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RESUMEN
SINTESIS DE UN SISTEMA A BASE DE NPsAu-3MPS-MTX Y SU EVALUACION EN
EL TRATAMIENTO DEL CANCER CERVICOUTERINO (HeLa) Y MELANOMA (B16-
F10) EN CULTIVOS CELULARES

Por
Manjury Jatziry Hernandez Esparza
Febrero del 2024
Doctora en Ciencias en Ingenieria Quimica
Dirigida por: D. C. Rafael Huirache Acuia, D. C. llaria Fratoddi.

En los dltimos afios, el incremento en el indice de mortalidad a nivel mundial ha
sido a causado por enfermedades de las cuales no existe cura ni un tratamiento
efectivo que pueda disminuir los dafios ocasionados a 6rganos aledafios, como es el
caso del cancer, el principal problema de los tratamientos quimioterapicos son los
efectos secundarios en diversos 6rganos debido a la toxicidad de las moléculas que se
usan para combatir el cancer y no el ataque directo Unicamente a las células malignas.
Por ello, desde la nanotecnologia se exploran rutas alternativas, por ejemplo, el
transporte de farmacos hasta el tumor utilizando nanoparticulas o los tratamientos
alternativos a los farmacos, como la hipertermia, elevacion de temperatura local, entre

otros.

Esta investigacion presenta una evaluacién de un material hibrido basado en
nanoparticulas de oro (NPsAu), estabilizadas con el tiol 3-mercapto-propanosulfanato
(BMPS) y cargadas con el farmaco metotrexato (MTX). El nanosistema NPsAu-3MPS-
MTX se ensay0 para el tratamiento del cancer de cuello de utero y el melanoma,
utilizando las lineas celulares de melanoma B16-F10 y HelLa. Las pruebas realizadas
en cultivos celulares evaluaron la eficacia del nanosistema estudiado sobre las células

tumorales, asi como su toxicologia.
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ABSTRACT

In recent years, the increase in the mortality rate worldwide has been caused by
diseases for which there is no cure or effective treatment that can reduce the damage
caused to surrounding organs, as is the case of cancer, the main problem of
chemotherapy treatments are the side effects in various organs due to the toxicity of the
molecules used to fight cancer and not the direct attack only to malignant cells. For this
reason, nanotechnology is exploring alternative routes, for example, the transport of
drugs to the tumor using nanoparticles or alternative treatments to drugs, such as

hyperthermia, local temperature elevation, among other.

This research presents an evaluation of a hybrid material based on gold
nanoparticles (AuNPs) stabilized with the thiol 3-mercapto-propanesulfanate (3MPS)
and loaded with the drug methotrexate (MTX). The AuNPs-3MPS-MTX nanosystem was
tested for the treatment of cervical cancer and melanoma, using the B16-F10 and HelLa
melanoma cell lines. Tests performed on cell cultures evaluated the efficacy of the

studied nanosystem on tumor cells, as well as its toxicology.
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1. INTRODUCCION

En la actualidad, el uso de la nanotecnologia en el campo biomédico ha
suscitado un gran interés en el diagnostico y tratamiento de ciertas enfermedades
importantes, como el cancer. Este interés surge debido a los efectos tdxicos notificados
de los farmacos para el tratamiento del cancer. En este contexto, la seleccién de un
sistema de transporte adecuado para liberar la sustancia activa desempefia un papel
crucial. La nanotecnologia no sélo mejora la solubilidad, estabilidad y biodistribucion®
del farmaco, sino que también permite una liberacion minimamente invasiva. La
capacidad de fabricar dispositivos a nanoescala facilita su paso a través de poros y
membranas celulares. Ademas, el control de la liberacion del farmaco aumenta su
eficacia, por lo que es esencial tener en cuenta la dosis requerida, el tamafo, la
morfologia y las propiedades superficiales del compuesto. Cuando las nanoparticulas
son capaces de asociarse a 6rganos, tejidos o células dafiadas especificos y liberar el
principio activo in situ, puede reducirse la toxicidad del farmaco. Por otro lado, la
liberacién gradual del farmaco en funcion de las necesidades del paciente ayuda a
mitigar los posibles efectos adversos que pueden derivarse de la administracion directa
incontrolada del farmaco?3.

El uso de farmacos nanoparticulados permite alcanzar niveles de
sobresaturacién que antes so6lo se conseguian al pasar de un farmaco cristalino a uno
amorfo. El tamafio de las particulas desempefia un papel crucial en la velocidad de
disolucién de los farmacos. La reduccion del tamafio de particula puede aumentar
significativamente la velocidad de disolucion y, en consecuencia, mejorar la
biodisponibilidad*. Este efecto puede conducir a una mejor biodisponibilidad del
farmaco. Si la nanoparticula se recubre con un polimero, la liberacion se controla
mediante la difusién del farmaco a través de la membrana polimérica, haciendo que el
recubrimiento de la membrana actie como barrera de liberacion.

Las nanoparticulas de oro (NPsAu) han demostrado su utilidad como portadoras
de farmacos y plataformas de diagnostico debido a su tamafio, ausencia de toxicidad,
facil funcionalizaciéon y elevada relacion superficie/volumen®. El uso de NPsAu ha
mejorado la eficacia de las terapias contra el cancer al aumentar la liberacion de

farmacos en el tumor, debido a sus propiedades fisicoquimicas distintivas. Otros



estudios han puesto de relieve el potencial de las NPsAu como portadoras de farmacos
biocompatibles o0 como potenciadoras de la eficacia terapéutica. Por ejemplo, las
NPsAu ligadas a platino mostraron citotoxicidad en la linea celular de cancer de pulmén
A5495 Ademads, un complejo doxorrubicina-NPsAu indujo la apoptosis y aumento la
regulacion de genes supresores de tumores en células A5498. Por otra parte, las NPsAu
cargadas con paclitaxel han demostrado su eficacia en comparacién con el farmaco
libre para inducir citotoxicidad en células de cancer de mama MCF-7 y MDA-MB-231 y
en la linea celular no cancerosa HEK293. Estas NPsAu demostraron menor toxicidad
en células normales que en células de cancer de mama’.

Las NPsAu conjugadas con acido retinoico-PEG-tiol mostraron una potencia seis
veces mayor que el 4cido retinoico-polietilenglicol-tiol solo cuando se administraron a la
misma dosis en células de cancer de cuello de Utero®. Ademas, Paino et. al. (2018)
realizaron un analisis comparativo de los efectos citotoxicos de las NPsAu recubiertas
con citrato sodico o dendrimeros de poliamidoamina (PAMAM) en células de hepatoma
HepG2 y células mononucleares normales de sangre periférica (PBMCs)®. La utilizacion
de NPsAu de 15 nm portadoras de cisplatino condujo a una reduccién significativa de la
densidad de fibroblastos asociados a cancer colorrectal (CAFs). En resumen, la
estabilidad y biocompatibilidad demostradas por el complejo NPsAu implican que podria
ser muy prometedor como enfoque terapéutico para abordar diferentes tipos de cancer.

El desarrollo de una nanoformulacion basada en NPsAu ultrafinas conjugadas
con MTX permitié6 mejorar la eficacia del farmaco y reducir al minimo su toxicidad en el
tratamiento del cancer de mama. El tamafio ultrapequefio de las NPsAu (5 nm) facilito
una mejor captacionil. En comparacion con otras nanoplataformas, el sistema hibrido
NPsAu-3MPS-MTX aprovecha su capacidad en el tratamiento del cancer debido a la
presencia de MTX cargado (un farmaco contra el cancer), mientras que otras terapias
contra el cancer basadas en nanomateriales, como el efecto de oxidacion relacionado
con la ferroptosis??, la amplificacion del estrés oxidativo'? y la irradiaciéon de luz inducida
por calor (terapias fototérmica y fotodinamica)'* no dependen de la presencia de un
farmaco especifico en las nanoestructuras, por lo que son menos especificas. La
elevada relacién superficie-volumen permite la funcionalizacion multiple, tanto in situ

como ex situ, con diferentes agentes bioactivos!®. Ademas, el oro nanoestructurado no



es propenso a la oxidacion en comparacion con otros iones metalicos libres (por
ejemplo, Fe?*, Cu?*, etc.) y mostré una capacidad de penetracion significativa en células
cancerosas de hasta el 70%?. Ademds, la capacidad de controlar su tamafio y
funcionalizacion ha sido estudiada por Bessar et al. (2018) que examinaron la eficacia
de las MTX-NPsAu para el tratamiento de la psoriasisl’. Dado que los atributos
fisicoquimicos desempefian un papel importante en la difusion de las NPs, existe la
preocupacion por encontrar metodologias de sintesis que influyan en estos atributos y
sean eficientes para aplicaciones posteriores. Por ello, este proyecto de investigacion
se centra en el estudio de la formulacién y evaluacion de un material hibrido basado en
nanoparticulas de oro (NPsAu), estabilizadas con el tiol hidrofilico 3-mercapto-
propanesulfonato (3MPS) y cargadas con el farmaco metotrexato (MTX). Como se ha
sefalado, los agentes funcionalizantes cortos y cargados negativamente mostraron
mejores niveles de captacion intracelular en los queratinocitos de piel humana (HaCaT)
y en las células epiteliales humanas de adenocarcinoma colorrectal (CaCo-2), en
comparacion con las AuNPs largas cubiertas con PEG-COOH y PEG-NH2!8. Asi pues,
se eligié el tiol BMPS como agente estabilizador/funcionalizador de las NPsAu, ya que
presenta varias ventajas en comparacion con otros ligandos de superficie: (i) el grupo
terminal -SH garantiza una funcionalizaciébn covalente a través del enlace Au-S,
evitando la liberacion del agente de superficie durante los estudios de aplicacion, (i) al
llevar un grupo -SOs- cargado negativamente confiere un comportamiento hidrofilo al
coloide final de NPsAu, esencial en aplicaciones biomédicas, y (iii) la fraccion de
sulfonato se ha identificado como la principal contrapartida para la interaccion MTX a
través de fuerzas electrostaticas?®. Ademas, las NPsAu-3MPS y las NPsAu-3MPS-MTX
ensayadas in vitro en modelos cutdneos y en estudios in vivo en ratones con psoriasis
inducida por imiquimod no mostraron citotoxicidad, induciendo una disminucion de la
gravedad del eritema y la descamacion de las lesiones cutaneas en los ratones
tratados'”?°. Las NPsAu sintetizadas, con un tamafio aproximado de 5 nm, contienen
aproximadamente 720 moléculas de tiol en una sola nanoparticula, y la muestra
cargada con el farmaco, NPsAu-3MPS-MTX, mostro un porcentaje de carga del 80 +

5%, con una liberacion del 80% en una hora y de hasta el 95% en 24 horas!’. Se sabe
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gue no hay referencias en la literatura sobre el uso de este nanosistema NPsAu-3MPS-

MTX para el tratamiento del cancer de cuello de Gtero y el melanoma.
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2. MARCO TEORICO

2.1 Las nanoparticulas

La nanociencia y la nanotecnologia se presentan como un area de investigacion
en el estudio de los materiales donde convergen diversas ramas del conocimiento que
permiten estudiar fendmenos desconocidos que ocurren a nivel atbmico y molecular.

