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Resumen de la tesis que presenta Maria Dolores Rivera Guzman como requisito parcial para la obtencién
del grado de Maestro en Ciencias en Ciencias de la Vida con orientacion en Biomedicina y
Bionanotecnologia

Modulacion de genes antiproliferativos y apoptéticos en células de cancer de mama mediada por
AgNPs como agente unico y en combinacién con tamoxifeno

Resumen aprobado por:

Dra. Karla Oyuky Juarez Moreno Dr. Rafael Vazquez Duhalt
Codirectora de tesis Codirector de tesis

En México, el cdncer de mama es la primera causa de muerte por neoplasias malignas en mujeres. En el
afio 2013, se registraron 16 muertes por cada 100,000 mujeres mayores a 20 afios de edad. Algunas
innovaciones en el tratamiento de esta enfermedad han contribuido a obtener una mejor eficacia en las
terapias, sin embargo, esta problematica persiste de manera significativa debido a que las concentraciones
de los tratamientos empleados resultan ser sumamente toéxicas, y desarrollo de resistencia a la
quimioterapia. Uno de los mayores inconvenientes de la quimioterapia, son sus efectos secundarios
toxicos (cito- y genotdxicos) y la adquisicidn de resistencia multiple a farmacos por parte de las células
cancerigenas. Esto hace que la quimioterapia sea inefectivaPor ello, es necesario generar nuevas
herramientas para el tratamiento del cdncer con menores efectos secundarios. En este sentido, la
actividad citotdxica de nanoparticulas de plata (AgNPs) ha sido ampliamente reportada. Por lo tanto, en el
presente trabajo se evalud, in vitro, el efecto citotdxico, genotdxico y molecular de la respuesta celular
ocasionada por diferentes concentraciones de AgNPs en combinacidn con diversas concentraciones del
farmaco antineopldsico tamoxifeno en dos lineas celulares de cancer de mama que representan los tipos
de cancer mas frecuentes como el hormono-dependiente (MCF-7) y uno de los mas agresivos e invasivos
como el cancer de mama triple-negativo (MDA-MB-231). Los resultados obtenidos revelaron que las
combinaciones de AgNPs y farmaco tamoxifeno seleccionadas, tienen un efecto citotdxico aditivo, en
tanto que algunas combinaciones mostraron un claro efecto citotéxico antiproliferativo sinérgico. Este
efecto estad correlacionado con los cambios morfoldgicos observados en las células, la induccidn de la
muerte celular por apopotosis, el incremento en la cantidad del transcrito de la proteina P53 y con el
incremento en la generacién de las especies reactivas de oxigeno. Ademas de ello, se establecié que estas
concentraciones no tienen un efecto genotdxico significativo en relacién a las células control. Se concluye
que la combinacion de AgNPs y farmaco tamoxifeno tiene un claro efecto citotdxico antiproliferativo en
las células de cancer MDA-MB-231 y MCF-7, las cuales no muestran dafios genotdxicos asociados a los
tratamientos.

Palabras clave: cancer de mama, nanoparticulas de plata, tamoxifeno, sinergia, anticancerigeno.



Abstract of the thesis presented by Maria Dolores Rivera Guzman as a partial requirement to obtain the
Master of Science degree in Life Science with orientation in Biomedicine and Bionanotechnology

Modulation of antiproliferative and apoptotic genes in breast cancer cells mediated by AgNPs as a
single agent and in combination with tamoxifen

Abstract approved by:

Dra. Karla Oyuky Juarez Moreno Dr. Rafael Vazquez Duhalt
Codirectora de tesis Codirector de tesis

In Mexico, breast cancer is the leading cause of death among malignant neoplasms in women. In 2013,
there were 16 deaths per 100,000 women over 20 years of age. Some innovations in the treatment of this
disease have contributed to obtain a better efficacy in the therapies. However, this problem persists
significantly because the concentrations of their treatments are extremely toxic and resistance to
chemotherapy development. The biggest drawbacks of chemotherapy are its toxic side effects (cyto- and
genotodxico) and the acquisition of multiple drug resistance by cancer cells. This makes chemotherapy
ineffective. Thus, it is necessary to generate new tools for the treatment of cancer with lower side effects.
In this sense, the cytotoxic activity of silver nanoparticles (AgNPs) has been widely reported. Therefore, in
the present work the cytotoxic, genotoxic and molecular effect caused by different concentrations of
AgNPs was evaluated in vitro in combination with various concentrations of tamoxifen drug in two breast
cancer cell lines representing the most frequent types of cancer such as hormone-dependent (MCF-7) and
one of the most aggressive and invasive as triple-negative breast cancer (MDA-MB-231). The results
obtained revealed that the combinations of AgNPs and tamoxifen drug selected have an additive cytotoxic
effect, while some combinations showed a clear synergistic antiproliferative cytotoxic effect. This effect is
correlated with the morphological changes observed in the cells, the induction of cell death by apoptosis,
the increase in the amount of the transcript of the P53 protein and with the increase in the generation of
reactive oxygen species. In addition, it was established that these concentrations do not have a significant
genotoxic effect in relation to control cells. We conclude that the combination of AgNPs and tamoxifen
drug has a clear cytotoxic antiproliferative effect in the MDA-MB-231 and MCF-7 cancer cells, which do
not show genotoxic damage associated with the treatments.

Keywords: breast cancer, silver nanoparticles, tamoxifen, synergy, anticancerigen.
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Capitulo 1. Introduccidn

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

el que se desarrolla en los I6bulos es conocido como carcinoma lobular, que es menos comun.

Los primeros sintomas del cancer de mama usualmente son un area de tejido grueso o un bulto en el
pecho de la mujer, dolor, picaduras y/o enrojecimiento de la piel del pecho, bultos en las zonas axilares,
tejido endurecido en los senos, supuracion y descamacion de la piel de los senos, cambio de apariencia,

forma y tamafio de los senos (Department of Health, 2015).

Se han aislado tejidos tumorales de pacientes para llevar a cabo estudios de ciencia bdsica, con los que se
ha determinado que el cancer de mama es biolégicamente heterogéneo, ademas, se han identificado

distintas lineas celulares tumorales con caracteristicas moleculares particulares (Turashvili y Brogi, 2017).

Cabe destacar que de todas estas lineas, el modelo hormono-dependiente de linea celular mas utilizada
es la MCF-7, las cuales son células poco agresivas y no invasivas, que se caracterizan por la de expresion

de los receptores de estrogeno, progesterona, y HER2- (Comsa et al., 2015).

Por otro lado, uno de los prototipos mas utilizados para el estudio de células de cancer de mama hormono
independientes ha sido la linea celular MDA-MB-231, que se caracteriza por corresponder a células
agresivas e invasivas y resistentes a varios agentes anticancerigenos. Esta linea celular no expresa los
receptores de estrogeno, progesterona y HER2 (J.Magee et al., 2004), y por lo tanto es conocida como una
linea celular de cancer de mama triple negativo y se presenta en aproximdamente 20% de los tumores
mamarios. Debido a la heterogeneidad en los tumores cancerosos de mama, éstos representan un

problema de salud publica a nivel mundial.



1.1 Antecedentes

1.1.1 El cancer de mama como problema mundial de salud

A nivel mundial, el cdncer de mama es el tipo de cancer mas frecuente en mujeres, con una incidencia que
aumenta dramaticamente con la edad (Siegel, Miller, y Jemal, 2019), por lo que representa un desafio de
salud publica a escala global. El cancer de mama se caracteriza por el crecimiento no controlado de células
malignas en el tejido epitelial mamario y la propagacién de éstas hacia otros érganos o tejidos del cuerpo.

Si la propagacion de las células malignas no es controlada, puede resultar en la muerte.

Aunque el cancer es una enfermedad compleja y multisistémica, se ha reportado que puede surgir debido
a mutaciones en los genes de las células del tejido mamario. En la Ultima década, se han descubierto
muchos genes importantes que codifican para proteinas responsables de la génesis del cdncer de mamay

la evasidn de la muerte celular (Chikarmane et al., 2015).

Actualmente, se sabe que existen muchos factores que aumentan el riesgo de desarrollar cdncer de mama,
algunos de los cuales son modificables, como el consumo de tabaco y el exceso de peso corporal, mientras
que otros son generalmente no modificables, como mutaciones genéticas heredadas, disfunciones
hormonales y afecciones inmunitarias. Estos factores de riesgo pueden actuar simultdneamente o en

secuencia para iniciar y / o promover el crecimiento del cancer (World Health Organization, 2018).

Los factores que contribuyen a las diferencias en la incidencia de cdncer y la mortalidad por esta
enfermedad, incluyen variaciones en las cohortes de edad; prevalencia de factores de riesgo; y
disponibilidad y uso de servicios preventivos, pruebas de deteccién temprana como la mamografia y
tratamientos de alta calidad. Muchos de estos factores estan fuertemente influenciados por el nivel de

desarrollo de cada pais.

1.1.2 Estadisticas sobre el cancer de mama a nivel mundial

Para el afio 2018, se estima que existieron aproximadamente 2 millones de nuevos casos de cancer a nivel

mundial, de los cuales el de mama representa un 11.6%. La incidencia varia a nivel mundial de manera



3
importante, con rangos de 48.9 casos por cada 100,000 mujeres en Africa y el este de Asia, hasta 84.8

casos por cada 100,000 mujeres en América del norte (figura 1).

