfologia de las diferentes nanoparticulas de oro sintetizadas, se
realiz6 un andlisis por microscopia electronica de transmision, TEM, por sus siglas en
inglés. De esta manera, se pudo determinar la morfologia de las NPs obtenidas en

cada una de las sintesis mencionadas.

Para el caso de la sintesis 6 y 7, se realizé TEM a las nanoestrellas de oro “desnudas”

y funcionalizadas con 4-ATP para determinar la forma y el tamafio.
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X.1.2.3. Espectroscopia Infrarrojo con Transformada de Fourier (FTIR)

Cuando la radiacién infrarroja pasa a través de una muestra, algo de la radiacion es
absorbida por la muestra y pasa a través de ella (es transmitida). Resultando en
sefales que son detectadas en un espectro y que representan una “huella digital” de la
muestra que se esta analizando. Especialmente, para la deteccion de bandas de

grupos funcionales de diferentes sustancias, lo que permite poder identificarlas.

En este caso, se utilizé el FTIR para la identificacion de la union del 4-ATP con las
nanoestrellas de oro. El espectro correspondiente a las nanoestrellas funcionalizadas
con 4-ATP y el espectro correspondiente al 4-ATP, mientras que se aprecia el traslape

de ambos espectros para la identificacién de los grupos funcionales correspondientes.

X.1.2.4. Espectroscopia Raman-SERS

La dispersion Raman junto con la absorcion infrarrojo, es utlizada para obtener
informacién acerca de la estructura y propiedades de moléculas desde sus vibraciones
transicionales. La espectroscopia Raman es una técnica de caracterizacién para
propiedades 6pticas, quimicas, y electronicas de la muestra (mas que el Infrarrojo), ya
que variando algunos grados, la dispersion Raman es sensitiva a todos los estados
electronicos excitados de la molécula en estudio, permitiendo obtener detalles

intrinsecos de la muestra.
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Respecto a lo anterior y debido a que la sefial de union entre el 4-ATP y las
nanoestrellas de oro fue débil de detectar mediante FTIR, se procedio a realizar un
espectro Raman a la muestra, con el fin de detectar la presencia de la unién del 4-ATP
a las nanoestrellas de oro. Esta técnica permite detectar el patron de vibracion Raman
para el 4-ATP y para las nanoestrellas de oro funcionalizadas con 4-ATP (linea azul),
en el que se aprecia la unién de los mismos alrededor de los 1100 y los 1580 cm-1,

tomando como referencia lo reportado por Uetsuki et al.,(2010).

X.1.2.5. Ensayos de citotoxicidad de nanoestrellas de oro por ensayos colorimétricos

(MTT)

Las pruebas para medir la viabilidad y proliferacion celular estan basados en
numMerosos ensayos in vitro en poblaciones celulares en respuesta a diversos factores
externos. La reduccién de las sales de tetrazolio (MTT) es ampliamente aceptada para
determinar la proliferacion celular. El reactivo (MTT) es una sal de color amarillo, la cual
es reducida por células metabdlicamente activas, en parte por la accién de las enzimas
deshidrogenasas en la mitocondria. El resultado de la reaccién intracelular es la
formacion de sales de formazan, de color violeta, que pueden ser solubilizadas y

cuantificadas por métodos espectrofotométricos (ATCC, 2011).

En este caso, se utilizd el método de viabilidad por MTT para determinar la viabilidad y

proliferacion celular en dos lineas de cancer de mama MCF7 y MDA-MB-231. La linea
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celular MCF7, se caracteriza porque es uno de los tipos celulares de cancer mas
frecuentes y es totalmente dependiente del tratamiento con hormonas, como el
tamoxifen. Por otra parte, la linea MDA-MB-231 se deriva de un tejido metastasico
conocido como cancer triple negativo, que al carecer de receptores de estrégeno lo
hace més resistente a los tratamientos hormonales. Por esta razén, en este trabajo
elegimos estas dos lineas celulares, con el propdsito de tener representatividad de los
tipos de cancer mas frecuentes (MCF7) y con menor respuesta al tratamiento
antineoplasico convencional (MDA-MB-231).

Se evaluo el efecto citotoxico de diferentes concentraciones de nanoestrellas de oro en

ambas lineas celulares.