La trascendencia de la nanotecnologia reside en que en mundo nanométrico los
materiales pueden lograr o acentuar propiedades diferentes a las que tienen a escala
macroscopica; principalmente, la nanotecnologia tiene como objeto el disefio,
caracterizacion y aplicacion de estructuras, dispositivos y sistemas complejos mediante
el control de la forma, el tamafio y las propiedades de la materia a escala
nanométrical®.

La nanotecnologia es un campo de investigacion interdisciplinario que involucra
quimica, ingenieria, biologia y medicina.

Las nanoparticulas son tipicamente mas pequefias que varios cientos de
nanometros, en comparacion con las moléculas biolégicas grandes, como las enzimas,
los receptores y los anticuerpos. Con un tamafo de aproximadamente cien a diez mil
veces mas pequefio que las células humanas, estas nanoparticulas pueden ofrecer
interacciones con biomoléculas tanto en la superficie como dentro de las células, lo que
puede revolucionar el diagnéstico y el tratamiento de ciertas enfermedades?’.

Las nanoparticulas mejor estudiadas incluyen puntos cuanticos?>23, nanotubos
de carbono?*, nanoparticulas paramagnéticas?®, liposomas?é, nanoparticulas de oro?’ y
muchos otros?®29,

Las nanoparticulas inorganicas son particularmente atractivas como piezas de
construccion y aplicaciones en la biomedicina, debido a sus propiedades opticas,
electrénicas, magnéticas y cataliticas Unicas, muchas de las cuales pueden ser
moduladas simplemente cambiando su tamafo, forma, o la funcionalizacién de la
superficie de la nanoparticula, sin cambiar la composicion del material, dentro de estas,
se encuentran las nanoparticulas de oro (NPsAu), una de las caracteristicas principales
de las NPsAu es su preciso control sobre su tamafio, composicion y funcionalidad,;
representan una opcion eficaz para los sistemas de administracion de farmacos tépicos

gracias a su pequefio tamafio, no toxicidad, facilidad de funcionalizacion y alta relacion
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superficie-volumen3°, Se utilizan como herramientas de diagnéstico / imagen, agentes
radiosensibilizadores, farmacos y sistemas de suministro de genes, terapia fototérmica,
biosensores e ingenieria de tejidos. En todas estas aplicaciones biomédicas, la forma,
dimension (2-500 nm) y funcionalizacion de superficie (natural, positivo, negativo,
bioconjugacién) juega un papel clave en la estabilidad, biodistribucion y escape de las
NPsAu de Sistema RES, liberacion cinética y captacion celular (fagocitosis, difusion,
endocitosis)®. Por otra parte, las NPsAu funcionalizados son utilizadas como
prometedores sistemas de administracion de farmacos para farmacos hidréfobos, como

los esteroides o los medicamentos contra el cancer?’.

2.2 Subtipos de nanoparticulas de Au
Existen muchos subtipos de nanoparticulas de oro segun el tamafio, la forma y

las propiedades fisicas, como se describen a continuacion:

Nanoesferas de oro: También conocidas como coloides de oro, de 2 nm a mas
de 100 nm de diametro se pueden sintetizar mediante la reduccién controlada de una
solucién acuosa de HAuCI4 utilizando diferentes agentes reductores en condiciones
variables. EI agente reductor mas utilizado es el citrato, que puede producir
nanoesferas de oro casi monodispersas®?33, El tamafio de las nanoesferas se puede
controlar variando la proporcion de citrato / oro. Generalmente, una cantidad mas
pequefia de citrato producira nanoesferas mas grandes. Las principales limitaciones de
este método son el bajo rendimiento y la restriccion de usar agua como disolvente. Un
método de dos fases, inspirado en el sistema de dos fases utilizado por Faraday en
1857, capaz de producir nanoesferas de oro térmicamente y estables al aire de
dispersidad, las relaciones molares tiol / oro pueden afectar el tamafio promedio de las
nanoesferas. Las proporciones de tiol / oro mas grande y la adicion mas rapida del
reductor en soluciones enfriadas produciran nanoesferas de oro mas pequefias y mas

monodispersas3*.

Nanorods de oro: Se suelen sintetizar utilizando el método de plantilla, basado
en la deposicion electroquimica de oro dentro de los poros de policarbonato

nanoporoso o membranas de plantilla de alimina3>26, El diametro del nanorod de oro

13



se determina por el diametro de poro de la membrana de la plantilla, mientras que la
longitud del nanorod se puede controlar a través de la cantidad de oro depositado
dentro de los poros de la membrana. Una desventaja fundamental de este método es el
bajo rendimiento, ya que solo se prepara una monocapa de nanorods; la sintesis
mediada por semillas, es el método mas establecido para la preparacion, puede
proporcionar relaciones de aspecto mas altas que las preparadas por otros
métodos3®”38, se producen mediante la reducciéon quimica de una sal de oro con un

agente reductor fuerte como el NaBHa.

Nanoshells de oro: La composicidon y las dimensiones de sus capas se pueden
disefiar y fabricar con picos de resonancia de plasmon de superficie (SPR) que van
desde la region visible a la NIR3, se pueden preparar recubriendo perlas de silice o
polimero con cascaras de oro de espesor variable3®4°, Para recubrir las nanoparticulas
de silice con oro en un ambiente acuoso, se usa una técnica de crecimiento
sembrado. Pueden unirse pequefas nanoesferas de oro (2—4 nm de diametro) al ndcleo
de silice utilizando un silano terminado en amina como molécula de revestimiento, lo
que permite que se reduzca el oro adicional hasta que las particulas se unan®. El
diametro del nanoshell de oro esta determinado en gran medida por el didmetro del
nucleo de silice, y el grosor de la cubierta se puede controlar a través de la cantidad de
oro depositado en la superficie del nlucleo; también se pueden sintetizar a través de la
formacion de nanoparticulas de oro in situ utilizando particulas termosensibles de
nucleo-cascara como plantilla®t. El uso de microgel como nucleo ofrece una agregacion
de particulas significativamente reducida, asi como un control del grosor de las nano-

carcasas de oro utilizando un bafio de oro no electrolitico.

Nanocubos de oro: Se han sintetizado mediante una reacciéon de reemplazo
galvanico entre los nanotubos de plata truncados y el HAuCIs acuoso®. Las
nanoestructuras de plata con morfologias controladas se pueden generar a través de la
reduccion de poliol, donde AgNOs se reduce con etilenglicol para generar atomos de
plata y luego nanocristales. La posterior adicion de atomos de plata a los nanocristales
produce las nanoestructuras deseadas mediante el control de las estructuras cristalinas

de los nanocristales de plata en presencia de poli (vinilpirrolidona), un polimero que
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puede unirse selectivamente a la superficie. Las nanoestructuras de plata, utilizadas
como plantilla de sacrificio, pueden transformarse en nanoestructuras de oro con
interiores huecos a través de la sustitucion galvanica*®>#4. La dimension y el espesor de
la pared de las nanocages de oro resultantes podrian controlarse facilmente, con una

precision muy alta, ajustando la relacion molar de plata a HAuCla.

Nanoparticulas SERS: Es una técnica Optica que ofrece muchas ventajas, como
la fluorescencia y la quimioluminiscencia; incluida una mejor sensibilidad, altos niveles
de multiplexacion, robustez y un rendimiento superior en la sangre y otras matrices
biolégicas*>46, Basicamente se utilizan nanoesferas de oro modificadas, ya sea con
oligonucleétidos*’, polietilglicol (PEG) tiolado*®, o un recubrimiento de silice*®. Es de

gran importancia el uso de grupos tioles para mejorar la biocompatibilidad.

2.3 Técnicas de sintesis
En la actualidad, existe un gran nimero de investigaciones en el mundo para
perfeccionar, afinar y descubrir técnicas experimentales que produzcan

nanoestructuras. Suelen agruparse en dos categorias®®5:

e Top-down o de arriba-abajo: Técnica que consiste en la division de sélidos
MAsicos en porciones mas pequefas, se inicia con una pieza grande de material
y a través de grabado o molienda se obtiene de ella una nanoestructura
mediante la remocion del material; esto puede hacerse mediante técnicas de alta
precision como las litograficas; este enfoque puede involucrar la molienda o el
desgaste, métodos quimicos, y la volatilizacion de un sélido seguido por la
condensacion de los componentes volatilizados®'. Involucra también
principalmente métodos fisicos que describen la evaporacion térmica, la
preparacion de clusters gaseosos, la implantacion de iones, el depdsito quimico
en fase vapor y la molienda o activacion mecanoquimica. Las técnicas ofrecen
confiabilidad y con ellas se obtienen dispositivos bastante complejos, sin
embargo, tienen la desventaja de requerir mucha energia y generar

desperdicios®?.
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e Bottom-up o de abajo-arriba: Técnica que consiste en la fabricacién de
nanoparticulas a través de la condensacion de atomos o entidades moleculares

en una fase gaseosa o en solucién. Se pueden separar en tres partes®3:

a) Sintesis quimica: Método para producir materias primas como moléculas o
particulas, que se puedan utilizar directamente como productos o bien, para fabricar

materiales mas avanzados o complejos.

b) Autoensamble: Técnica en la que, los atomos o0 moléculas se ordenan a si mismas
dentro de nanoestructuras mediante interacciones fisicas y/o quimicas entre las
unidades basicas, este ha ocurrido en la naturaleza durante todo el tiempo, pues es la
base de la formacién de todo organismo vivo. Su uso en la industria es relativamente

nuevo, produce pocos desperdicios y utiliza poca energia.

c) Ensamble posicional: Los atomos, moléculas o sus agregados son manipulados
deliberadamente y posicionados uno por uno. Este método es extremadamente

laborioso y no es conveniente como proceso industrial.

2.4 Aplicaciones de las nanoparticulas

La investigacion de nanoparticulas es una rama fascinante de la ciencia que
expreso un creciente interés debido a una gran variedad de aplicaciones prometedoras
en areas tecnoldgicas de impacto clave®.