Pulmon
2093 876 (11.6%)

Mama
2 088 849 (11.6%)
Otros Canceres
7 753 946 (42.9%) Colon

1849 518 (10.2%)

Prostata
1276106 (7.1%)

Cuello uterino
569 847 (3.2%)

Estomago
1033 701 (5.7%)

Tl 4

Esofago Higado
572 034 (3.2%) 841 080 (4.7%)

Total: 18 078 957 casos

Figura 1. Numero de casos registrados por cancer a nivel mundial. Ambos sexos, todas las edades. Modificado de
American Cancer Society, 2018.

A nivel mundial, el cdncer de mama se clasifica como la quinta causa de muerte por cancer (626, 679
muertes registradas en 2018) tal como se muestra en la figura 2, representando la causa mas frecuente
de muerte por neoplasias malignas en mujeres provenientes de regiones menos desarrolladas (31.31
muertes registradas por cada 100, 000 mujeres del total en el afio 2018), y después del cancer de pulmodn,
el cancer de mama representa la segunda causa de muerte en regiones mas desarrolladas (23.4 muertes

registradas por cada 100, 000 mujeres para el afio 2018). (American Cancer Society, 2018).



Pulmon
1761007 (18.4%)

Otros canceres
3422 417 (35.8%)
Colon
880 792 (9.2%)
Prostata Estomago
358 989 (3.8%) 782 685 (8.2%)
Pancreas Higado
432 242 (4.5%) 781 631 (8.2%)

Esofago Mama
508 585 (5.3%) 626 679 (6.6%)

Total: 9 555 027 muertes

Figura 2. Numero de muertes registradas por cancer a nivel mundial. Ambos sexos, todas las edades. Modificado de
American Cancer Society, 2018.

El cancer de mama es una grave amenaza para la salud de las personas a nivel mundial y constituye una

prioridad no reconocida en paises de ingresos medios, como México.

1.1.3 La situacion del cancer de mama en México

El comportamiento del cdncer de mama en un periodo tan corto lo ha convertido en uno de los principales
problemas de salud publica, ya que puede afectar a un importante rango de la poblacién femenina en
edad productiva (20 a 59 afios), que representa el 27% de la poblacién total del pais, de acuerdo con los
datos del Censo General de Poblacion y Vivienda del afio 2010. El Sistema Nacional de Informacién de
Salud (SINAIS) reporté 5010 casos nuevos en 2010, de acuerdo con el registro de egresos hospitalarios

aportados por las diferentes instituciones de salud publica del pais: Instituto Mexicano del Seguro Social
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(IMSS), Instituto de Seguridad y Servicios Sociales para los Trabajadores del Estado (ISSSTE) y Secretaria de
Salud (INEGI, 2018).

En México, el cdncer de mama también es el mas frecuente en mujeres (Instituto Mexicano del Seguro
Social, 2018). De acuerdo con el Instituto Nacional de Estadistica y Geografia (INEGI), para el afo 2012, se

reportd una incidencia de 26.64 casos por cada 100,000 mujeres mayores de 20 afios.

De acuerdo con Castrezana Campos (2017), en el afio 2015, la incidencia de los tumores malignos de mama
entre la poblacién de 20 afios y mas, fue de 14.80 casos nuevos por cada 100,000 personas. En las mujeres,
alcanza su punto maximo en las del grupo de los 60 a 64 afios (68.05 por cada 100,000 mujeres de ese

grupo de edad).

Por entidad federativa, en el 2015, el cancer de mama tuvo una mayor incidencia en los estados de Colima,
Campeche y Aguascalientes (101.08, 97.60 y 96.85 casos nuevos por cada 100 000 mujeres de 20 y mas
afios, respectivamente). Por ello, es que el cancer de mama en México es un desafio clave para la salud

de la mujer y también para el sistema de salud ( Langer, y Frenk, 2008).

1.1.4 Marcadores moleculares en el cancer de mama

Existen diversos genes que codifican para distintas proteinas que realizan funciones especificas en las
células de cancer y que en conjunto contribuyen al incremento de la tasa de proliferacién celular y por
consecuencia, a la formacion de tumores y la evasidon de la muerte celular, ambas, caracteristicas del

cancer, como se muestra en la figura 3 (Hanahan y Weinberg, 2011).



Sefializacion
proliferativa sostenida

Resistencia ala Evasion de supresores
muerte celular de crecimiento

Induccion de Activacion de
angiogénesis metastasis e invasion

Permitiendo la
inmortalidad replicativa

Figura 3. Caracteristicas generales del cdncer. Modificado de Hanahan y Weinberg, 2011.

El primero de estos genes, TP53 codifica para la proteina p53, que actia como factor de transcripcion,
controlando la expresion de genes involucrados en procesos celulares importantes como la deteccién de
dafio y reparacion del ADN, arresto del ciclo celular, apoptosis y senescencia. Las mutaciones en el gen
que codifica para la proteina p53, son consideradas como los cambios genéticos mds comunes en el cancer.
Las proteinas p53 mutantes pueden perder su actividad supresora tumoral nativa permitiendo el

desarrollo del tumor (Yue et al., 2017).

El gen p21, codifica para la proteina inhibidora de la cinasa dependiente de ciclina 1A (CDKN1A), la cual
tiene como funcion regular el ciclo celular, inhibiendo la actividad de los complejos de ciclinas CDK2 y CDK4
(estas ciclinas contribuyen en la progresidon de las fases del ciclo celular). En las células de cancer la
actividad de CDKN1A se ve suprimida principalmente porque no existe co-regulacién por la proteina p53

(Alexandros et al., 2017).

Bcl-2 es un oncogen que codifica para una familia de proteinas conocidas como Bcl-2, que se encargan de
controlar los eventos durante el proceso de apoptosis. Por ejemplo, las proteinas Bax, Bak, Bid, Bim, Puma,

Noxa, Bad, y BIk, tienen funciones pro-apoptéticas mientras que las proteinas Bcl-2, Bcl-XL, Bcl-X y BAG
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estan implicadas en los procesos anti-apoptdticos. Otras de las funciones de la familia de proteinas Bcl-2

es determinar la integridad de la mitocondria y el proceso de la liberacién del citocromo c (Edlich, 2018).

El gen SOD1 codifica para la enzima superéxido dismutasa 1, que se encuentra involucrada en los procesos
apoptédticos que ocurren en el citoplasma, SOD1 contribuye a la generacidon de especies reactivas de
oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés) las cuales provocan disfuncién de la mitocondria y liberacién de

citocromo c para activar la muerte celular por apoptosis (Zundert et al., 2017).

El gen BIRC5, codifica para la proteina survivina é BIRC5, esta proteina pertenece a la familia de inhibidores
de la apoptosis, ademads su funcién es regular negativamente la apoptosis inhibiendo la activacién de
caspasas. En las células cancerosas, la survivina se encuentra en altos niveles de expresion (Yagmur et al.,

2016).

Se ha reportado que los cambios de expresidon de los genes que codifican para las proteinas anteriormente
mencionadas, contribuyen a la rdpida progresién del cancer y a su dificil tratamiento, esto se ve reflejado

en la incidencia y mortalidad registrada para esta enfermedad (Lin-Tao et al., 2012).

1.1.5 Tratamientos convencionales contra el cancer y sus efectos secundarios

En la actualidad, el tratamiento primario del cancer es la cirugia por mastectomia (Sierra, 2006) o por
lumpectomia con el objetivo de extraer el tumor por completo (Kirby, 2007). Sin embargo, existen
ocasiones en las que el tumor es imposible de extirpar, en ese caso, la quimioterapia es un tratamiento
auxiliar comunmente utilizado en mujeres con cancer de alto riesgo. Esto implica utilizar uno o mas tipos
de farmacos antineoplasicos o quimioterapéuticos que interfieren con el ADN de las células de rapido
crecimiento, debido a que inhiben la sintesis de acidos nucleicos e interfieren en el proceso de replicacion

y/o transcripcion.

El propdsito de utilizar agentes quimioterapéuticos es para prevenir que las células cancerosas se
multipliquen, se propaguen mediante metastasis y ocasionen la muerte del paciente (Peto, 2012). Algunos
de estos farmacos se administran oralmente, y se pueden tomar en casa, mientras que otros requieren de
una pequefia hospitalizacion o tratamiento ambulatorio al ser administrados por via intravenosa. Los

farmacos mas utilizados para el tratamiento de esta enfermedad se describen en la Tabla 1 (Roland, 2011).



Tabla 1. Farmacos utilizados para el tratamiento del cdncer de mama.

Mecanismo de accidn Nombre en espaiiol
Agentes alquilantes Ciclofosfamida, cisplatino, oxaliplatino
Antimetabolitos 5-fluoroacilo (5-FU), citarabina, 6-

mercaptopurina, fosfato de fludarabina

Antibioticos citotasticos Dactinomicina, bleomicina, daunomicina,

doxorrubicina

Agentes Antimitoticos Vinblastina, vincristina, paclitaxel
Inibidores de Topoisomerasa | Irinotecan (CPT-11)
Agentes hormonales Antiestrégenos (tamoxifeno)

La mayoria de estos quimioterapéuticos ejercen su efecto sobre la proliferacion celular lo que conlleva a
la destruccidén de las células cancerosas, por lo que la exposicidn crdnica a estos farmacos, puede ocasionar
el desarrollo de resistencia a un tipo de medicamento en especifico (Early Breast Cancer Trialists’

Collaborative Group, 2005).