X.1.2.6. Ensayos de viabilidad por MTT en la linea celular de cancer de mama humano

triple negativo MDA-MB-231 con nanoparticulas de oro

Se cultivaron las células MDA-MB-231 en medio DMEM (dulbecco modified Eagles

minimal essential médium) suplementado al 10% con suero fetal bovino, en cajas Petri
para cultivo celular de 100 mm (Nunc Cell Petri Dishes, Thermo Scientific®), con una
atmosfera de 5% de CO2 a 37 °C, con un aproximado de 1 x 108 células por placa.

Posteriormente, las células se separaron mediante disgregacién enzimética con
tripsina-EDTA. Fueron recuperadas y centrifugadas a 1200 rpm por 5 minutos a

temperatura ambiente.
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Se removié el sobrenadante y se suspendio el boton celular en 5 mL de medio DMEM
10 % suero fetal bovino. Posteriormente, se realiz6 un ensayo de exclusion con el
colorante azul de tripdn para la estimacion del nidmero de células viables mediante

conteo con la caAmara de Neubauer.

Una vez determinada la cantidad de células viables en la muestra, se colocaron
aproximadamente 10,000 células viables por pozo en placas multiples de 96 pocillos
(Nunc MicroWell-96, Thermo Scientific®), en un volumen final de 100 pL de medio
DMEM suplementado, por pozo. Y, posteriormente se incubaron a 37 C con una

atmosfera de 5% de CO:2 por un periodo de 24 horas.

Al terminar las 24 horas, se aplicaron los diversos tratamientos con nanoparticulas de
oro y nanoparticulas de oro funcionalizadas con 4-aminotiofenol (0.0001, 0.001, 0.01,
0.1, 1y 10 pg/mL), respectivamente. Y, se utilizaron como controles el dimetil sulféxido
como control total de muerte celular y medio DMEM suplementado al 10% suero fetal
bovino como control total de células vivas, en un volumen total de 100uL por pozo,

respectivamente.

Una vez aplicado el tratamiento, se incubaron las placas bajo una atmosfera de 5% de
CO2 a 37 °C, por un periodo de 24 horas. Al terminar el proceso de incubacion, las
placas fueron decantadas y lavadas con un buffer de fosfatos (PBS 1X, estéril),

aplicando 100 pL por pozo, por tres veces. Y, posteriormente, se colocaron 5 pL de
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reactivo MTT y 45 puL de medio DMEM sin suplementar, por pozo y, se incubd por 4

horas en una atmosfera de 5% de CO2 a 37 °C.

Al terminar el proceso de incubacién, se agregaron 100 pL de isopropanol absoluto por
pozo y se disolvieron los cristales de formazan. Las placas de dejaron incubando a
temperatura ambiente por 30 minutos en oscuridad y, posteriormente se procedio a la
lectura de las placas mediante espectrofotometro para placas multi-pocillo, a una
longitud de onda de 570 nm para los cristales de formazan y 690 nm para el contraste
con el medio.

Para determinar la viabilidad celular después del tratamiento con nanoparticulas de oro,
se realizo la resta de las absorbancias obtenidas a 570 y 690 nm, se promediaron los
resultados y se determiné el porcentaje de viabilidad celular utilizando la ecuaciéon 1y 2

mencionadas en el apartado VI.1.1.
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X.2. Resultados
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Figura 23. Viabilidad celular por MTT en la linea celular MCF7 de cancer de mama,
después de un periodo de incubacion de 24 horas con nanoestrellas de oro
funcionalizadas con acido folico (StarAu-FA), con concentraciones de 0.0001 a 10 ug/mL.
Los analisis estadisticos se realizaron en el programa Graphpad Prism 7, con un ANOVA
no paramétrico y una prueba de Dunn’s de comparaciones multiples, a=0.05 vy
p>0.05.
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Figura 24. Viabilidad celular por MTT en la linea celular MCF7 de cancer de mama,
después de un periodo de incubacion de 24 horas con nanoestrellas de oro
funcionalizadas con acido folico (StarAu-FA), con concentraciones de 0.0001 a 10
ug/mL. Los andlisis estadisticos se realizaron en el programa Graphpad Prism 7, con un
ANOVA no paramétrico y una prueba de Dunn’s de comparaciones multiples, a=0.05y
p>0.05.
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Figura 25. Espectroscopia Infrarrojo con Transformada de Fourier
(FTIR) para nanoestrellas de oro funcionalizadas con 4-aminotiofenol.
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Figura 26 Espectroscopia Raman-SERS para nanoestrellas de oro funcionalizadas con 4-
aminotiofenol.Se observa la concordancia de vibracion de 4-aminotiofenol (4-ATP) y su union a
un sustrato de oro (nanoestrellas de oro-4-aminotiofenol), en 1141 y 1585.
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X.1.3.Caracterizacion por TEM de StarAu-Bare

Figura 27 Microscopia de Electronica de Transmision de nanoestrellas de oro
“bare” (StarAu-Bare). Se observan nanoestrellas de oro sin funcionalizar de un

tamafio aproximado de 800 nm de diametro.