Dos areas principales de aplicaciones de nanoparticulas son la ciencia de los
materiales y la biomedicina. El hecho de que los aparatos electronicos sean cada vez
mas rapidos, mejores y mas pequefios es una clara y solida evidencia de tal logro. La
multifuncionalidad es la caracteristica clave de los agentes basados en
nanoparticulas. Las NPs son materiales versatiies con una amplia gama de
aplicaciones en una variedad de campos®®. Los investigadores han recubierto particulas
de oro con ADN y las han inyectado en embriones de plantas o células de plantas. Esto
asegurara que algun material genético entrara en las células y las transformara. Este
método realza plastidios vegetales; por otro lado, han utilizado nanoparticulas de oro
para detectar el cancer de mama. Mas tarde también se descubri6 que las

nanoparticulas podian detectar toxinas y patdogenos. Las propiedades de la electronica
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Optica de las nanoparticulas de oro se estan explorando ampliamente para su uso en
aplicaciones de alta tecnologia como sondas sensoriales®®, conductores electrénicos®’,
agentes terapéuticos®®, fotovoltaica organica®, administraciéon de medicamentos en
aplicaciones bioldgicas y médicas* y catalisis®.

Otras aplicaciones de las nanoparticulas de oro en los dos campos de estudio,

se enumeran a continuacion®°:

e Como agente antimicotico, antimicotico y antimicrobiano cuando se agrega en
plasticos, recubrimientos, nanofibras y textiles.

e En nanocables y aplicaciones de catalizadores.

e Para conectar resistencias, conductores y otros elementos de un chip
electrénico.

e En terapia fotodinAmica: cuando se aplica luz a un tumor que contiene
nanoparticulas de oro, las particulas se calientan rapidamente y matan a las
células tumorales?®.

e Como sustratos para permitir la medicion de las energias vibracionales de los
enlaces quimicos en la espectroscopia Raman mejorada en superficie.

e Los colores dispersos de las nanoparticulas de oro se utilizan actualmente para
aplicaciones de imagenes bioldgicas.

e Detectar biomarcadores en el diagndstico de canceres, enfermedades cardiacas
y agentes infecciosos.

e Como catalizadores en una serie de reacciones quimicas.

e Para aplicaciones en celdas de combustible.

e Ligando los ligandos, etiquetas de imagenes, farmacos terapéuticos, y otras
funcionalidades pueden integrarse para permitir la obtencibn de imagenes

moleculares y la terapia molecular de cierta enfermedad®.

2.5 Importancia en la bio-nanotecnologia
Dentro de las nanotecnologias se encuentran las bio-nanotecnologias que
investigan las interacciones entre los materiales nanométricos y los sistemas

biolégicos®. Los productos de las bio-nanotecnologias incluyen a los
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nanomedicamentos y sus componentes como: aditivos para mejorar la solubilidad y
biodisponibilidad de farmacos muy poco solubles; vehiculos de administracion de
farmacos para desarrollar la persistencia circulatoria y la liberacion dirigida hacia
lugares especificos a determinadas células; transportadores para favorecer su
liberacion controlada; adyuvantes para vacunas; medios de diagndéstico y dispositivos

de administracion de farmacos®?.

Las nanoparticulas pueden imitar o alterar procesos biolégicos por lo que su uso
en la medicina podria dar solucién a viejos problemas asociados con la solubilidad,
biodisponibilidad, inmunocompatibilidad y citotoxicidad de muchos de los medicamentos
de uso tradicional®2. Las nanoparticulas utilizadas en la administraciéon de farmacos
para terapia o para diagnéstico son solidos coloidales que varian su tamafio de 2 nm a
1000 nm. Normalmente, el farmaco de interés es disuelto, encapsulado, adsorbido o
adherido dentro o sobre nanocapsulas (sistema vesicular, en el cual el farmaco es
confinado a una cavidad rodeada por una membrana polimérica) o nanoesferas

(sistema matricial en el que el farmaco es fisica y uniformemente dispersado®3.

La nanotecnologia permite que la liberacion del farmaco sea minimamente
invasiva, ya que posibilita la fabricacion de dispositivos a escala nanométrica, tamafio
que permite a estos dispositivos atravesar poros y membranas celulares. Otra gran
ventaja es que con el control de la liberacién se incrementa la efectividad del farmaco,
por lo que es importante la dosis requerida, el tamafio, la morfologia y las propiedades
superficiales del compuesto. De lograr que las nanoparticulas se asocien a 6rganos,
tejidos o células dafadas y liberen in situ al principio activo debera disminuir la toxicidad
asociada al farmaco. Por otra parte, al ser posible la liberacién paulatina del
medicamento de acuerdo con las necesidades del paciente, se consigue disminuir los
posibles eventos adversos que puedan producirse como consecuencia del suministro
directo no controlado del farmaco?®’. Entre las ventajas de usar farmacos
nanoparticulados se encuentran una mejor biodisponibilidad, una rapida instalacién del
efecto terapéutico en la administracion oral y una disminucion de la variabilidad en la
respuesta obtenida entre los estados de ayuno y no-ayuno. La utilizacion de farmacos

nanoparticulados permite alcanzar niveles de sobresaturacion que solo podrian ser
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logrados cuando se pasa de un farmaco cristalino a uno amorfo. El tamafio de particula
desempeiia un papel importante en la velocidad de disolucion de los farmacos. La
reduccion del tamafio de particula puede aumentar la velocidad de disolucién y con esto
dar una mayor biodisponibilidad*®l. Este efecto puede determinar una mejor
biodisponibilidad del farmaco. Si la nanoparticula esta cubierta por algun polimero, la
liberacion es controlada por la difusion del farmaco a través de la membrana polimérica.
El revestimiento de la membrana actia como una barrera de liberacién del farmaco, por
lo tanto, la solubilidad de los farmacos y su difusion a través de la membrana polimérica
se convierte en un factor determinante en la liberacion del farmaco. Por otra parte, la
velocidad de liberacion también puede verse afectada por interacciones idnicas entre el
farmaco y los aditivos de la formulacion. Cuando el farmaco
atrapado interactia con los aditivos puede formarse un complejo menos soluble en

agua, lo que puede retrasar la liberaciéon del farmaco®.

2.6 El cancer

El término cancer engloba a un grupo de méas de 100 diferentes tipos de la enfermedad
el cual se caracteriza como el rapido y desordenado crecimiento de células
anormales®s.

El cancer es la principal causa de muerte a nivel mundial; en 2015 se calcula que
provoco 8.8 millones de defunciones®.

El cancer se inicia cuando una célula escapa a los controles de division y muerte celular
y comienza a proliferar descontroladamente. Todas las células de un organismo
multicelular complejo estdn sometidas a un riguroso control que abarca tanto su
potencial de proliferaciéon y diferenciacion, como la muerte celular por senescencia o
apoptosis. El triangulo que se establece entre los indices de proliferacién, diferenciacion
y apoptosis constituye la base sobre la cual se asienta la homeostasia de 6rganos y
tejidos®®.

La proliferacion y diferenciacion celular son esenciales para la formacion, reparacion y
mantenimiento de la adecuada funcionalidad de todos los tejidos y érganos en el

organismo. Cuando un tejido en desarrollo alcanza cierto tamafio y organizacién, sus
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células dejan progresivamente de proliferar y se diferencian. El retorno al estado
proliferativo se produce cuando el tejido debe regenerarse, pero al diferenciarse, ciertas
células pierden irreversiblemente, por tanto, la capacidad de division. Desequilibrios de
este control conducen a trastornos de proliferacion y junto a ciertas mutaciones
convierten genes reguladores de proliferacion y diferenciacibn en oncogenes
desencadenantes de cancer®3:6,

El cdncer es una enfermedad caracterizada por el crecimiento anormal y diseminado de
células, que, al desarrollarse en forma incontrolada, avanzan entre los tejidos normales
y los destruyen, alterandose asi el funcionamiento del organismo. Se inicia casi siempre
como una enfermedad localizada. En la mayoria de los casos se trata de padecimientos
cronico-degenerativos, por lo tanto, sus incidencias y tasas de mortalidad tienden a

incrementarse con la edad®®.

2.7 El cancer cérvico uterino

El cancer cervicouterino (CaCu) es uno de los principales problemas de salud publica
en el mundo, acontece en 10% de todos los canceres, es la tercera neoplasia mas
diagnosticada y la causa de muerte entre los canceres ginecoldgicos a nivel mundial®’.
La poblacion femenina originaria de Latinoamérica es considerada como de alto riesgo
para desarrollar CaCu, cada afio se reportan 68,000 casos nuevos. Estudios
comparativos de las tasas de mortalidad por esta patologia, sefialan que las tasas mas
altas corresponden a Chile y México, mientras que las mas bajas ocurren en Cuba,
Puerto Rico y Argentina®®.

En nuestro pais, el cAncer de tipo cérvico uterino se ubica como la segunda causa de
muerte por neoplasias malignas; de tal forma que en 2016 tres de cada 10
fallecimientos femeninos por cancer se deben a este padecimiento, se tienen entre 4 mil
y 6 mil casos al afio de CaCu y al dia fallecen entre 11 y 13 pacientes®4.

El cancer cérvico uterino o de cérvix es una alteracion celular que se origina en el
epitelio del cuello del Gtero y se manifiesta inicialmente a través de lesiones
precursoras, de lenta y progresiva evolucion, que suceden en etapas de displasia leve,
moderada y severa, que evolucionan a cancer, in situ, en grado variable cuando esta se
circunscribe a la lesion epitelial y luego a cancer invasor cuando el compromiso

traspasa a la membrana basal®®.
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El carcinoma del cuello uterino es una de las principales causas de morbilidad y
mortalidad en la mujer. Se reconocen dos tipos histolégicos: el epidermoide o de células
escamosas Yy el adenocarcinoma. El primero se origina en el epitelio plano estratificado
qgue recubre el ectocérvix y el segundo en el epitelio cilindrico que tapiza el canal
endocervical.
Con raras excepciones, el cancer de cuello uterino es el resultado de una infeccion
genital con el virus del papiloma humano (VPH), que es un carcinbgeno humano
conocido. Aunque las infecciones por VPH pueden transmitirse a través de rutas no
sexuales, la mayoria es resultado del contacto sexual. En consecuencia, los principales
factores de riesgo identificados son:

e Sexo a una edad temprana

e Mdltiples parejas sexuales

[ J ETS

e Exposicion a dietilestilbestrol (DES)

e Tabaquismo

e Deficiencia del sistema inmunitario

e Anticonceptivos orales

e Edad

e Factores socioeconémicos
Si bien los factores de riesgo con frecuencia influyen en el desarrollo del cancer, la

mayoria no provoca cancer de forma directa’’.

2.7.1 Virus del papiloma humano

Numerosos estudios epidemioldgicos y moleculares establecen la infeccion persistente
con el Virus del Papiloma Humano (HPV, Human Papillomavirus) como causa necesaria
para el desarrollo del CaCu’?.

El virus presenta diferentes genes a lo largo de su ADN que codificaran para proteinas
capaces de generar nuevos viriones y amplificar la infeccion viral. EI VPH tiene
diferentes subtipos, pero el de tipo 16 es uno de los mas severos porque se lo asocia al
desencadenamiento de cancer cérvico uterino debido a que al expresarse es idéneo de

inhibir a p53 y a pRb, que son proteinas capaces de suprimir a las células tumorales. El
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HPV es un virus pequefio de aproximadamente 55 nm, no envuelto que pertenece a la
familia Papillomaviridae, la capside del HPV esta constituida por 72 capsomeros (60
hexameros y 12 pentdmeros), conformada por las proteinas estructurales L1 y L2 que
albergan el genoma viral’3.