El tamoxifeno (figura 4) es el farmaco antineoplasico mas utilizado para el tratamiento del cdncer de mama
positivo a receptores de estrégeno o también conocido como hormono-dependiente. De acuerdo con
Ahmad (Ahmad, 2018), el tamoxifeno se ha implementado en la oncologia desde hace cuatro décadas

hasta ahora y se ha prescrito a millones de pacientes.

O/\/N\

/

Figura 4. Estructura quimica del fadrmaco tamoxifeno (Ahmad, 2018).
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El tamoxifeno es procesado por las células mediante las enzimas citocromo P450: CYP2D6 y CYP3A4/3A5,
posteriormente se producen los metabolitos 4-hidroxi-tamoxifeno y endoxifeno (Ahmad, 2018), ambos
presentan actividad anticancerigena, bloqueando la unién del estradiol o estrégeno a los receptores
nucleares de estrégeno (ER). De modo que, se evita que este complejo se una a una secuencia especifica
de ADN y actué como factor de transcripcién, se inhibe la expresién de factores de crecimiento (factor de
crecimiento epidermal, por ejemplo) y se produce una inhibicidn de la proliferacion celular (figura 5). Al
mismo tiempo, se ha demostrado que el tamoxifeno incrementa el estrés oxidativo e induce apoptosis
mediante la regulacién de la concentracién de iones de calcio y especies reactivas de nitrégeno
mitocondriales (mtNOS, por sus siglas en inglés). La especie reactiva superdxido reacciona y pasa de una
forma oxido nitrico (NO) a un potente agente peroxinitrito (ONOO-), y en consecuencia, se produce una
alta oxidacion del ADN y proteinas, finalmente se produce dafio al ADN y se activa el proceso de apoptosis

celular (Yang et al., 2013).

4.  estradiol

L g
i

Tamoxifeno P

4! ER

mtNOS
'1' Incremento de la traduccion
ONOO- de genes activados por ER

' é"""'"_:_ \ ¢
Estrés oxidativo / Dafio al = ;
DNA Apoptosis Incremento de la proliferacion

celular

Figura 5. Descripcion esquematica del mecanismo de accion del tamoxifeno. Modificado de Ahmad, 2018.
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Aunque el fdrmaco tamoxifeno ha permitido incrementar la tasa de supervivencia en pacientes con cancer
de mama (Overgaard y Jensen, 1999), se administra en dosis muy elevadas provocando una alta toxicidad
y genotoxicidad (dafo al ADN), esto ultimo se ve reflejado en los efectos téxicos secundarios, los cuales
son sofocos, nausea y/o vomito, descarga de sangrado vaginal e interrupcién menstrual (Buckley y Goa,
1989). Uno de los efectos adversos mas importantes y alarmantes, es que aumenta el riesgo de desarrollar

cancer de endometrio (Hu et al., 2015).

Para tratar de reducir la toxicidad del farmaco, se ha estudiado el efecto de su combinacién con otros
farmacos de primera linea (Wang et al., 2004; Ferlini et al., 1997). Por lo que en oncologia, algunos

pacientes reciben tratamientos combinados con tamoxifeno.

1.1.6 Combinacion de farmacos antineoplasicos para el tratamiento del cancer de mama

El uso de multiples farmacos puede dirigirse al mismo tiempo a diferentes sitios de interés, subpoblaciones
a nivel celular y enfermedades. El uso de varios farmacos con diferentes mecanismos de accién, también
pueden provocar un efecto directo para tratar de manera mds efectiva un solo sitio de interés o

enfermedad (T. Chou, 2006).

La idea de combinar farmacos para tratar el cancer de mama surgié debido al problema de que el uso de
un solo farmaco en dosis tolerables no es suficiente para tratar y curar el cdncer de mama en los pacientes,
por lo que la quimioterapia combinada con agentes citotdxicos convencionales incrementa la probabilidad
de eliminar a las células de cancer atacando varios objetivos que no son posibles con una terapia con un
solo farmaco. Las ventajas del uso combinado de farmacos son varias, la primera es que ayuda a disminuir
las dosis de cada farmaco reduciendo asi la toxicidad del tratamiento y provocando menores efectos
adversos. La segunda ventaja, es que provee un rango mas amplio de interaccién entre los farmacos y las
células tumorales de una poblacion tumoral heterogénea. Finalmente, existe una elevada probabilidad de
prevenir y/o disminuir el desarrollo de la resistencia a farmacos por parte de las células de cancer. Existen
tratamientos con quimioterapia donde se utilizan multiples farmacos antineoplasicos administrados

simultdneamente (Foran, 2011).
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Se han presentado casos con datos obtenidos de experimentos in vitro o in vivo, que han sido validados
mediante modelos matematicos en los que las combinaciones de dos o mds farmacos pueden producir

una interaccion sinérgica para reducir la proliferacidn de células cancerosas.

1.1.7 Efecto sinérgico

Se le conoce como potenciacion a una situacion en la que la combinacion de un farmaco A con actividad
con un farmaco B que no tiene actividad, da como resultado que el farmaco B tiene un mayor efecto que
el A. Sin embargo, si el fdirmaco Ay B independientemente presentan un efecto, entonces su combinacién

puede producir un efecto sinérgico, aditivo o antagonista (Chou, 2006).

En medicina, el sinergismo o superaditividad, describe la interaccion de dos o mds farmacos cuando su
efecto combinado es mayor que la suma de los efectos observados de cada farmaco administrado de
manera independiente (R. Verpoorte et al., 2018). En relacién con el tratamiento del cdncer de mama, se
busca utilizar combinaciones de farmacos que produzcan efectos similares (inhibicién de la proliferacion

celular).

En contraste al sinergismo, algunas combinaciones de farmacos pueden mostrar aditividad. Cuando el
efecto de la combinacidn es consistente con la suma de los efectos individuales, se puede decir que la
interaccion es aditiva. Por otro lado el antagonismo corresponde a una interacciéon entre dos o mas
farmacos que tienen efectos opuestos en un sistema bioldgico. El antagonismo de los farmacos puede

bloguear o reducir la efectividad de uno o mas de los farmacos.

1.1.8 Modelos de interaccion de farmacos

Se han desarrollado varios modelos para evaluar los efectos anteriormente mencionados de los que cabe
mencionar el modelo de aditividad de Loewe (Loewe, 1926), modelo de independencia de Bliss (Bliss,
1939) y el método Isobolografico (Fraser, 1872). Sin embargo, estos modelos presentan algunos
inconvenientes: son poco precisos, se encuentran disefiados para utilizar concentraciones equimolares de

farmacos, y el inconveniente principal, no son métodos cuantitativos.
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Actualmente, el modelo propuesto por Chou-Talalay es uno de los mas utilizados para la determinacién
de la interaccidon de compuestos, ademas de ser el Unico modelo que cuantifica la interaccién entre dos o
mas farmacos. Este método ha sido citado mas de 7,000 veces durante las Ultimas décadas. De acuerdo
con Chou, la ecuacién base de este modelo se deriva como una teoria unificada de las ecuaciones de
Michaelis-Menten, Hill, Henderson Hasselbach y Scatchard. Primero se definié la ecuacién de efecto

medio:

fa

D \m .7 i
= (—) (Ecuacion de efecto medio) (1)

Dm

donde f; es la fraccion de células afectada (p. €j., porcentaje de células muertas), f;, es la fraccion de
células sin afectar (p. e]., porcentaje de células vivas), D es la dosis utilizada del farmaco, Dm es la dosis
de efecto medio (la dosis determinada para obtener el 50% de las células vivas y m es la sigmoidicidad de

la curva dosis-respuesta (Chou, 2019).

Una regresion lineal puede ser aplicada para varias dosis y respuestas. A partir de ello, los valores para
Dm pueden ser estimados y pueden ser utilizados para estimar variables en la siguiente ecuacién

generalizada del indice de combinacion (Cl):

Dy D, L, ;. L,
Cl = T + . (ecuacidn general del indice de combinacidn) (2)
1 2
Donde D; y D, son las dosis de farmacos utilizadas en combinacién durante los experimentos, E; Y E,
son las concentraciones tedricas e individuales que deberian ser esperadas para obtener

experimentalmente la respuesta medida.

Un valor de Cl menor a 1 indica sinergismo, mayor a 1 indica antagonismo e igual a 1 indica aditividad. Esta
ecuacion puede ser mas complicada dependiendo de los factores como exclusividad/independencia de los

compuestos y puede ser expandida a mas de dos compuestos o farmacos (Chou, 2006).