Figura 28 Microscopia de Electronica de Transmision de nanoestrellas de oro
funcionalizadas con &cido folico (StarAu-FA). Se observan nanoestrellas de oro
funcionalizadas con 4-aminotiofenol, con un tamaf aproximado de 800 nm de

didmetro.
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X.3. Discusién y conclusiones

Las nanoparticulas de oro han sido ampliamente usadas en la biotecnologia y en el
area biomédica debido a su biocompatibilidad, buenas propiedades Opticas, gran area
superficial, alta conductividad, baja o nula toxicidad y por la facilidad de modificar su
superficie, lo que las hace deseables para la entrega sitio dirigida de farmacos y para el
diagnostico de enfermedades (Fu & Ke, 2016; Alagad & Saleh, 2016; Cai et al. ,2015;

Cheng-Teng et al., 2010; Pooja et al., 2015; Meng et al., 2015).

En el presente trabajo se desarrolla la sintesis de nanoparticulas de oro en forma de
estrella y se evaltan sus efectos citotéxicos, asi como la funcionalizacion con &cido
félico y 4-aminotiofenol para aumentar la union de las nanoparticulas a las células vy,
como posible plataforma para el disefio de sistemas de liberacion contralada de

farmacos y deteccion mediante el uso de SERS (Surface Enhanced Raman Scattering).

Debido a las mdltiples propiedades de las nanoparticulas de oro se han propuesto para
el censado molecular, andlisis clinicos, gendmica, inmunologia, contra infecciones
bacterianas, entrega de péptidos, DNA, pequefios RNA de interferencia y antigenos,
terapia génica e imagen in vivo, resonancia magnética, ultrasonido, terapia
fotodinamica y fototérmica y como sistemas de entrega de farmacos cuando los
tratamientos convencionales no funcionan (Dykman & Khlebtsov, 2016; Alagad &

Saleh, 2016; Govindaraju & Yun, 2018).

Para lograr que estos nanomateriales lleguen hasta las células diana, son unidos con

ligandos de alta afinidad sobre su superficie. Algunos de los ligandos que se han
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utilizado son el &cido félico, carbohidratos, proteinas, péptidos, proteinas, anticuerpos,

aptameros y oligonucledtidos (Wicki et al., 2015).

En nuestro trabajo se sintetizaron nanoestrellas de oro y se funcionalizaron con acido
félico para dirigir su unién hacia los receptores de folatos en la superficie de las células
MCF7, ya que son receptores que se encuentran sobre expresados y que pueden

servir como via de acceso para la internalizacion de las nanopatrticulas.

Las nanoparticulas de oro, tienen ventajas sobre otros nanomateriales debido a la
resonancia del plasmon superficial y las propiedades 6pticas que presentan, lo que las
hace ideales para la obtencidbn de imagenes in vivo asi como para la terapia
fototérmica, tomografia computarizada de rayos X, tomografia/imagen foto acustica y
SERS, tomografia de emisiéon de positrones (Kesharwani et al., 2019; Borran et

al.,2018).

El uso de SERS con nanoparticulas de oro tiene ventajas respecto a los métodos
tradicionales de imagen, debido a que se presenta una alta sensibilidad, el sistema es
estable y selectivo y posee una alta especificidad. La que se sefal que se emite puede
aumentar la sefial Raman de una molécula hasta 10 6rdenes de magnitud, por lo que
este sistema de deteccidon es ultrasensitivo incluso si son niveles de concentracion de
analitos muy bajos (101> M); ademas proporciona informacién sobre la estructura y la
unién quimica de loc compuestos unidos. No obstante, tiene algunas desventajas como
la pobre penetracion en profundidad con respecto a la dispersion de la luz en imagenes
de muestras in vivo. Otra desventaja es que existe falta de informacion sobre la

toxicidad in vivo a largo plazo y la seguridad de nanoparticulas de oro en la clinica
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también es cuestionable (Wu et al.,, 2019). Sin embargo, el uso de SERS con
nanoparticulas de oro tiene ventajas debido a la alta sensibilidad y especificidad en la

sefal detectada (Li et al., 2018; Zhang et al., 2018).