El genoma viral consiste en ADN circular de doble cadena de 7900 pares de bases (pb),
con mas de 10 marcos de lectura abiertos (ORFs) y generalmente una hebra es
transcripcionalmente activa. EI genoma del virus (Fig. 1) ha sido dividido en tres
regiones: la regién larga de control (LCR: Long Control Region), la cual contiene los
sitios de regulacion de la transcripcion y replicacion viral; region temprana (E: Early) que
codifica para los genes implicados en replicacion y mantenimiento del genoma viral (E1-
E8), las proteinas E1 y E2 participan en la replicacion del ADN viral, la proteina E2
reprime la transcripcion de los genes de expresion temprana, a través de la union con
sitios consenso para la proteina E2 en la LCR; y por ultimo, la region tardia (L: Late), la
cual codifica a las proteinas estructurales de la capside L1 y L2, También hay
promotores como PE Y PL que estan relacionados con la fase temprana y tardia, los
promotores PAE y PAL se asocian a la proteccion del ARNm viral mediante la

poliadenilacién’,
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Figura 1. Mapa gendmico del VPH16, donde se muestran los genes E1, E2, E5, E6, E7, la region de

control y la regién codificadora de las proteinas de la capside?.

Existen varios géneros para la familia Papillomavirus, de los cuales sélo Alpha-

papillomavirus, Beta-papillomavirus y Gamma-papillomavirus infectan humanos. Se han
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descrito mas de 200 tipos de VPH, los cuales tienen tropismo por epitelios escamosos
estratificados, infectando piel, mucosa oral y/o del tracto ano-genital’.

Los tipos de VPH cutaneos, entre ellos los tipos 1, 2, 3, 7 y 10, tienen como
blanco principalmente manos y pies, formando verrugas tipicas de la infeccion. Los VPH
gue tienen preferencia por tejidos mucosos infectan las células epiteliales basales de la
boca, garganta tracto respiratorio o epitelio ano-genital y en cualquiera de ellos VPH
podria dar origen a un proceso carcinogénico’®.

Los VPH transmitidos por via sexual son aproximadamente 40, los que pueden
ser agrupados en VPH de bajo riesgo (BR) y alto riesgo (AR) oncogénico. Los VPH de
BR incluyen los tipos 6, 11, 42, 43 y 44, entre los mas frecuentes. De ellos, los mas
importantes son los tipos 6 y 11, que producen verrugas genitales tanto en hombres
como en mujeres. Los VPH de AR son los tipos 16, 18, 31, 33, 34, 35, 39, 45, 51, 52,
56, 58, 59, 66, 68 y 70. De estos tipos virales, el mas importante y mas frecuente en el
CCU es VPH 167",

2.7.2 Tratamiento del cancer cervicouterino
El Sistema Nacional de Salud Mexicano brinda atencién médica aproximadamente a
9,000 casos de cancer cervicouterino invasor y se registran 4,000 muertes anualmente.
En México existe un Programa Nacional de Deteccion Oportuna del Cancer (DOC),
mediante la prueba de Papanicolaou desde 197454,

El cancer de Utero se puede tratar de varias formas. El tratamiento depende del
tipo de cancer de (tero y de cuanto se haya extendido. Los tratamientos incluyen

cirugia, radioterapia, terapia hormonal y quimioterapia.

o Cirugia: El médico extirpa el tejido canceroso por medio de una operacion.

o Radioterapia: El uso de radiacién de alta intensidad (similar a los rayos X) para
matar el cancer.

o Terapia hormonal: La terapia hormonal elimina hormonas o bloquea su accion y
detiene el crecimiento de las células cancerosas. Las hormonas son sustancias
producidas por las glandulas del organismo que circulan en el torrente

sanguineo.
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« Quimioterapia: Tratamiento que utiliza medicinas especiales para reducir el
tamafo del tumor o eliminarlo. Estos medicamentos pueden administrarse en
pildoras o por via intravenosa y, en ocasiones, de ambas maneras.

« Terapia con diana especifica: Los tratamientos con medicamentos con diana
especifica se enfocan en debilidades especificas presentes dentro de las células
cancerosas. Al bloquear estas debilidades, los tratamientos con medicamentos
con diana especifica pueden producir la muerte de las células cancerosas. La
farmacoterapia con diana especifica se combina generalmente con la
quimioterapia. Podria ser una opcidn para el cancer de cuello uterino

avanzado’s.

2.8 Cancer de piel

El cancer de piel es una de las neoplasias mas comunes, en algunos paises
ocupa el primer lugar en frecuencia’. El riesgo de una persona para desarrollar cancer
en la piel depende de factores constitucionales y ambientales. Los factores
constitucionales incluyen la historia familiar, cabello claro o rojo, multiples nevos
melanociticos, sensibilidad a la exposicion solar, entre otros. Mientras que la radiacion
ultravioleta (UV) es un factor de riesgo ambiental bien establecido, y el mas
importante®. El término de cancer de piel incluye tumores de diversa

estirpe celular y diferente agresividad y prondstico, los cuales son:

« Carcinoma basocelular.

o Carcinoma espinocelular o epidermoide.
e Melanoma maligno.

e Adenocarcinoma de glandulas sebéaceas.

« Sarcomas y linfomas®.

2.8.1 Melanoma

El melanoma es una neoplasia maligna que se desarrolla a partir de
los melanocitos , las células productoras de melanina®. A pesar de ser un tipo raro de
cancer de piel, es responsable de la gran mayoria de las muertes relacionadas con el

cancer de piel®3. Ademas, el melanoma metastasico es uno de los tipos de cancer mas
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mutados, heterogéneos y letales®*. Con frecuencia el primer signo de un melanoma es
un cambio de tamafio, forma, color o textura de un lunar. La mayoria de los melanomas
tienen un area negra o negra azulada. El melanoma también puede aparecer como un
lunar nuevo, puede ser negro o anormal®. Normalmente, las células de la piel se
desarrollan de una manera controlada y ordenada: las nuevas células sanas empujan
las células mas antiguas hacia la superficie de la piel, donde mueren y finalmente se
caen. Cuando algunas células desarrollan dafios del ADN, las células nuevas pueden
comenzar a crecer sin control y, con el tiempo, pueden formar una masa de células
cancerosas®.El dafio en el ADN en las células de la piel y como produce un melanoma
es probable que se deba a una combinacion de factores, entre ellos factores
ambientales y genéticos, produzca el melanoma. Sin embargo, se cree que la
exposicion a la radiacion ultravioleta (UV) del sol y de las lamparas y camas de
bronceado es la principal causa del melanoma®’. La luz UV no provoca todos los
melanomas, especialmente aquellos que se producen en lugares del cuerpo que no
estan expuestos a la luz solar. Esto indica que otros factores pueden intervenir en el

riesgo de tener melanoma®:,

2.8.2 Tratamientos del melanoma

La extirpacion es el tratamiento mas comun de este tipo de lesiones, que puede
completarse con la llamada cirugia de Mohs dependiendo de la localizacién o si la
mancha tiene un tamafo considerable, sin embargo, existen diversos tratamientos para

tratar este tipo de cancer:

e Escision simple: Consiste en la extirpacion del tumor y parte del tejido que lo
rodea.

e Cirugia de Mohs: Se elimina la capa de la piel afectada por el cancer y
posteriormente, el médico extrae el tejido que rodea la zona comparando ambos
en el microscopio.

e Criocirugia: Mediante nitrégeno liquido se congelan y destruyen las células

cancerosas.
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e Cirugia laser: Se utiliza en carcinomas muy superficiales sobre los que se aplica
el rayo laser para vaporizar las células cancerosas.

e Electrodesecacion: El tumor se extrae raspando el tejido y después se trata la
zona donde se encontraba la mancha con una aguja eléctrica para destruir las
células cancerosas que queden.

e Quimioterapia: EI medicamento que mas frecuentemente se utiliza es el
fluorouracilo, que usado de forma topica llega a las células mas cercanas de la
superficie de la piel.

e Radioterapia: Consiste en el empleo de radiacidn para destruir las células

cancerosas80.

2.8.3 Metotrexato

Dentro de la farmacoterapia, existen diversos farmacos para tratar el cancer, uno
de ellos y con gran relevancia es el metotrexato (MTX) (Fig. 2), el cual es un
antimetabolito que posee actividad antiproliferativa e inmunosupresora inhibe
competitivamente la dihidrofolato-reductasa, enzima responsable de convertir el acido
félico a tetrahidrofolato, el cofactor necesario para la transferencia de un carbono en
muchas reacciones metabdlicas. Algunas de estas reacciones afectan la proliferacion
celular, incluyendo la sintesis de acido timidilico y de los precursores nucleotidos del
ADN y ARN®,
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Fig. 2. Estructura quimica del metotrexato (MTX), el cual actia como inhibidor alostérico de la DHRF?®°,

La inhibiciébn de la timidilato-sintasa es uno de los efectos méas destacados del
MTX resultando en una inhibicibn de la sintesis del DNA, sus efectos inhibidores
dependen de sus concentraciones intracelulares, y los tejidos con mayor metabolismo

celular y crecimiento mas rapido son los mas afectados. Entre estos, se encuentran los
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tejidos neoplasicos, los foliculos capilares, las células epiteliales del tracto digestivo y
las células de la médula 6sea. El metotrexato inhibe la proliferacion celular en la fase S
del ciclo celular. En dosis altas (> 30 mg/m?) el metotrexato inhibe las células en la fase
S y ralentiza la entrada desde G1 a S%.

El metotrexato es especifico de la fase S del ciclo de division celular. Su accién
consiste en la inhibicion de la sintesis de ADN, ARN, timidinato y proteinas como
resultado de la union relativamente irreversible con la dihidrofolato reductasa (Fig. 3), lo
que evita la reduccién de dihidrofolato a tetrahidrofolato activo®:.

ANTIMETABOLITOS
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oUW ACIDO
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Fig.3.: Efecto del MTX como inhibidor alostérico de la DHFR generando &cido folinico®.
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3. ANTECEDENTES

Las nanoparticulas se han desarrollado en las ultimas décadas, particularmente
en Tecnologia Farmacéutica, pues al incorporarse a diversas formas farmacéuticas
ocasionan incremento en el tiempo de permanencia del medicamento en el lugar de
absorcion, prolongando la efectividad del farmaco. También puede formularse como
sistemas de liberacién controlada®.

Estos materiales se emplean para retener el principio activo en la zona de
absorcién de la membrana epitelial, consiguiendo asi una liberacién sostenida del
farmaco lo que se traduce en una menor frecuencia de administracion®:.