Actualmente se han desarrollado algoritmos modelos computacionales basados en el modelo de Chou-
Talalay (T. C. Chou, 2014) que permiten determinar con mayor certeza el efecto de la interaccién entre 2

o mas farmacos donde se toma en cuenta la siguiente férmula (Chou, 2014, 2018):
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CI — &4_ &+ a (Dl)(DZ)

(Ecuacion extendida del indice de combinacién)  (3)
Dxy; = Dx; (Dx1)(Dx3)

donde Dx; = concentracidon del farmaco 1 para producir 50% de muerte celular por si solo; D; =
concentracidn del farmaco 1 para producir 50% de muerte celular en combinacién con D,; Dx, =
concentracidn del farmaco 2 para producir 50% de muerte celular por si solo; D,= concentracion del
farmaco 2 para producir 50% de muerte celular en combinacién con D;. Y a = 0 para para modos
mutuamente excluyentes o 1 para modos mutuamente no exclusivos de accidn de farmacos. Cl >1.3 indica
antagonismo, Cl = 1.1 a 1.3 indica antagonismo moderado, Cl = 0.9 a 1.1 indica efecto aditivo, CI = 0.8 a
0.9 indica sinergia ligera, Cl = 0.6 a 0.8 sinergia moderada, Cl =0.4 a 0.6 indica sinergiay CI=0.2 a 0.4 indica

sinergia fuerte.

Chou T. C. y Martin N., desarrollaron un software para calcular de manera computacional la dosis de efecto
medio y el coeficiente de interaccidn (Cl) de la combinacidn de dos o mas farmacos. En este programa, se
requiere ingresar el valor de las concentraciones (en términos de molaridad) y el efecto (citotoxicidad) de
los farmacos individuales que se han obtenido experimentalmente, estos efectos se ingresan como
fraccién (Fa) en intervalo de 0 a 1.0. Fa=0 corresponde a 0% de efecto y Fa=1 corresponde a 100% de
efecto. Posteriormente, se ingresa el valor de las concentraciones de las combinaciones utilizadas en

términos de molaridad y los efectos obtenidos en términos de Fa ( Chou, 2010).

A partir de los resultados determinantes para escribir el tipo de interaccién de dos farmacos, Chou T. C. y
y Martin N. desarrollaron dos graficos esquematicos como valores de salida. El primero de ellos,
corresponde al gréfico Fa-Cl (figura 6). El eje ‘X’ corresponde a los valores de Fa obtenidos
experimentalmente de las combinaciones, se encuentran en un intervalo de 0 a 1.0. El eje ‘y’corresponde
a los valores de indice de Cl obtenidos mediante la equacidn de interaccién de farmacos desarrollada por
Chou y Talalay (descrita anteriormente en la equacion 3); estos valores pueden observarse en un intervalo
de 0 ainfinito. Se despliega una linea en CI=0, la cual representa la linea de aditividad (los puntos que caen
en la linea corresponden a un efecto aditivo). Los valores que se encuentran debajo de la linea de
aditividad (Cl<1) son los datos que se interpretan como valores con efecto de sinergismo, los datos que se
encuentran arriba de la linea de aditividad (CI>1) representan valores donde se obtiene un efecto

antagonista ( Chou, 2006).

El segundo grafico (figura 7), corresponde a la representacion isobolografica o normalizacion de los efectos
de los farmacos individuales y la interaccion de farmacos en combinacién. El eje 'x" corresponde a la

normalizacion de la relacién D;/ Dx; (descritos anteriormente en la ecuacién 3). Estos valores se
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encuentran en un intervalo de 0 a 1.0. el eje 'y’ D,/ Dx,, de misma manera, estos datos se encuentran
graficados en un intervalo de 0 a 1.0. Se traza una linea que desde el punto y=1.0 hasta x=1.0, la cual
representa el efecto de aditividad del farmaco A y B. Los datos que se encuentran arriba de la linea de
aditividad son los datos o combinaciones con efecto antagonista. Los datos que se encuentran debajo de
la linea de aditividad corresponden a las combinaciones de farmacos que proporcionan como resultado
un efecto de sinergismo. Dependiendo de la proximidad de los datos resultantes al punto y=0, x=0, pueden

asociarse a sinergismo ligero, sinergismo moderado o sinergismo fuerte ( Chou, 2006).
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El modelo de sinergismo de Chou y Talalay es el método mas utilizado para investigar la interaccidn
farmaco-farmaco en cancer a nivel in vitro e in vivo. Dada la versatilidad del modelo computacional, se ha

estudiado la interacion entre fadrmacos y otros compuestos, incluidos nanomateriales.

1.1.9 Nanoparticulas de plata como el nanomaterial mas utilizado en aplicaciones biomédicas

De acuerdo con diversas investigaciones, la nanotecnologia ofrece una serie de estrategias para
contrarrestar el crecimiento incontrolado de las células de cancer. Las nanoparticulas son herramientas
excelentes para mejorar la eficacia terapéutica de los agentes anticancerigenos debido a sus Unicas
propiedades fisicoquimicas con las que se puede reducir la toxicidad y potencialmente, evitar el problema

de la resistencia a farmacos (Ge, 2014).

Las nanoparticulas de plata (AgNPs) son uno de los nanomateriales con mayores aplicaciones biomédicas
(Lara, 2011). Las AgNPs, son conjuntos de atomos de plata con un intervalo de tamafio de 1 a 100 nm. Es
bien sabido que la plata tiene potentes efectos antimicrobianos, ademds, ya se han reportado las

propiedades antibacterianas, antivirales, antimicdticas y antiinflamatorias (Foldbjerg, 2009).

Jamroz y colaboradores reportaron actividad antiproliferativa y antibacteriana de AgNPs comerciales en

Escherichia coli, Staphylococcus aureus y Staphylococcus aureus multiresistente (Jamréz et al., 2018).

Existe una amplia cantidad de investigaciones donde se ha evaluado el efecto de diferentes AgNPs en
distintas lineas celulares de cancer, como las lineas de cancer de mama MCF-7, la de cdncer cervicouterino
Hela, la de cdncer de pulmén A549, entre otras. También se ha evaluado en lineas celulares no cancerosas

como fibroblastos y macréfagos de raton.

Magriet Park y colaboradores (2011), evaluaron el efecto de nanoparticulas de plata de 20, 80 y 113
nanometros en lineas celulares de fibroblastos de ratdn (L929) y macréfagos (RAW 264.7). Se determind
que las tres muestras de AgNPs ocasionaban dafio en la membrana citoplasmatica. Cabe mencionar, que
las AgNPs de 20 nm demostraron ser mas toxicas en los fibroblastos, sin embargo, este efecto no se

observé en los macréfagos RAW 264.7 (Park et al., 2011).
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Mukherjee et al., utilizaron dos lineas celulares de cancer de piel (HaCat) y cancer cervicouterino (Hela),
para realizar ensayos de citotoxicidad con diferentes concentraciones de AgNPs. Ellos encontraron que los
efectos provocados por las AgNPs en estas lineas celulares como el dafio a la membrana celular y el estrés
oxidativo, son dependientes de la concentracidn y el tiempo de exposicion (Mukherjee et al., 2012). En
otra investigacion, se trabajé con una formulacién comercial de AgNPs con un tamafio promedio de 38
nm, y se estudioé su efecto citotdxico y genotoéxico en lineas celulares de cancer de mama, cérvix y otros.
Se reportd que algunas concentraciones de estas AgNPs demostraron tener una baja genotoxicidad en

células humanas (Juarez-Moreno et al., 2016).

Es importante mencionar que diversas formulaciones de AgNPs que se encuentran disponibles en el
mercado, difieren en la forma de la nanoparticula, distribucion de su tamafo, estabilidad de la
nanoparticula, proceso de sintesis, contenido de plata metdlica y funcionalizacién de la superficie. Todos
estos factores afectan la citotoxicidad, asi como las propiedades quimicas superficiales de las AgNPs, que
juegan un mayor papel en la interaccién de las nanoparticulas con los sistemas biolégicos (AshaRani et al.,

2009, Juarez-Moreno et al., 2017, Vazquez-Mufoz et al., 2017).

En la figura 8, se ilustra el mecanismo de accidn propuesto por AshaRani y colaboradores en el 2009,
mediante el que las AgNPs ocasionan toxicidad en las células animales. Se detalla que la superficie de las
AgNPs puede ser facilmente oxidada mediante O,y otras moléculas de los sistemas bioldgicos, lo que
produce la liberacién de iones plata Ag (+), un idn que es toxico. Por lo tanto, la citotoxicidad de las AgNPs
se encuentra estrechamente relacionada con la liberacién de iones Ag (+). La cantidad de oxidacion
superficial se encuentra relacionada con el recubrimiento de la nanoparticula, moléculas coexistentes, y
la interaccidn de las AgNPs con acidos nucléicos, moléculas lipidicas y proteinas en un sistema bioldgico

(AshaRani et al., 2009).
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Se sabe que las AgNPs de tamafios menores a 35 nm pueden ser internalizadas por la célula mediante

endocitosis, difusién o proteinas de membrana (Zhang et al., 2009). Uno de los mecanismos por el cual

ocasionan citotoxicidad, es mediante la induccién de estrés oxidativo a través de la generacién de especies

reactivas de oxigeno (ROS), lo que causa dafio a algunos componentes celulares como el ADN, activacion

de enzimas antioxidantes, deplecién de enzimas antioxidantes como el glutation, desensamblado de

proteinas y dafio a a la membrana celular (McShan et al., 2014).