Otras técnicas como la terapia fototérmica con nanoparticulas de oro, permite la
oscilacion de los electrones en el plasmoén superficial, lo cual convierten la luz en calor.
Algunos estudios han funcionalizado las nanoparticulas de oro con distintos polimeros
biocompatibles y con moléculas como el acido folico, obteniendo buenos resultados en

pruebas clinicas (Kesharwani et al., 2019).

Experimentos realizados en células B16F10, MCF-7, A549 y HNGC-2 han mostrado
que las nanoparticulas de oro son biocompatibles y no presentan citotoxicidad. Sin
embargo, al conjugarlas con doxetaxel generan inhibicion, esto indica que son un buen

vehiculo para la entrega de farmacos (Patra et al., 2015).

Nuestros resultados respecto a ensayos in vitro con nanoestrellas de oro “bare” y
funcionalizadas con acido félico y el 4-aminotiofenol como linker, indican que no
presentan efectos citotoxicos en células MCF7 de cancer de mama. Lo anterior sugiere
gue pueden ser usados como plataformas para la entrega de farmacos y como sistema
de deteccion para el cancer mediante el uso de SERS. Por otra parte, la sefial obtenida
en SERS indica la presencia del acido folico y la union con el 4-aminotiofenol, y que es

podria ser posible su uso como nanoacarreadores.

Algunos otros analisis con nanoparticulas de oro han mostrado diferencias entre
pacientes con cancer y pacientes sanos, manifestando diferencias significativas en la

intensidad de las sefiales obtenidas. Los niveles de biomarcadores detectados se
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correlacionan con la histologia y desarrollo del tumor, el tamafio, la masay el grado de
expresion, contribuyendo a la deteccion de cancer de pulmon, ovario, cérvico-uterino y
otros tipos de cancer (Gao et al., 2017; Yang et al., 2019). Encontrar estas diferencias
es posible debido a las vibraciones especificas de las moléculas presentes en las
muestras, lo que sugiere que el uso de nanoparticulas de oro en conjunto con técnicas
de microscopia de super resolucién y técnicas como el SERS puedan ser utiles para el

diagndstico del cancer y otras enfermedades (Wu et al., 2019; Zhang et al., 2018)

Por otra parte, uno de los concernientes en torno al uso de los nanomateriales es la
toxicidad a largo plazo. En el caso de las nanoparticulas de oro, esto puede ser
descartado, debido a su biocompatibilidad y la falta de especificidad, sin embargo, se
pueden modificar sus propiedades en el proceso de sintesis (Yang et al., 2019). Esto
concuerda con nuestros resultados, ya que la fabricacién y la funcionalizacién, no

mostraron efectos citotdxicos en las células.

Los resultados de nuestra investigacion arrojan que es posible la sintesis de
nanoestrellas de oro mediante el uso de reactivos no téxicos, como alternativa a los
procesos de sintesis en los cuales los agentes reductores residuales generan
citotoxicidad. No obstante, las nanoparticulas obtenidas son bastante grandes,
alrededor de 800 nm de didmetro. Por lo que probablemente no seria posible su uso
para la entrega de farmacos. A pesar de ello, es posible mejorar y controlar el proceso

de sintesis para obtener un tamafio y propiedades deseadas.
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Otro aspecto importante que considerar en la sintesis y el uso de las nanoestrellas de
oro es el proceso de eliminacion ya que se ha demostrado que nanoparticulas muy
pequefias son eliminadas en poco tiempo incluso antes de la terapia, principalmente
por via renal. Por otra parte, si tienen un tamafio mas grande, tienen una mejor
resolucion en diagndstico por imagen, tienen mejor habilidad de absorcién y alta
eficiencia fototérmica porque necesitan menos energia para matar un tumor, por lo que
es necesario que la sintesis genere nanoparticulas del tamafio deseado segun las

necesidades y las propiedades que se buscan (Yang et al., 2019; Borran et al., 2018).

En el presente trabajo se sintetizaron nanoestrellas de oro funcionalizadas con acido
félico y 4-aminotiofenol, mostrando buena sefial de deteccidbn por espectroscopia
Raman-SERS, con biocompatibilidad y libre de agentes reductores citotoxicos. Este
tipo de sintesis y técnicas de deteccion generan una ventana de oportunidad para
hacer mas eficiente el sistema de entrega de farmacos sitio-dirigido, asi como su
potencial uso como arreglos para la deteccion de diversos biomarcadores para el

cancer.
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