El metotrexato (MTX), el cual ha sido estudiado en la ultima década por su uso
en distintas enfermedades como la artritis reumatoide, la psoriasis y el cancer; es un
antagonista del folato, conocido como adyuvante para el tratamiento de varios tipos de
cancer y adecuado para inhibir la dihidrofolato reductasa en sistemas de expresion de
proteinas basados en DHFR&8%, MTX también es eficaz en el tratamiento de la malaria
por Plasmodium vivax resistente a los parasitos y muestra efectos inmunosupresores.
Sin embargo, los estudios clinicos han revelado que su reaccion fue limitada porque
llevé a efectos secundarios téxicos relacionados con la dosis y debido a la resistencia
farmacoldgica de las células tumorales®.

Las nanoparticulas inorganicas son particularmente atractivas como piezas de
construccion y aplicaciones en la biomedicina, debido a sus propiedades o6pticas,
electronicas, magnéticas y cataliticas Unicas, muchas de las cuales pueden ser
moduladas simplemente cambiando su tamafo, forma, o la funcionalizacién de la
superficie de la nanoparticula, sin cambiar la composicion del material, dentro de estas,
se encuentran las nanoparticulas de oro (NPsAu), una de las caracteristicas principales
de las NPsAu es su preciso control sobre su tamafio, composicion y funcionalidad;
representan una opcion eficaz para los sistemas de administracion de farmacos tépicos
gracias a su pequefio tamafio, no toxicidad, facilidad de funcionalizacion y alta relacion
superficie-volumen3°. Por lo cual, en estos antecedentes las NPsAu en el tratamiento
del cancer cervicouterino y melanoma utilizando como sustancia activa al MTX, es un
prometedor avance nanotecnolégico en pro de mejorar la calidad de vida de los

pacientes de dichas enfermedades.
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4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Debido a los cambios en el crecimiento poblacional y el envejecimiento, la OMS
estima que para el 2030 los casos de canceres sobrepasaran los 20 millones anuales.
Sin embargo, esos nimeros podrian reducirse significativamente, ya que se calcula que
entre el 30% y el 50% de los canceres son prevenibles mediante la adopcion de habitos
saludables, vacunacion y diagnésticos y tratamientos oportunos®4.

La efectiva administracion de sustancias activas en las células tumorales en la
actualidad, no ha sido posible en su totalidad, ya que algunos farmacos han presentado
efectos secundarios téxicos en el organismo, por lo que es necesario su vectorizacion,
direccionamiento y ausencia de toxicidad para actuar Unicamente sobre las células
blanco que son afectadas por el cAncer cervicouterino o del melanoma; las NPsAu son
de gran relevancia para este problema, ya que debido a sus propiedades como son
tamafo, ausencia de toxicidad y facil funcionalizacién (utilizando un polimero), es
posible asegurar que esas moléculas solamente actien sobre el 6rgano seleccionado,
ademas de favorecer la solubilidad del farmaco y disminuir los efectos secundarios
toxicos que presenta en el organismo, estas ventajas se pueden lograr en conjunto, ya
gue dicho sistema tiene la posibilidad de permanecer adherido a las células tumorales y

modular la liberacién del principio activo.
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5. JUSTIFICACION

La administracion y las formulaciones de farmacos han sido revolucionadas con
el advenimiento de las nanotecnologias. El empleo de las nanoparticulas (NPs) en la
medicina promete resolver los problemas de administracion de farmacos en células
especificas y facilitar el movimiento de los mismos, a través de diferentes barreras en el
organismo. Esto influiria de manera positiva en el tratamiento de enfermedades, al
poder controlar el paso de sustancias activas que normalmente, sin el uso de las
nanoparticulas, limitarian su funcion. El desafio consiste en la caracterizacion precisa
de los blancos moleculares, asi como, en asegurar que esas moléculas solamente
actuen sobre el érgano seleccionado y disminuya la toxicidad de la sustancia activa en
el organismo.

Debido a que el tamafio, forma y carga superficial de las NPs juegan un papel
importante en la difusién a través de la membrana celular y la posterior liberacién de
farmacos en el tratamiento de enfermedades como el cancer, es de gran importancia la
busqueda de metodologias de sintesis que influyan en dichos atributos y que sean
eficientes para su posterior aplicacion. En el area biomédica, el uso de farmacos como
el MTX por su caracter hidrofilico no puede atravesar la membrana celular, por lo que,
para entrar en la célula, debe usar un sistema de transporte especifico, asi como la
modulacion de la liberacion del farmaco, en este contexto, utilizar las NPsAu es un
método eficiente. Por lo anterior, el estudio de la sintesis de este material generara
conocimiento interdisciplinario, el cual sera de importancia para el posible control y

disminucion del cancer cervicouterino.
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6. HIPOTESIS

La sintesis de un sistema hibrido a base de NPsAu-3MPS-MTX proporcionara la
habilidad de adhesion, direccionamiento y modulacion para la liberacién de metotrexato
(MTX) en las células HeLa y B16-F10 en cultivos celulares.
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7. OBJETIVOS

7.1 Objetivo General
Sintetizar un material a base de NPsAu-3MPS-MTX que permita el transporte de

MTX como sustancia activa y evaluarlo en cultivos celulares.

7.2 Objetivos especificos

1. Desarrollar y encontrar las condiciones de sintesis de NPsAu con propiedades
fisicoquimicas tales que permitan su posterior funcionalizacién con grupos tiol (3-
mercapto-propanosulfonato) e incorporacion de la sustancia activa metotrexato
(MTX).

2. Caracterizar los materiales propuestos mediante diferentes técnicas analiticas:
UV vis, DLS, XRD, TEM (NPsAu-3MPS); DLS, FTIR, SE-TEM, AFM (NPsAu-
3MPS-MTX).

3. Evaluar el efecto citotdxico in vitro utilizando lineas celulares del cancer de piel
(B16-F10) y del cancer cervicouterino (HeLa) a diferentes concentraciones de
NPsAU-3MPS y del sistema NPsAu-3MPS-MTX.

4. Evaluar la biocompatibilidad de NPsAU-3MPS y del sistema NPsSAu-3MPS-MTX

a diferentes concentraciones en las lineas celulares.
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8. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

8.1 Sintesis de NPsAu-3-mercapto-propanosulfonato (NPsAu-3MPS)
En una sintesis tipica se utilizan 200 mg de HAuCls 3H,0 en 20 ml de agua

desionizada y se agrega una solucion de 3MPS (340 mg) en 20 ml de agua
desionizada. Se incorpora el agente reductor NaBHs4 (190 mg en 20 ml de agua
desionizada) bajo agitacion vigorosa. Se permite a la mezcla reaccionar a temperatura
ambiente por 3 h y al final un sélido color café se recupera y purifica por centrifugacion
(13,000 rpm, 20 min). La relacién molar (Au/thiol) = ¥4y (Au/NaBH4) = 1/10%.

8.2 Incorporaciéon de metotrexato en NPsAu-3MPS (NPsAu-3MPS-MTX)

Las NPsAu-SMPS (10 mg) se disuelven en agua (4 ml pH =5.5),
posteriormente la solucion se somete a agitacion por 4 h a temperatura ambiente en
presencia de MTX (2 mg) para obtener una relaciéon (NPsAu-3MPS/MTX) = 5/1. La
mezcla de reaccion se mantiene en la oscuridad para evitar la degradacion del MTX con
la luz. Después de 4 horas, la mezcla se purifica mediante centrifugacion (13,000 rpm,
90 minutos) para separar el material NPsAu-SMPS/MTX del MTX libre en la solucién.
Para analizar el contenido de MTX en solucion se toma un 1 mly se diluye en 100 ml de

agua a pH = 5.5%,
8.3 Caracterizacion de los nanomateriales

8.3.1 Analisis por dispersion de la luz dinamica (DLS)

La dispersion de luz dinamica (DLS) es una técnica que permite determinar el
tamafio de particulas en suspension hasta rangos del orden de los nandmetros, el uso
del movimiento Browniano de las particulas en suspensién permite alcanzar estos
limites de sensibilidad. Adicionalmente, este método no altera de ninguna manera la
matriz de estudio debido a que es una técnica no invasiva. Los parametros que se
midieron fue la dispersion del tamafio por el diAmetro hidrodinAmico en una solucién de
H20 a una temperatura de 25 °C mediante el uso de un aparato de dispersion Malvern
Nano ZS90 (Malvern Zetasizer Nanoseries Instruments Ltd., Worcestershire) a una

concentracion de nanoparticulas en soluciones acuosas (0,01-0,20 mg/mL). El
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potencial zeta se midi6 utilizando un aparato Malvern NanoZS90 con cubetas capilares

plegadas desechables de 1ml, provistas de electrodos.

8.3.2 Analisis por espectroscopia ultravioleta visible (UV-vis)

La espectroscopia ultravioleta-visible (UV-vis) utiliza radiacion electromagnética
de las regiones visible, ultravioleta cercana (UV) e infrarroja cercana (NIR) del espectro
electromagnético, por lo que la longitud de onda se encuentra entre 380 nm y 780 nm.
La radiacion absorbida por las moléculas desde esta regién del espectro provoca
transiciones electronicas que pueden ser cuantificadas. La espectroscopia UV-visible se
utiliza para identificar algunos grupos funcionales de moléculas y, ademas, para
determinar el contenido y fuerza de una sustancia. Se utiliza de manera general en la
determinacién cuantitativa de los componentes de soluciones de iones de metales de
transicion y compuestos organicos altamente conjugados. Los espectros UV-vis se
corrieron en soluciones de H20 utilizando celdas de cuarzo, con un espectrofotometro
Varian Cary 100 Scan UV-vis.

8.3.4 Analisis por difraccion de rayos X (XRD)

La difraccion de rayos X (XRD) permite la rapida identificacion de materiales
particulados. Proporciona informacion detallada acerca de la estructura cristalografica
de sus muestras, que puede utilizarse para identificar las fases presentes. XRD es
especialmente Util para la identificacion de fases de grano fino, por lo cual se utilizaron
10 pg de las NPsAu, proporcionando el difractograma con la informacién
correspondiente para posteriormente indexarla y determinar los indices de Miller con el

programa XPertHighScore Plus.

8.3.5 Analisis por espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FT-IR)

La espectroscopia de infrarrojos (IR) es una poderosa técnica analitica que
permite analizar compuestos quimicos estudiando la vibracién de sus enlaces. Este tipo
de espectroscopia permite identificar enlaces quimicos en diferentes regiones del
espectro IR, desde el infrarrojo cercano (NIR), hasta el infrarrojo medio (MIR) y el
infrarrojo lejano. La region del infrarrojo medio es la zona del espectro con mayor

riqgueza de informacion y, por lo tanto, muy deseable para el andlisis e identificacion de
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compuestos. Los espectros FTIR se registraron en peliculas depositadas a partir de

soluciones de etanol usando celdas KRS-5, con un espectrofotometro Bruker Vertex 70.