A pesar de las caracteristicas particulares de las AgNPs y sus potenciales aplicaciones en medicina como

un tratamiento del cancer, aln es necesario que persista la investigacién sobre el impacto que tienen en

los diferentes genes y las proteinas de las células normales y cancerosas, asi como su potencial aplicaciéon

en combinacidn con farmacos antineoplasicos de primera linea.
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1.1.10 Efecto de las nanoparticulas de plata en combinacion con farmacos antineoplasicos

Actualmente sdlo existen tres trabajos publicados donde se ha estudiado el efecto de la combinacién de

AgNPs con farmacos antineopldsicos.

El primero de estos trabajos corresponde a un estudio publicado por Kévacs et al. (2015), en el cual, se
reportd que en las células de cancer de colon resistentes a farmacos antineoplasicos, las AgNPs de 28 nm
sintetizadas mediante el método hidrotermal, pueden reducir significativamente la transcripcion de la
proteina de transporte P-gp, disminuyendo también el nivel de expresion de esta proteina e inhibiendo
significativamente su actividad como transportador de farmacos. Por lo tanto, se demostré que las AgNPs
son capaces de inhibir la actividad del eflujo de ciertos quimioterapéuticos en células cancerigenas con
resistencia a fdrmacos mediante la inhibicién de la proteina P-gp. De esta forma, se determind que la
combinacion de las AgNPs con diferentes antineoplasicos, restauraba la susceptibilidad a dichos farmacos
por parte de células de cancer de colon quimiorresistentes. Ademas, éste fue el primer trabajo donde se
calculé el coeficiente de interaccién (Cl) de las AgNPs en combinacion con cisplatino, metotrexato,
verapamilo, bleomicina, carmustina y vinblastina, los autores determinaron que existe un efecto sinérgico
en todos los casos y se encontré que las AgNPs, de manera independiente, son capaces de inducir la
sobreexpresidn de genes relacionados con la activacion de la cascada de sefializacion de la ruta apoptética

(Kévacs et al., 2015).

El segundo trabajo publicado en el 2017, corresponde a un estudio realizado por Fahrenholtz y
colaboradores, en el que se demostrd por primera vez, que existia un efecto de antiproliferacion celular
potenciado, al combinar AgNPs y cisplatino en lineas celulares de cancer de ovario. Ademas, fue el primer
trabajo donde se evalud la interaccion de ambos reactivos utilizando un modelo de combinacién de
farmacos descrito por Chou-Talalay (2010). Mediante este modelo, fue posible evaluar el efecto
antiploriferativo de la combinacidon de AgNPs y cisplatino. Se encontré que las combinaciones utilizadas
en las lineas celulares de cadncer de ovario A2780 y OVCAR3 producian un efecto sinérgico y que la
combinacion de AgNPs y cisplatino mostrd una reduccidn favorable de concentracidon en ambas lineas
celulares. Estos resultados proveen un alto potencial para AgNPs en las aplicaciones para el tratamiento

de cancer de ovario (Fahrenholtz et al., 2017).

El trabajo mas reciente fue publicado por Gopisetty y colaboradores en el 2019. En éste, se evalud la
actividad antiproliferativa de AgNPs de 75 nm, se realizaron ensayos de combinacién con el farmaco

doxorrubicina en células resistentes de cancer de mama (MCF-7/KCR). Se demostré un potente efecto de
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disminucién de la viabilidad celular en las concentraciones mds altas, sin embargo, no se llevé a cabo la

implementacién de modelos para determinar el tipo de interaccién que produjo la combinacion.

Tomando en consideracidn estos antecedentes, en este este trabajo se utilizaran AgNPs en combinacién
con un farmaco antineoplasico de primera linea como el tamoxifeno, para evaluar la respuesta celular
antiproliferativa que produce esta combinacion en células de cdncer de mama y se eligird aquella

combinacion que produzca una mayor muerte celular con un menor dafio genotoéxico.

1.2 Justificacion

Aunque el efecto antiproliferativo de las AgNPs se ha descrito ampliamente, existen escasos reportes en
donde se estudie su papel como agente potenciador de farmacos antineopldsicos. De la misma forma,
poco se conoce sobre el papel de las AgNPs en la modulacién de genes relacionados con la proliferacién
celular. Por lo tanto, es importante realizar este proyecto de tesis, con la finalidad de encontrar mediante
estudios in vitro aquellas concentraciones Optimas de AgNPs que permitan potenciar el efecto
antiproliferativo de un farmaco antineopldsico usado de forma convencional en la quimioterapia en

concentraciones que tengan un efecto genotéxico limitado.

1.3 Hipotesis
Existe una proporcién dptima de concentraciones de AgNPs y farmaco antineoplasico tamoxifeno que, en

combinacion, tienen un efecto antiproliferativo sinérgico en células de cancer de mama, lo que induce una

modulacién positiva en genes relacionados con la apoptosis.

1.4 Objetivo general

Establecer las concentraciones dptimas de AgNPs y farmaco antineopldsico tamoxifeno que generen un

efecto antiproliferativo sinérgico in vitro en células de cancer de mama.
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1.5 Objetivos especificos

1. Determinar la concentracién media inhibitoria (ICso) de las AgNPs, tamoxifeno y sus combinaciones en

células de cancer de mama MCF-7 y MDA-MB-231.

2. Evaluar el coeficiente de interaccién (adicion, sinergia o antagonismo) de la combinacion de AgNPs y

tamoxifeno in vitro en células de cancer de mama.

3. Determinar los niveles de transcritos de genes relacionados con la actividad antiproliferativa (p53, p21,

survivina, sod1, etc) de la combinacion de AgNPs y tamoxifeno en células de cancer de mama.

4. Determinar el efecto genotdxico de las concentraciones 6ptimas de AgNPs y tamoxifeno, que presenten

un efecto antiproliferativo sinérgico en células de cancer de mama.
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Capitulo 2. Metodologia

2.1 Nanoparticulas de plata

Se utilizaron nanoparticulas de plata producidas comercialmente por la empresa Nanostructured &
Amorphous Materials Inc. (Nanoamor Inc., Texas, USA). Se utilizaron tres tipos de AgNPs que varian en su
tamafio y porcentaje de polimero que las recubre, los datos proporcionados por la empresa son los

siguientes:
Muestra “A”: AgNPs de 20 nm; 99% pureza con 0.3% (w/w) de polivinilpirrolidina (PVP)
Muestra “B”: AgNPs de 30-50 nm, 99.9% pureza con 0.2% (w/w) de PVP.

Muestra “C”: AgNPs de 80 nm, 99.9% pureza con 0.3% (w/w) de PVP.

2.2 Caracterizacion fisicoquimica de las nanoparticulas de plata

Se realizd la caracterizacidn fisicoquimica mediante los métodos siguientes:

2.2.1 Analisis mediante microscopia de transmision de electrones (TEM)

Con el objetivo de obtener la distribucion del tamafio de las AgNPs, se prepararon diluciones con los stocks
de AgNPs de 20, 30-50 y 80 nm. Para la preparacion de las muestras, se sonicaron las diluciones durante
30 minutos. Posteriormente, se colocaron 50 pL de AgNPs de 20 nm sobre una rejilla de carbono cubierta
con cobre y se dejé secar en oscuridad durante 12 hrs a 25 °C. Se repitié el mismo procedimiento con las
AgNPsde 30-50 y 80 nm. Posteriormente se tomaron micrografias electrénicas con el microscopio
electrénico de transmisién (Hitachi modelo H-7500) operando a 200kV. Para obtener la distribucién del
tamarnio de las AgNPs, se analizaron las micrografias de TEM con mas de 200 nanoparticulas empleando el

software libre Imagel.
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2.2.2 Dispersion dinamica de luz

El tamafo de particula, distribucion de tamafios y potencial Zeta, fueron determinados mediante
dispersion dindmica de luz dindmica (DLS, por sus siglas en inglés) llevado a cabo en un Zetasizer (Nano-ZS
DTS 1060, Malvern Instruments, Worcestershire, United Kingdom) operando a A=532 nm. Primero, se
realizaron diluciones (1:100) de las AgNPs de 20 nm. Posteriormente, se utilizé una celda capilar y se coloco
1 ml de la dilucién. Se llevé a cabo la lectura. Se repitio el mismo procedimiento con las AgNPs de 30-50 y

80 nm.

2.2.3 Andlisis del plasmén de resonancia superficial mediante espectrometria de UV-Vis

Se analizé el plasmén de resonancia superficial de las AgNPs de 20, 30-50 y 80 nm mediante un
espectrofotdmetro UV-Vis (Thermo Scnientific Multiskan GO). Primero, se realizaron diluciones (1:100) de
las AgNPs, posteriormente en una celda de cuarzo de 1 cm se colocd 1 ml de agua desionizada y se utilizé
como blanco de lectura. Después, se tomd 1 ml de la dilucion AgNPs de 20 nm, se colocd en la celda. Se
realizé la lectura en el espectrofotdmetro en un rango de longitud de onda de 300-800 nm. Se repitid el

mismo procedimiento para analizar el plasmén de resonancia superficial de las AgNPs de 30-50 y 80 nm.