8.3.6 Analisis por microscopia electronica de transmision (TEM)

El microscopio electronico de transmision (TEM) proporciona una imagen de
las nanoparticulas analizadas, ya que los electrones difractados al pasar a través de la
muestra generan un difractograma que puede ser transformado directamente en dicha
imagen mediante lentes magnéticas que es la proyeccion de la estructura cristalina a lo
largo de la direccidn de los electrones. El tamafio y la morfologia de las NPsAu se
determinaron por el microscopio electronico de transmision. Los histogramas de tamafio
de las nanoparticulas se llevaron a cabo con mediciones realizadas mediante el

programa OriginPro 2019.

8.3.7 Analisis por microscopia de fuerza atémica (AFM)

El AFM es una técnica de medida superficial que se basa en la interaccion de
una punta con la superficie de la muestra. Esta técnica permite el andlisis superficial de
muestras con resolucién nanométrica o incluso atomica. Como principal ventaja tiene la
posibilidad de hacer medidas sin ningan tratamiento previo de la muestra a medir, y sin
la necesidad de emplear vacio. Las imagenes de microscopia de fuerza atémica (AFM)
se adquirieron con el instrumento Veeco, modelo Icon con controlador y sistema
integrado Nanoscope-5Harmonix en una muestra recién colada en un sustrato de
Si/SiO2. Se utiliz6 una centrifuga Mini Spin-Eppendorf para la purificacion de las
muestras de NPsAu (13000 rpm, 20 min, 5 x con agua desionizada) y se efectuo la

operacion.

8.4 Cultivo de células de melanoma y células HelLa

La linea celular B16-F10 de melanoma de raton (ATCC CRL-6475) y células
HelLa se cultivan en medio DMEM (por sus siglas en inglés Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium) suplementado con 10% v/v de suero fetal bovino (FBS, por sus siglas en
inglés Fetal Bovine Serum), 1% v/v de antibiotico/antimicético, 1% v/v de L-glutamina y

de bicarbonato de sodio (2 g/L), ajustado a un pH de 7.4, y esterilizado mediante
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filtracion a través de un filtro con un tamafio de poro de 0,22 um. Las células se
mantuvieron en placas de Petri para cultivo celular a 37 °C en una atmésfera de 5% de

CO2 hasta la confluencia.

8.5 Ensayos de viabilidad celular por reduccion de MTT

El ensayo de viabilidad celular por reducciéon de MTT se realiz6 en una placa
de 96 pocillos, en la que se sembraron 10,000 células en cada pocillo, en un volumen
final de 100 pL de DMEM, y luego se incubaron durante 24 horas a 37 °C en una
atmosfera de 5% de CO2. Posteriormente, se desechd el medio de cultivo y se
afiadieron diferentes concentraciones de NPsAu-3MPS, NPsAu-3aMPS-MTX y MTX (O,
1,2,4,8, 16, 32y 64 pg/mL) a cada pocillo por triplicado en un volumen final de 100 pL
de medio de cultivo celular, y luego se incubaron durante 48 horas a 37 °C en una
atmosfera de 5% de COo. Las células cultivadas con medio celular se utilizaron como
control positivo, mientras que las células expuestas a TritonX-100 al 0.5% (v/v) se
utilizaron como controles negativos. A continuacion, se decant6 el medio de cultivo de
la placa y las células se lavaron tres veces con 200 ul de tampon fosfato (PBS 1x),
después se afiadieron 10 pl de MTT (5 mg/mL) y 90 ul de medio de cultivo a cada
pocillo, la placa se incubé durante 4 horas a 37°C en una atmésfera de 5% de CO.. Las
células cultivadas con medio celular se utilizaron como control positivo, mientras que las
células expuestas a TritonX-100 al 0,5% (v/v) se utilizaron como controles negativos. A
continuacion, se decant6 el medio de cultivo de la placa y las células se lavaron tres
veces con 200 ul de tampdn fosfato (PBS 1x), después se afiadieron 10 pl de MTT (5
mg/mL) y 90 ul de medio de cultivo a cada pocillo, la placa se incubé durante 4 horas a
37°C en una atmosfera de 5% de CO2. Después de esto, se afiadieron 100 uL de
isopropanol puro a cada pocillo, y la muestra se resuspendié varias veces para disolver
los cristales de formazan, después se incubd la placa durante 30 minutos a temperatura
ambiente y en la oscuridad. Por ultimo, se midié la absorbancia del formazan a una
longitud de onda de 570 y 690 nm en un lector de placas ELISA Thermo Scientific
Multiskan GO. Para calcular la viabilidad celular, se restdé la absorbancia de las

muestras a 690 nm de la absorbancia a 570 nm. El valor de absorbancia del control
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positivo se tomd como el 100% de la viabilidad celular; a partir de ahi, se calcul6 el

porcentaje correspondiente para cada pocillo.

8.6 Deteccidn de las especies reactivas de oxigeno (ERO)

Mediante la evaluacion de la produccion de especies reactivas de oxigeno
(ERO) es posible determinar si las nanoparticulas son capaces de inducir un estrés
oxidativo significativo en las lineas celulares expuestas a diferentes concentraciones de
NPsAu-3MPS, y NPsAu-3MPS-MTX y MTX libre de farmaco. Para ello, utilizando el kit
de deteccion de especies reactivas de oxigeno Image-IT Live Green (136007,
Invitrogen), fue posible medir por citometria de flujo la fluorescencia de CFDA, un
reactivo que se reduce por las ERO generadas en el citoplasma de la célula.

8.6.1 Cultivo celular para la deteccion de ERO

Para este ensayo, cada linea celular se sembr6 en una placa de 12 pocillos a
una densidad de 150,000 células por pocillo y se incubé durante 48 h a 37°C en una
atmosfera del 5% de CO:2 con diferentes concentraciones de NPsAu-3MPS, NPsAu-
3MPS-MTX y MTX (0, 1, 2, 4, 8, 16, 32 y 64 ug/mL). Después de esto, se cosecharon
las células, y el sedimento celular se resuspendié en 250 yuL de DMEM con el reactivo
carboxyH2-DCFDA (25 uM) y se incubo a 37°C en una atmosfera de 5% de CO2 durante
1 hora. Para medir la produccion intrinseca de ERO, las células se cultivaron
Unicamente en DMEM, mientras que para inducir estrés oxidativo; las células se
expusieron a 50 uM de hidroperéxido de terbutilo (TBHP) durante 24 horas. Tras la
incubacion, las células se centrifugaron a 1,200 rpm durante 5 minutos, se eliminé el
sobrenadante y el precipitado se resuspendié en 1 mL de PBS. Por ultimo, las células
se analizaron por citometria de flujo con un citdbmetro Attune NxT utilizando el canal de
fluorescencia BL1 (Excitacion 488 nm/Emision 525 nm). Los datos registrados fueron de
al menos 30,000 eventos para cada muestra con sus respectivos triplicados. Los datos
se analizaron utilizando el software Attune NXT versién 3.2.1 (Life Technologies,
Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EE.UU.).
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8.7 Permeabilidad de la membrana celular

Tras exponer las células a diversas concentraciones de MTX, NPsAu-3MPS y
NPsAu-3MPS-MTX, se recogieron las células y se suspendieron en 200 ul de PBS.
Posteriormente, las células se incubaron en 25 °C durante 30 min con yoduro de
propidio (Pl) para evaluar la permeabilidad de la membrana celular. Tras esta
incubacion, las células se lavaron tres veces con PBS y se sometieron a analisis
adicionales mediante citometria de flujo. Los datos se adquirieron a partir del examen
de al menos 10,000 eventos, con deteccion de Pl realizada en el canal BL3 utilizando el
citometro de flujo Attune NXT (Life Technologies, Carlsbad, CA, EE.UU.) y se analizaron

utilizando el software de adquisicion Attune NXT version 3.2.1 (ThermoFisher).

8.8 Ensayo de muerte celular por apoptosis y necrosis

La muerte celular, ya sea por apoptosis o necrosis inducida por la incubacion
de células HelLa y B16-F10 con diferentes concentraciones de MTX, NPsAu-3MPS y
NPsAu-3MPS-MTX, se midi6 mediante citometria de flujo con tincion de isotiocianato de
fluoresceina (FITC)-annexina V y yoduro de propidio (PI), utilizando el kit de deteccién
de apoptosis Annexin V-FITC (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EE.UU.).

8.9 Evaluacion de la captacion de NPsAu

Para evaluar la captacion celular de NPsAu-3MPS, NPsAu-3MPS-MTX y MTX,
realizamos una comparacion de la granularidad celular mediante citometria de flujo. La
internalizacién de las nanoparticulas se evalu6 comparando los valores de dispersion
lateral de las muestras celulares, como se ha documentado previamente?!. Sembramos
una densidad de 4 x 10° células en una placa de 12 pocillos y las cultivamos durante 24
horas a 37 °C con un 5% de CO2. Posteriormente, las células se lavaron con PBS y se
incubaron con NPsAu-3MPS, NPsAu-3MPS-MTX y MTX a una concentracién de 1 a 64
ug/m durante 48 horas en las mismas condiciones. Posteriormente, las células se
sometieron a tres lavados con PBS, se cultivaron utilizando tripsina/EDTA (Sigma
Aldrich, MO, EE.UU.) y se resuspendieron en 1 mL de PBS. A continuacién, las
muestras se analizaron mediante citometria de flujo con un citometro de flujo Attune

NXT (Life Technologies, Carlsbad, CA). Se recogieron datos de citometria de flujo de al
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menos 10,000 eventos (células) y se analizaron en funcion de las sefales de dispersion
frontal (FSC) y dispersion lateral (SSC) utilizando el software Attune NXT (Life
Technologies).

8.10 Analisis estadistico

Todos los experimentos se realizaron de forma independiente con triplicados
internos. Los datos se analizaron estadisticamente con el programa GraphPad Prism
version 10.0 (San Diego, CA, EE.UU.) mediante un analisis de varianza ANOVA,
seguido de la prueba de comparacion mdultiple de Tukey. Los resultados se
representaron como la media + desviacion estandar de tres experimentos

independientes y se consideraron estadisticamente significativos cuando p<0.05.
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9. RESULTADOS

9.1 Sintesis de NPsAu funcionalizadas con 3MPS

El espectro UV-vis (Fig. 4) de las nanoparticulas de Au-3MPS mostré una

resonancia de Plasmon a aproximadamente 530 nm, tipica de nanoparticulas de oro de
bajo diametro.

0.3

Absorbance (a. u.)

0.2

0,1 T T v
400 500 600 700 800

7 (nm)

Fig. 4. Espectro UV-vis de NPsAu-3MPS.
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Fig. 5. Espectro DLS de NPsAu-3MPS.

Se prepararon nanoparticulas de oro coloidal estable con tiol 3MPS
como capa funcionalizadora, los pasos de purificacién permitieron obtener NPsAu con
un diametro hidrodinamico medio estrecho igual a 4 £ 1 nm segun lo confirmado por la
técnica DLS (Fig. 5).

Se llevo a cabo la caracterizacion por difraccion de rayos X de las NPs para

determinar su forma y se observa en el difractograma la siguiente informacion, de
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acuerdo a los indices de Miller obtenidos y basandonos en Downs et al. (1993) la forma

cubica de las nanoparticulas de oro ademas de la presencia de triéxido de azufre (SOs).

XRD NpsAu * Au
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Fig. 6. Difractograma de XRD de NPsAu-3MPS.

9.2 Sintesis del conjugado NPsAu-3MPS-MTX

El tamafio y distribucion de NPsAu-3MPS y NPsAu-3MPS-MTX fueron
evaluados por DLS. La figura 7 muestra el tamafio hidrodinamico de la distribucion de
muestras coloidales diluidas en agua desionizada. La curva roja en la Fig. 7 muestra la
distribucion de tamafio hidrodindmico de NPsAu-3MPS por volumen con <2RH> 5+1nm.
La curva azul en la Fig. 7 muestra la distribucion de tamafio hidrodinamico de NPsAu-
3MPS-MTX con <2RH> 710+160nm. Los resultados destacan un incremento

significativo en el tamafio medio de particula del coloide en presencia de MTX.
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Fig. 7. Espectros UV-Vis normalizados de NPsAu-3MPS y NPsAu-3MPS-MTX en agua desionizada.

Se prepar6 y caracterizé el conjugado NPsAu-3MPS-MTX para evaluar la
interaccion entre las NPsAu y el farmaco MTX.

El sistema NPsSAU-3MPS-MTX se estudi6 mediante espectroscopia FT-IR y la
interaccion se evidenci6 a partir del analisis de picos. Los espectros FT-IR (informados
en la Fig. 8 para el farmaco MTX y el sistema NPsAU-SMPS-MTX en la Fig. 9)
confirmaron la presencia de MTX en el sistema, con los picos de absorcién tipicos en
3059 y 2951 cm™' debido al grupo carboxilico y los modos vibracionales C-N y NHz en
1685, 1616, 1389 y 1073 cm™'. En particular, los grupos amida fueron observados a

1684 cm™ para el MTX libre y a 1614 cm™' en el sistema.
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Fig. 8. FT-IR del MTX.
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Fig. 9. FT-IR del sistema NPsAu-3MPS-MTX.
Se llevo a cabo la caracterizacion por DLS de NPsAu- 3MPS y del sistema

NPsAu-3MPS-MTX para obtener informacion sobre la estabilidad, comparando los
datos de NPsAu-3MPS y NPsAu-3MPS-MTX, el valor de potencial Z evidencié una
pequefia disminucion (de -27 £ 3 mV y en NPsAu-3MPS a -32 £ 1 mV en el sistema),

como resultado de muestras estables al agua hasta 6 meses como se observa en la

Fig. 10.
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Fig. 10. DLS y potencial Z: (a-b) NPsAu-3MPS; (c-d) NPsAu-3MPS-MTX frescas; (e-f) NPSAuU-3MPS-MTX
6 meses (b-d).

La morfologia del sistema fue observada por FE-SEM y se observaron
microscopias AFM, no se observaron modificaciones en la morfologia de NPsAu-3MPS
tras la interaccion con MTX. Es de destacar que no se observaron estructuras
agregadas. En las siguientes figuras se puede observar que en estado sélido se
obtienen nanoparticulas de tamafio bastante regular con didmetros de

aproximadamente 5 nm.
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Fig. 11. a) Imagen FESEM del sistema NPsAu-3MPS-MTX; b) y ¢) Imagenes AFM del sistema NPsAu-
3MPS-MTX.
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9.3 Viabilidad celular de células HelLa y células del melanoma B16-F10

En la Fig. 12 se presenta el porcentaje de viabilidad celular de las células
cancerosas B16-F10 y HeLa en presencia de NPsAu (NPsAu-3MPS), NPsAu-3MPS-
MTX y MTX a diferentes concentraciones (1, 2, 4, 8, 16, 32, 64 ug/mL). Puede
observarse que la exposicion de ambas lineas celulares a todas las concentraciones de
NPsAu no induce citotoxicidad significativa. Sin embargo, el nanosistema hibrido
NPsAu-3MPS-MTX provoc6é una disminucion significativa de la viabilidad celular en
ambas lineas celulares de forma dependiente de la concentracion. De hecho, a
concentraciones mas altas del sistema, la viabilidad celular disminuyé casi un 70% tanto
para las células B16-F10 como para las HeLa. Ademas, se observo que el farmaco
metotrexato (MTX) inducia menos citotoxicidad que el bioconjugado NPsAu-3MPS-

MTX, lo que indica que el nanosistema no afecta a la vectorizacion del farmaco.
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Fig. 12. Viabilidad celular de (a) células de melanoma B16-F10 y (b) células HeLa expuestas a diferentes
concentraciones de NPsAu, NPsAu-MTX y MTX. Los resultados se expresan como la media + DE (n=3),

**p<0.01; **p< 0.001 utilizando ANOVA de dos vias con la prueba de comparacion de Tukey.

9.4 Permeabilidad de la membrana celular de las células B16-F10 y HelLa

La Fig. 13 muestra el porcentaje de células permeabilizadas para ambas lineas
celulares en relacién con las concentraciones utilizadas para cada tratamiento. El uso
de NPsAu con la sustancia activa dio lugar a una permeabilizacion celular
significativamente mayor a una concentracion de 32 pg/mL en comparacion con su
homélogo sin MTX y con el farmaco MTX solo. Como se mencioné'® S. Cerra, et al.
(2020), la sintesis de NPsAu-3MPS-MTX proporciona un nanosistema que mejora la

penetracion del farmaco MTX en el interior de las células durante los estudios de
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permeabilidad celular. Por otro lado, al estudiar células HelLa, se observo que el MTX
induce una mayor permeabilizacion celular que el efecto provocado por las NPsAu-
3MPS-MTX.
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Fig. 13. Permeabilidad celular de (a) células de melanoma B16-F10 y (b) células HeLa expuestas a
diferentes concentraciones de NPsAu, NPsAu-MTX y MTX. Los resultados se expresan como la media +
DE (n=3), **p<0.01; ***p< 0.001 utilizando ANOVA de dos vias con la prueba de comparacién de Tukey.

9.5 Generacién de ERO en células HeLa y células de melanoma B16-F10

La Fig. 14 muestra el porcentaje intracelular de ERO producidas en células HeLa
y células de melanoma B16-F10 al incubarlas con NPsAu (NPsAu-3MPS), NPsAu-
3MPS-MTX y MTX. Este analisis se realiz6 indirectamente cuantificando Ila
fluorescencia del reactivo carboxyH2-DCFDA, que se reduce por las ERO generadas en
el citoplasma celular y da lugar a DCF, un compuesto fluorogénico. Los resultados
demuestran la capacidad de las NPsAu para inducir un estrés oxidativo significativo.
Como se muestra en la Fig. 15a, la linea celular de melanoma B16-F10 incubada con
NPsAu-3MPS-MTX exhibié un aumento en la produccion de ERO en comparacién con
la contraparte NPsAu-MPS. La produccion de ERO aumenté significativamente a
concentraciones que oscilaban entre 8 y 64 pug/mL de NPsAu-3MPS-MTX. Por el
contrario, el porcentaje de ERO producidas por la linea celular HeLa expuesta a las
mismas concentraciones de NPsAu-3MPS-MTX mostré un aumento en la produccion de

ERO dentro del rango de concentracién de 2 a 64 ug/mL de NPsAu-MPS.
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Fig. 14. Produccién de ERO de (a) células de melanoma B16-F10 y (b) células HelLa expuestas a
diferentes concentraciones de NPsAu, NPsAu-MTX y MTX. Los resultados se expresan como la media +
DE (n=3), **p<0.01; ***p< 0.001 utilizando ANOVA de dos vias con la prueba de comparacion de Tukey.

9.6 Determinacion de la muerte celular por apoptosis y necrosis para las células
B16F10 y HeLa
Se evaludé la muerte celular para ambas lineas celulares, utilizando NPsAu-

3MPS, MTX y el sistema propuesto NPsAu-3MPS-MTX. La Fig. 15a muestra los
resultados para la linea celular de melanoma B16-F10, indicando que no hubo
diferencias significativas en los valores de muerte celular cuando se utilizaron diferentes
concentraciones de NPsAu-3MPS y MTX. La muerte celular se mantuvo por debajo del
10%. Sin embargo, cuando las células B16-F10 se trataron con diversas
concentraciones de NPsAu-3MPS-MTX que oscilaban entre 4 y 64 ug/mL, se

desencadend la apoptosis en mas del 50% de las células.

En la Fig. 15b, se observo el efecto de las NPsAu-3MPS y el MTX sobre las
células HelLa. En este caso, las células HelLa fueron méas susceptibles al MTX en
comparacion con las células B16-F10. EI MTX a concentraciones superiores de 16 a 64
Mg/mL indujo una apoptosis temprana en mas del 25% de las células. Sin embargo,
cuando las células HelLa se expusieron a diferentes concentraciones de NPsAu-3MPS-
MTX, la apoptosis tardia fue el principal modo de muerte celular. Los resultados indican
qgue las células HeLa son mas susceptibles a los efectos del nanosistema propuesto
NPsAu-3MPS-MTX que las células de melanoma B16-F10.
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Fig. 15. Muerte celular de (a) células de melanoma B16-F10 y (b) células HeLa expuestas a diferentes

concentraciones de NPsAu, NPsAu-MTX y MTX. Los resultados se expresan como la media + DE (n=3).
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9.7 Determinacion de la internalizacién de las NPsAu en células B16-F10 y HeLa
Se realizé analisis de citometria de flujo para determinar la capacidad de las

NPsAu-3MPS-MTX de ser captadas por células cancerosas. La captacion de
nanoparticulas por las células se ha investigado previamente mediante citometria de
flujo, una técnica que permite comparar la complejidad intracelular, a menudo
denominada granularidad, entre distintas poblaciones celulares??23, Las mediciones de
citometria de flujo, en concreto la dispersion lateral (SSC), estan directamente
relacionadas con la complejidad intracelular. En consecuencia, pudimos comparar el
contenido de vesiculas de las células de control con la complejidad intracelular de las
células expuestas a NPsAu-3MPS-MTX. En la Fig. 16 se compara el porcentaje de
células que han internalizado NPsAu-3MPS-MTX, NPsAu-3MPS y MTX libre. Como se
muestra, las NPsAu-3MPS-MTX fueron internalizadas por las células cancerosas de
melanoma B16-F10 y HelLa. Por el contrario, no hay indicios de que el MTX modifique el

contenido citoplasmatico de ambas lineas celulares.
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Fig. 16. Internalizacion de nanoparticulas en (a) células de melanoma B16-F10 y (b) células HelLa
expuestas a diferentes concentraciones de NPsAu, NPsAu-MTX y MTX. Los resultados se expresan
como media £ DE (n=3). **p<0.01; ***p< 0.001 mediante ANOVA de dos vias con la prueba de

comparacion de Tukey.
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10. DISCUSION