2.2.4. Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FT-IR)

Se analizé el espectro de absorcién de las AgNPs de 20, 30-50 y 80 nm mediante un espectrofotémetro de
Infrarrojo (PerkinElmer, Waltham, Massachusetts, USA). Para corroborar que las AgNPs estuvieran
recubiertas con polivinilpirrolidona (PVP), éstas fueron analizadas mediante espectroscopia infrarroja por
transformada de Fourier (FT-IR, por sus siglas en inglés). Se colocaron 50 L de agua desionizada y se
utilizé como blanco de lectura. Después se colocaron 50 plL de una dilucion (1:100) de AgNPs de 20 nm y
se llevé a cabo la lectura en el rango de 400 a 4000 cm L. Se repitid el mismo procedimiento con las AgNPs
de 30-50 y 80 nm. Los espectros de absorcién fueron comparados con el espectro de absorcion de PVP

solido estandar.
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2.3 Cultivo de células

Para el cultivo y mantenimiento de las lineas celulares de cdncer de mama MDA-MB-231 (ATCC HTB-26) y
MCF-7 (ATCC HTB-22), se utilizé el medio de cultivo Dulbbecco’s Modified Eagle’s Media (DMEM) de
Sigma-Aldrich (Cat. D777) que contiene sales inorgdnicas, aminodcidos esenciales, vitaminas, glucosa y
rojo fenol. EI medio de cultivo se prepard al disolviendo 13.5 g de DMEM en polvo en 1 litro de agua
desionizada estéril. Ademas, se le agregaron 5 ml de L-glutamina (Sigma-Aldrich Cat. G6392), 5 ml de
solucion antibidticos/antimitdticos (penicilina/estreptomicina) (Sigma Aldrich Cat. A5955) y 100 ml de
suero fetal bovino inactivado (Bench-Mark Gemini, Bio Products, USA), los componentes adicionales se
agregaron para enriquecer el medio de cultivo y el antibidtico para evitar la contaminacién por

microorganismos.

Los cultivos de células se realizaron en cajas Petri de cultivo celular de 6 cm sensibilizadas, debido a que
las células MDA-MB-231 y MCF-7 son de tipo adherente. Las células se incubaron a 37°Cy 5% de CO,. Los
cultivos celulares fueron revisados y cambiados cuando se observd una confluencia celular del 70-80%,
con la finalidad de obtener un subcultivo y favorecer la fase lag de las células de cancer. Para despegar las
células de cancer adheridas a la caja de cultivo, se utilizo tripsina/EDTA que es una enzima proteolitica que

hidroliza los enlaces de unién entre las células (Uysal, 2018).

2.4 Subcultivo de las células de cancer de mama y tripsinizacion

Para realizar el subcultivo de células primero se retiré el medio de cultivo de las cajas Petri, se realizé un
lavado adicionando 3 ml de PBS 1X y se agregd 1 ml de tripsina/ EDTA (Sigma- Aldrich Cat. 59429C) , las
cajas se incubaron a 37° C durante 3 minutos (Clémence et al., 2017) . Después se agregd 1 ml de PBS 1X.
Las células se recuperaron en un tubo cénico de 15 mly se aforé con medio de cultivo a 10 ml para inactivar
la accidn de la tripsina. Posteriormente, las células se centrifugaron a 1200 rpm durante 5 minutos a 21°C.
Se descarto el sobrenadante, las células se resuspendieron con 2 ml de medio de cultivo y se colocaron
equitativamente en dos cajas nuevas de 6 cm con 5 ml de medio de cultivo cada una. Por ultimo, las cajas
con el cultivo celular se incubaron por 24 horas a 37° Cy 5% de CO.. Todo el procedimiento se realizd bajo

condiciones estériles en una campana de flujo laminar de bioseguridad nivel A2.
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2.5 Criopreservacion de las células

La criopreservacion de las células es una técnica comunmente utilizada para almacenar grandes cantidades
de células congeldndolas, evitando la cristalizacién y la lisis celular. Para ello se utiliza medio especial de
criopreservacion, compuesto por 50% de medio celular (v/v), 40% de suero fetal bovino (v/v) y 10% de
dimetil sulfoxido (DMSO) (v/v). Para llevar a cabo la criopreservacion de las células cultivadas en cajas de
Petri, primero se realizé una tripsinizacion del cultivo para separar las células individuales. Después, se
colocaron en un tubo cénico estéril de 15 ml y se aford con 10 ml de medio de criopreservacion por cada
millon de células. Las células se colocaron en criotubos (1 ml por cada millén de células) y se congelaron a

-70 °C hasta el momento de realizar los ensayos correspondientes (ATCC, 2012).

2.6 Preparacion de las AgNPs con diferentes concentraciones de plata metalica

Las disoluciones de AgNPs, fueron realizadas a partir del contenido de plata metalica en cada una de las
muestras de las AgNPs (Nanoamor Inc., Texas, USA). Se realizaron diluciones de 1:10y 1:100 de AgNPs al
20% en medio DMEM con el objetivo de no tomar menos de 1 pl de volumen al momento de afiadirlas a

las cajas de cultivo.

2.7 Ensayos de viabilidad celular por colorimetria (reduccion del MTT)

La reduccion metabdlica del bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT) se ha
considerado como uno de los ensayos mas aceptados en la evaluacién de la citotoxicidad, ya que se ha
catalogado como un ensayo de deteccién de alto rendimiento y sensibilidad. Se realizaron diferentes
experimentos por triplicado para evaluar el efecto citotdxico y el efecto sinérgico de las AgNPs y del
farmaco antineopldsico tamoxifeno mediante el ensayo en placa por reduccién del reactivo MTT para

medir la viabilidad celular.

Para realizar el ensayo, se colocaron 10,000 células de cancer de mama en cada pozo de una placa de 96
pozos y se incubd durante 24 horas a 37°C con 5 % de CO,. Después del tiempo de incubacion se preparéd

un rango de concentraciones de AgNPs en un volumen final de 100 pl de medio de cultivo. Una vez que las
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concentraciones de AgNPs asignadas a cada pozo fueron afiadidas, las placas con las células se incubaron
durante 24 horas a 37°C con 5 % de CO,. Adicionalmente, se utilizé medio de cultivo sin AgNPs como
control positivo y DMSO sin AgNPs como control negativo. Al término del tiempo de tratamiento, se
descarté el medio de cultivo y las placas de cultivo se lavaron tres veces con solucién PBS 1X.
Posteriormente, se afadié 10 pl del reactivo MTT (Sigma-Aldrich M-8910) y 90 ul de medio DMEM sin
suplementar, la placa se incubd en obscuridad durante 4 horas a 37°C con 5 % de CO,. Posteriormente se
afiadié 100 pl de isopropanol para disolver los cristales de formazan y se incubé durante 30 min a
temperatura ambiente y en obscuridad. Por ultimo, se medio la absorbancia de la placa de 96 pozos con
un espectrofotometro a 570 nm, tomandose como referencia (blanco) una longitud de onda de 690 nm.
El valor registrado a longitud de onda de 690 nm fue restado de los valores de la absorbancia a 570 nm de

cada medicion.

Los resultados obtenidos se graficaron tomando en cuenta el valor de la absorbancia obtenido para el
control positivo (células MCF-7 y MDA-MB-231 en medio de cultivo sin AgNPs) como el 100% de viabilidad
celular. Posteriormente las mediciones de absorbancia para cada condicidn experimental se convirtieron
a porcentajes de sobrevivencia teniendo como referencia el valor del control positivo (Ahmadian et al.,
2018) . Todos los experimentos se realizaron tres veces de forma independiente y con triplicados internos
para su comparacion. Los datos se presentaron como el promedio de los experimentos con desviacién

estandar.

2.8 Ensayos de sensibilidad celular a fairmacos antineoplasicos

Se determiné la viabilidad de las lineas celulares MDA-MB-231 y MCF-7 a diferentes concentraciones de
tamoxifeno. Los ensayos de viabilidad se realizaron de la misma forma descrita para los de viabilidad
celular por reduccién del reactivo MTT. La concentracién media inhibitoria (ICso) tanto de las AgNPs como

del tamoxifeno, se determinaron mediante el modelo Probit (Patnaik y Padhy, 2015).
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2.9 Ensayos de interaccion de nanoparticulas de plata y farmacos antineoplasicos

en células de cancer

Después de analizar la viabilidad celular producida a partir de los tratamientos con AgNPs, se seleccionaron
los cuatro mejores tratamientos donde se registren viabilidades celulares entre 90, 80, 70 y 60% (ICso, ICs,
IC70 e ICq0), para combinarlos con el farmaco antineopldsico tamoxifeno (Sigma-Aldrich Cat. T5648), con el
objetivo de analizar el efecto que produce en las lineas celulares de cdncer de mama MCF-7 y MDA-MB-

231 mediante el ensayo en placa por reduccion del reactivo MTT (Kovacs et al., 2016).

Para llevar a cabo el ensayo de viabilidad celular por reduccion MTT, se colocaron 10,000 células en cada
pozo de una placa de 96 pozos y se incubaron durante 24 horas a 37°C con 5 % de CO,. Después se
prepararon las concentraciones de AgNPs y se agregaron al mismo tiempo las concentraciones indicadas
de tamoxifeno. Después de haber aifiadido los tratamientos asignados a cada pozo, las células se incubaron
durante 24 horas a 37°C con una atmodsfera de 5% de CO,. Adicionalmente, se utilizo medio de cultivo sin
AgNPs y sin tamoxifeno como control positivo y DMSO, sin AgNPs y sin tamoxifeno como control negativo.
El mismo procedimiento se repitié para la linea celular MDA-MB-231. Al término del tiempo de
tratamiento el medio de cultivo se descarté y las placas se enjuagaron tres veces con solucion PBS 1X.
Posteriormente, se anadio 10 ul del reactivo MTT y 90 ul de medio DMEM sin suplementar, y se incubd
durante 4 horas a 37°C con una atmésfera de 5% de CO,. Por Ultimo, se afiadié 100 pl de isopropanol para
solubilizar los cristales de formazdn, después se incubd la placa de 96 pozos durante 30 minutos a
temperatura ambiente y en obscuridad. Finalmente, se medié la absorbancia a 570 nm, tomandose como
referencia (blanco) una longitud de onda de 690 nm. Los resultados obtenidos se graficaron tomando en
cuenta el valor de la absorbancia obtenido para el control positivo (células MCF-7 y MDA-MB-231 en medio
de cultivo sin AgNPs) como el 100% de viabilidad celular. Posteriormente las mediciones de absorbancia
para cada condicién experimental se convirtieron a porcentajes de sobrevivencia teniendo como
referencia el valor del control positivo. Todos los experimentos se realizaron tres veces de forma
independiente y con triplicados internos para su comparacion. Los datos se presentaron como el promedio

de los experimentos con desviacidén estandar.

Las interacciones reactivas entre el tamoxifeno y las AgNPs se evaluaron mediante el teorema de indice
de combinacion (Cl) utilizando el software CompuSyn (Chou, 2018). Para el 50% de toxicidad, los valores

del indice de combinacidn se calcularon tomando en cuenta la siguiente formula:
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CI — &_}_ &_}_ a (Dl)(DZ)

(Ecuacion extendida del indice de combinacién) (3)
Dx; = Dx; (Dx1)(Dx3)

donde (Dx) 1 = concentracidn del farmaco 1 para producir 50% de muerte celular por si solo; (D)1=
concentracion del farmaco 1 para producir 50% de muerte celular en combinacién con (D)2; (Dx).=
concentracién del farmaco 2 para producir 50% de muerte celular por si solo; (D),= concentracion del
farmaco 2 para producir 50% de muerte celular en combinacién con (D);. Y a=0 para modos mutuamente
excluyentes o 1 para modos mutuamente no exclusivos de accién de farmacos. Cl >1.3 indica antagonismo,
Cl=1.1a1.3indica antagonismo moderado, Cl =0.9 a 1.1 indica efecto aditivo, CI=0.8 a 0.9 indica sinergia
ligera, Cl = 0.6 a 0.8 sinergia moderada, Cl = 0.4 a 0.6 indica sinergia y Cl= 0.2 a 0.4 indica sinergia fuerte

(T. C. Chou, 2014).

2.10 Aislamiento de ARN de la linea celular MDA-MB-231

Se sembraron 450, 000 células MDA-MB-231 en placas de 6 cm y se incubaron durante 24 horas a 37°C
con 5 % de CO,. Posteriormente se colocaron los tratamientos de combinacion de AgNPs con tamoxifeno
en las células (y controles) en un volumen total de 5 ml, y se incubaron durante 24 horas a 37°Ccon 5 %
de CO.. El ARN total se aisl6 mediante el método TRIzol Reagent (Invitrogen). Se afiadid 1 ml de TRIzol a
cada placa de cultivo celular, el contenido se transfirié a tubos de microcentrifuga de 1.5 ml. Las muestras
se agitaron vigorosamente con vortex y se incubaron durante 5 min. Posteriormente, se afiadié 0.2 ml de
cloroformo, se agité la muestra y se incubd durante 3 min a temperatura ambiente. Los tubos con las
muestras se centrifugaron a 12 000 g y 4°C. Después de la centrifugacién, se separaron las fases organica,
intermedia y acuosa, y se tomé con cuidado la fase acuosa de cada muestra para colocarla en un tubo
estéril de microcentrifuga. Los tubos se colocaron en hielo y se precipitd el ARN mediante la adiciéon de 0.5
ml de isopropanol a cada tubo y se mezclé por inmersién. Los tubos se incubaron durante 10 min a
temperatura ambiente. Después del tiempo de incubacidn, los tubos fueron centrifugados durante 15 min,
a 12 000 g, 4°C. Posteriormente se descartd el sobrenadante y se adiciond 1 ml de etanol al 75% vy los
tubos fueron centrifugados durante 10 min, a 12 000 g, 4°C. Después, del tiempo de centrifugacidn, se

descartd el sobrenadante y se rehidraté el ARN con la adicién de 100 pl de agua libre de ARNasas (Rio et
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al., 2010). Las muestras se colocaron inmediatamente en hielo para llevar a cabo la cuantificacion del ARN.

Por ultimo, las muestras se almacenaron a -80°C hasta su posterior uso.

2.11 Cuantificacion de ARN total de la linea celular MDA-MB-231

Para llevar a cabo la cuantificacién de ARN, se utilizé el espectrofotémetro Nanodrop (2000c, Thermo
Fisher Scientific). Se ingresd al software Nanodrop 2000, se selecciond la opcidn de acidos nucléicos y se
indicé el tipo de muestra como ARN para un factor de 40. Se adiciond 1 pl de agua libre de ARNasas al
Nanodrop como blanco. Se midié 1 pl de la muestra control de ARN de las células MDA-MB-231 sin
tratamiento y se registraron los datos obtenidos correspondientes a la cantidad de ARN en pg/ul y la
relacion de absorbancia a 260 nm/280 nm. Se repitid el mismo procedimiento para las muestras de ARN

de células con tratamientos.

2.12 Sintesis de ADNc de la linea celular MDA-MB-231

Se realizé la sintesis de ADNCc se siguié la metodologia descrita en el protocolo kit SuperScript™ Il First-
Strand Synthesis System (Cat. 18080051, Invitrogen). Para la sintesis de ADNc del control de células sin

tratamiento, y las células con tratamiento, se adiciond lo descrito en la tabla 2 a cada tubo de 250 pl.

Tabla 2. Componentes requeridos para la una reaccion sintesis de de ADNc.

Componente Stock Concentracion final Volumen final
ARN 200 ng Xl
Hexameros 50 ng/ul 2.5 ng/ul 0.5 pl (dil 1:10)
dNTP’s 10 mM 0.2 mM 0.4 pl (dil 1:10)
Agua libre de ARNasas Hasta completar 13 pl
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Posteriormente, se mezcld el contenido con vortex y un pulso en la centrifuga, las muestras se incubaron
a 65°C durante 5 min. Posteriormente se incubaron las muestras en hielo durante 1 min. El siguiente paso
consistio en preparar y adicionar un Master Mix requerido para la sintesis de ADNc. Lo siguiente (Tabla

3):

Tabla 3. Master Mix requerido para la una reaccidn sintesis de ADNc.

Componente Concentracion final Volumen final
10 X RT buffer 5X 1X 5ul
DTT 0.1M 0.005 M 1l

RNAse out 40 u/ul 2 u/ul 5 ul (dil 1:100)

Super Script Il RT 200 u/pl 10 u/ul 5 ul (dil 1:100)

Posteriormente, se mezclé mediante un pulso en el vértex y un pulso en la centrifuga. En un termociclador
(MyCycler™, BIO-RAD) se incubaron las muestras a 25°C durante 10 min, 50°C durante 50 min y 85°C
durante 5 min. Después de los procesos de incubacién, las muestras se colocaron inmediatamente en hielo

para llevar a cabo la cuantificacion de ADNc. Por ultimo, las muestras se almacenaron a -80°C.

2.13 Cuantificacion de ADNc de la linea celular MDA-MB-231

Para llevar a cabo la cuantificacion de ADNc, se utilizé el espectrofotometro Nanodrop (2000c, Thermo
Fisher Scientific) y el software Nanodrop 2000, como se describié anteriormente. Los datos obtenidos
correspondieron a la cantidad de ADN en pg/ul y la relacidn de absorbancia a 260 nm/280 nm. Se repitié

el mismo procedimiento para las muestras de ADNc de células con tratamientos.
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2.14 Reaccidn en cadena de la polimerasa de punto final (PCR)

Se llevd a cabo reacciones de PCR de punto final para determinar las condiciones éptimas de amplificacion
para los oligonucleétidos de interés (descritos en la tabla 3). Se siguio el protocolo descrito en el kit Fast
Start High Fidelity PCR System (Cat. 03553426001, Roche). Para cada reaccidn se afadio los reactivos de

la siguiente manera (Tabla 4):

Tabla 4. Componentes para la reaccién de PCR de cada muestra de templado de ADNCc.

Componente Concentracion final Volumen final
10 X buffer con MgCl, 10 X 1X 5 ul
dNTP Mix 10 mM 1.8 mM 1ul
Oligonucledtido
10 uM 0.2 uM 0.5 pl
sentido
Oligonucledétido
10 uM 0.2 uM 0.5 ul
antisentido
Templado ADNc 200 ng
Enzyme Blend 5 u/ul 2.5 u/ul 0.5 ul
Agua libre de ARNasas Hasta completar 50 pl

Tabla 5. Secuencias de los oligonucledtidos para la amplificacidn de los genes de interés y su temperatura de fusion
(Tm).