La caracteristica bioinerte del oro ofrece formulaciones de nanoparticulas que
son esencialmente no téxicas y no inmunogénicas, lo que hace que las nanoparticulas
de oro sean adecuadas para estudios exploratorios in vitro e in vivo®’%, En este
contexto, se estudio el efecto sobre la viabilidad celular de las células de melanoma
B16-F10 y HeLa. Dado que una de las aplicaciones mas comunes de las NPsAu es la
vectorizacion y focalizacién de farmacos, en este estudio se utilizé metotrexato (MTX)
como sustancia activa para el tratamiento del cancer. Para este ensayo se utiliz el
ensayo MTT, una técnica colorimétrica que mide la reduccion del MTT para determinar
la actividad mitocondrial. En comparacion con el MTX libre, las AuNPs son
biocompatibles como se ha establecido previamente en la literatura'®. Sin embargo,
cuando se evaludé el efecto del nanosistema NPsAu-SMPS-MTX para las lineas
celulares de melanoma B16-F10, se observé una disminucion de la viabilidad celular de
forma dependiente de la concentracion, presentandose una menor viabilidad celular a
mayores concentraciones del nanosistema. Esto indic6 que NPsSAu-3MPS-MTX era
toxico para la linea celular de melanoma B16-F10, que se considera uno de los
canceres mas agresivos®, segun lo descrito por Miooc, M., et al. (2018). En dicho
estudio, los autores informaron de que concentraciones superiores a 100 pg/mL de
nanoparticulas de oro conjugadas con betulina modificadas en superficie, indujeron una
disminucion notable de la viabilidad celular. Por el contrario, cuando se utiliz6 el
nanosistema NPsAu-3MPS-MTX, se observo una reduccion significativa de la viabilidad
celular a 8 pg/mL, que fue incluso superior al efecto causado por el MTX libre. Por otra
parte, en comparaciéon con el MTX libre, las células HeLa mostraron una mayor
susceptibilidad al nanosistema NPsAu-3MPS-MTX a 4 pg/mL. Esta disminucion de la
viabilidad celular indica que el farmaco se dirige a las células HelLa y también ejerce sus
efectos sobre ellas. Este efecto podria estar asociado a la forma de las NPsAu, como
demostraron Zhao, X. F, et al. (2019). En su estudio, los autores observaron una
disminucion de la viabilidad celular en células HelLa cuando se utilizo MTX junto con
NPsAu, en comparacion con el uso de MTX solo!®. Siddique, S., et al. (2020)
describieron una correlacion entre la morfologia y la funcionalizacién de las NPsAu con

su efecto citotéxico?®. En dicha revision, los autores afirmaron que el tamafio, la forma y
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la funcionalizacién de las NPs modifican su eficacial®l 192, En este trabajo, se cargaron
NPsAu-3MPS esféricas de 5 nm con el farmaco lipofilico MTX, aumentando asi su
biodisponibilidad (Fig. 17: Imagenes SEM de NPsAu-3MPS pristinas y cargadas con
MTX). La eleccion de la funcionalizacion directa con tioles altamente hidrofilicos reduce

significativamente la posible citotoxicidad de las nanoparticulas de oro?®.

AuNPs-3MPS

Fig. 17. Imagenes FE-SEM de NPsAu-3MPS pristinas y cargadas con MTX.

Ademas, el agente funcionalizante 3MPS actia como plataforma para la
conjugacion post-sintesis de MTX a través de la unién electrostatica (entre los grupos
aromaticos -NH2 protonados en la estructura de anillo de MTX y los grupos -SOs-
cargados negativamente), dando lugar a la formacién de grandes grupos con una
disposicion densamente empaquetada de NPsAu-3MPS-MTX, de acuerdo con los

resultados de la literatura®®.

El tamafo del sistema fue un factor importante para su permeabilidad en las
células estudiadas, lo que condujo a una liberacién adecuada de la sustancia activa
utilizada para la muerte celular programada y contrarrestar la proliferacién de células

malignas a concentraciones mas bajas de MTX en células HelLa.

Ademas, este estudio investigo la permeabilidad de la membrana debido al papel
crucial de las interacciones nanomaterial-célula y bicapa lipidica en diversas
aplicaciones, como la fototerapia, la obtencion de imagenes y la liberacion de
farmacos/genes. Estas aplicaciones requieren un control preciso de las interacciones
nanoparticula-célula, que dependen principalmente de las propiedades superficiales de

las nanoparticulast®®. Ademas, la disminucién de la viabilidad celular podria atribuirse al
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estrés oxidativo inducido por especies reactivas del oxigeno, como ya se ha descrito
anteriormente en la bibliografial®*1%, Se ha sugerido que la capacidad de las
nanoparticulas para inducir toxicidad esta relacionada con su mayor reactividad
superficial, en la que particulas mas pequefias con mayores areas superficiales por
unidad de masa producen mas especies reactivas de oxigeno en el entorno celular, lo
gue conduce a una mayor muerte celular. Como ya se ha mencionado, el nanosistema
propuesto tiene un diametro hidrodinamico de aproximadamente 5 nm, lo que
contribuye a reducir la proliferacion de células malignas. Las interacciones del
nanomaterial con las membranas celulares vienen determinadas no solo por su forma 'y
tamafo, sino también por las funcionalidades quimicas de su superficie. El
nanosistema propuesto demostr6 un ligero aumento del porcentaje de células
permeabilizadas, lo que indica su eficacia para penetrar la membrana celular en ambas
lineas celulares. Este efecto benéfico sobre la permeabilidad celular puede atribuirse al
tamafio y la forma del nanomaterial durante su interaccion con las células, como
confirmaron Kimura, N. et al, 2018, en su estudiol®. Utilizaron liposomas con un
diametro de 25 nm para administrar la sustancia activa en el tratamiento de tumores, lo
qgue dio lugar a un menor porcentaje de penetracién. Por otro lado, Jain, A. K. et al,
2019 investigaron la eficacia de vehiculos portadores de farmacos como nanoparticulas
de silice y nanoparticulas de fosfato calcico (CaP) obteniendo NPs de tamafios
comprendidos entre 8 y 20 nm'%’. Consiguieron un porcentaje efectivo de células
permeabilizadas a menor tamafio. Los autores concluyeron que el tamafio y la forma de
las nanoparticulas eran fundamentales para aumentar la eficacia del principio activo
administrado. Tras determinar la disminucién de la viabilidad celular, el aumento de las
especies reactivas del oxigeno y la penetracion efectiva del nanosistema propuesto en
la membrana celular. Resulta esencial identificar el tipo de muerte celular provocada por
el nanosistema propuesto. La muerte celular es una parte fundamental del ciclo de vida
celular, crucial para mantener la homeostasis. La necrosis representa un tipo de muerte
celular accidental o no programada, que se produce cuando factores externos superan
las condiciones fisiologicas del tejido, sometiendo a la célula a un estrés excesivo e
incontrolable. Por otro lado, la apoptosis es la forma mas ampliamente estudiada de

muerte celular programada, ya que mantiene el equilibrio fisiolégico entre proliferacion y
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eliminacion celular. Diversas sustancias, incluidos ligandos inductores de muerte,
acidos nucleicos, ERO, mediadores inflamatorios, toxinas y farmacos, entre otras
sustancias, activan mecanismos que conducen a la célula a su destruccion. Segun los
resultados obtenidos en este estudio, se observd apoptosis tardia en concentraciones
que oscilaban entre 4 y 64 pug/mL para las células HelLa, lo que indica una mayor
susceptibilidad en comparacion con las células de melanoma B16-F10. La presencia de
apoptosis tardia a concentraciones mas altas sugiere que el nanosistema NPsAu-
3MPS-MTX es eficaz para reducir las células vivas y programar eficazmente la muerte
celular. Esta caracteristica evita un desequilibrio en el entorno celular. Por lo tanto, el
uso del nanosistema propuesto resulta prometedor para promover eficazmente la

muerte celular programada.

En este sentido, Liu C. M., et al. 2019, desarrollaron una nanoparticula con
estructura de nucleo/cascara Unica para el tratamiento del cancer de proéstatal®®. Su
enfoque implicé el uso de un nudcleo de nanoparticula de silice mesoporosa como
contenedor para encapsular farmacos, incluida la doxorrubicina (DOX), junto con
CaCOs altamente eficiente. Su estudio demostr0 una notable eficacia antitumoral
mediante la deteccion de células vivas/muertas, y su experimento de apoptosis reveld
que el material propuesto inducia eficazmente la muerte relacionada con la apoptosis

en células de cancer de préstata.

La apoptosis es un proceso en el que el ADN de las células del nucleo se
escinde en fragmentos mas pequefios, y ciertos organulos celulares, como el reticulo
endoplasmico, también se rompen en fragmentos. Finalmente, toda la célula se divide
en pequefios fragmentos, cada uno de ellos meticulosamente envuelto en un haz de
membranas. El presente trabajo indica que el nanosistema propuesto NPsAu-3MPS-
MTX probablemente logra una disposicién similar, mitigando el riesgo de desequilibrio

celular.
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11. CONCLUSIONES

Las NPsAu-3MPS altamente hidrofilicas, pequefas, estables y no citotoxicas
como portadoras de farmacos tienen un potencial prometedor para tratar el cancer de
cuello de utero y el melanoma. Mientras que las NPsAu-3MPS libres no mostraron
citotoxicidad, el nanoconjugado NPsAu-3MPS-MTX exhibié un efecto mas potente que
el MTX libre. El papel activo de las AUNPs-3MPS en la administracion de farmacos se
puso de manifiesto mediante estudios de permeacion, que demostraron una mejor
penetracion del farmaco en el interior de las células. Como se informé previamente?s,
las NPsAu-3MPS funcionalizadas tenian un tamafio hidrodinamico medio de 5 nm.
Estas caracteristicas y propiedades del nanosistema indujeron citotoxicidad,
probablemente atribuida al aumento de especies reactivas de oxigeno para ambas
lineas celulares estudiadas. Ademas, el tamafio del nanosistema desempefid un papel
crucial en su permeabilidad al interior de las células, provocando la muerte celular
programada y contrarrestando la proliferacion de células malignas. En las células
HelLa, el nanosistema propuesto demostré una disminucibn mas significativa de la
viabilidad celular por apoptosis tardia que la linea celular B16-F10. Esta observacion
sugiere que el sistema propuesto actla eficazmente sobre el MTX y lo libera,
potenciando el efecto terapéutico tanto en las células B16-F10 como en las HelLa. Esto
respalda su potencial como enfoque valioso para la administracion selectiva de

farmacos y el tratamiento del cancer.
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