Nombre
dela Oligonucledtido sentido Oligonucleétido antisentido
secuencia
GAPDH 5'-AACGGATTTGGTCGTATTGGG-3’ 5’-TCGCTCCTGGAAGATGGTGAT-3’ 56
TP53 5'-AGGAAATTTGCGTGTGGAGTAT-3’ 5’-TCCGTCCCAGTAGATTACCACT-3’ 60

SOD1 5'-GTGCAGGTCCTCACTTTAAT-3’ 5’-CTTTGTCAGCAGTCACATTG-3’ 54
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En un termociclador (MyCycler™, BIO-RAD) se incubaron las muestras como se indica en la tabla 6. Después
de los procesos de incubacidn, las muestras se almacenaron a -20°C. Posteriormente, todas las muestras
se descongelaron y se colocaron en hielo para proceder a realizar un gel de agarosa al 1.5% preparado con
0.9 g de agarosa y 60 ml de TAE 1X. Una vez que el gel se solidificé, se cargaron las muestras con 5 ul de
muestra y 1 pul de red gel 5X. Se cargd un marcador de peso molecular correspondiente a 1000 pares de
bases (pb) y 500 pb. Las condiciones de migracién de las pares de bases en el gel fueron a 74 volts, durante

60 min aproximadamente.

Tabla 6. Condiciones de PCR.

Etapa Ciclos Tiempo Temperatura (°C)
Desnaturalizacion
1 2 min 95
inicial
Desnaturalizacion 30 sec 95
GAPDH =56
35 30 sec TP53 =60
Polimerizacion
SOD1=54
Elongacion 45 sec 72
Elongacion final 1 5 min 72
Enfriamiento infinito infinito 4

2.15 Retrotranscripcion - PCR

Después de la sintesis de ADNc por retrotranscripcion (RT), se evaluon los niveles de expresion relativa de
los genes de TP53 y Sod-1 mediante la técnica de PCR tiempo real (qPCR) y se normalizaron con el gen de
referencia GAPDH. Se siguié el protocolo descrito del kit SYBR ®_ Green quantitative RT-qPCR (Cat.RR0100-
1KT, Sigma Aldrich) como marcador intercalante para llevar a cabo la cuantificacion del amplicén por
triplicado. Se afiadié lo descrito en la (Tabla 5). Las muestras fueron colocadas por triplicado en placas para
gPCR de 96 pozos, se realizé la corrida de PCR bajo las condiciones de reaccién establecidas para cada par

de oligonucleétidos a evaluar.


http://scholar.google.com.mx/scholar_url?url=http://www.academia.edu/download/40014326/Detection_of_Helicobacter_pylori_in_sewa20151114-25260-8e0t0m.pdf&hl=es&sa=X&scisig=AAGBfm0mIjCNFWH6qGYzjosDfwgnjVABWg&nossl=1&oi=scholarr

32

Tabla 7. Componentes para la reaccién de RT-qPCR de cada muestra de templado.

Componente Stock Concentracion final Volumen final
SYBR green 10 X 1X 12.5 pl
Oligonucleétido
10 uM 0.2 uMm 0.5 ul
sentido
Oligonucledtido
10 uM 0.2 uM 0.5 ul
antisentido
ADNc 200 ng X ul
Agua libre de ARNasas Hasta completar 25 pl

2.16 Evaluacion del efecto genotoxico de la combinacion de AgNPs y tamoxifeno

Las células de mamifero presentan la variante de histona H2A, que es fosforilada en el residuo de serina
139 (Ser139) en respuesta a la ruptura de la doble cadena de ADN. Esta fosforilacién es un reconocido
pardmetro de genotoxicidad (Nakamura et al., 2006). Las evaluaciones del dafio genotdxico producido por
las diferentes combinaciones de las AgNPs con el tamoxifeno, se observaron por microscopia confocal

usando el kit HCS DNA Damage (Invitrogen Cat. H10292), como se describe a continuacion.

Se colocaron 10,000 células MDA-MB-231 en cada pozo de una placa de 96 pozos y se incubaron durante
24 horas a 37°C con 5 % de CO,. Después, se prepararon las concentraciones de AgNPs y tamoxifeno que
presentaron un efecto sinérgico mediante el modelo de interaccién de farmacos de Chou-Talalay. Estas
concentraciones fueron afadidas en volumen final de 100 ul en cada pozo. Después de haber agregado
los tratamientos asignados a cada pozo, las células se incubaron durante 24 hrs a 37°C con una atmoésfera
de 5% de CO,. Se anadid a cada pozo 50 pl de la solucién de tincion de viabilidad celular Image-iT® Dead
Green™, para un total de 150 ul y se incubd a durante 24 hrs a 37°C con una atmédsfera de 5% de CO..
Posteriormente, se removio el medio y se agregaron 100 ul de solucidn de fijacidn (1.5 ml de formaldehido
acuoso al 16% en 4.5 ml PBS 1X) en cada pozo y se incubd durante 15 min a temperatura ambiente.
Después se retird la solucion de fijacidn y se realizé un lavado con PBS 1X. Se afiadié 100 pl de solucién de
permeabilizacién (15 pL de Triton® X-100 en 6 ml PBS 1X) y se incubd durante 15 min a temperatura
ambiente. Se removié la solucion de permeabilizacién y se realizé un lavado con PBS 1X. Posteriormente,
se afnadio 100 pl de solucién de bloqueo (0.25 g de BSA en 25 ml de PBS 1X) a cada pozo y se incubd

durante 60 min a temperatura ambiente. Después se removid la solucion de bloqueo y se agregaron 50 pl
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de la solucion primaria de anticuerpo (6 pl de anticuerpo pH2AX con 6 ml de solucién de bloqueo). Y se
incubé durante 60 min a temperatura ambiente. Después se retird la solucién primaria de anticuerpo y se
realizd6 1 lavado con PBS 1X. Posteriormente se afiadieron 50 pl de solucién secundaria de
anticuerpo/contratincion (mezcla de 3 pl de Alexa Fluor® 555 goat anti-mouse IgG (H+L) y 1 pl de Hoechst
33342 en 6 ml de solucién de bloqueo) y se incubé durante 60 min bajo oscuridad a temperatura ambiente.
Después se removié la solucion secundaria de anticuerpo/contratincion y se realizaron 3 lavados con PBS

1X. Se afiadié 100 pl de PBS 1X a cada pozo con tratamiento.

Por ultimo, la visualizacidn de las muestras se realizé mediante microscopia confocal. Las longitudes de

excitacion utilizadas fueron 350, 488, y a 555 nm.

2.17 Analisis estadistico

Los datos fueron expresados como el valor medio * la desviacién estandar. Todos los experimentos fueron

realizados por triplicado.
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Capitulo 3. Resultados

Se llevd a cabo la caracterizacién de las tres muestras de AgNPs mediante técnicas espectrofotométricas
y por microscopia electrénica de transmisidn. Para establecer las concentraciones adecuadas de AgNPs y
de tamoxifeno para generar un efecto antiproliferativo en células de cancer de mama, fue necesario
determinar in vitro la concentracion media inhibitoria (ICso) de las AgNPs y tamoxifeno en las lineas

celulares MDA-MB-231 y MCF-7.

3.1 Caracterizacion fisicoquimica de las AgNPs

Se determind el plasmén de resonancia superficial de las tres muestras de AgNPs mediante
espectrofotometria de UV-Vis. Para la muestra “A” se obtuvo un pico maximo de absorcién en 220 nm;
(Figura 9 c)). Para la muestra de AgNPs “B” mostrd un pico maximo de absorcion en 420 nm (Figura 10 c)).

En la muestra “C” de AgNPs se registro el plasmén superficial con un pico maximo en 420 nm (Figura 11d)).
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Figura 9. Caracterizacion fisicoquimica de la muestra “A” de AgNPs mediante, a) y b): microscopia electrdnica de
transmision. c): espectrofotometria UV-Vis.
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Se tomaron micrografias de las tres muestras de AgNPs mediante microscopia electrénica de transmision.
En la Figura 9 se observan las imagenes registradas con respecto a la morfologia y tamafio de la muestra

“A” de AgNPs. En la figura 9 a) y b) se observan que las AgNPs tienden a agregarse y que los tamafios van
desde los 100 nm hasta los 1.6 um.

En la Figura 10 se observan las imagenes registradas de la muestra “B” de AgNPs. Las cuales mostraron
agregaciones (Figura 10 a) y b)). Se encontraron que las AgNPs tienden a agregarse ya que los tamafios

registrados fueron de los 100 a los 900 nm.
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Figura 10. Caracterizacioén fisicoquimica de la muestra “B” de AgNPs mediante (a,b) microscopia electrénica de

transmision y c) espectrofotometria UV-Vis.

En la figura 11 es posible observar que la morfologia de las AgNPs de la muestra “C” es esferoidal en su
mayoria (Figura 11 a)), mientras que con el analisis por microscopia se obtuvo un histograma de

distribucidn de tamanio de las AgNPs (Figura 12 b)), las cuales mostraron un didametro promedio de 60 nm
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Se realizaron andlisis mediante la técnica de dispersion de luz dindmica (DLS) para corroborar los
resultados obtenidos por el TEM, donde sélo fue posible medir la muestra “C” de AgNPs, se determiné
gue estas AgNPs tienen un didmetro promedio de 68.82 nm mientras que el potencial Zeta tiene un valor

promedio de -25.8 mV (Figura 11 c)).
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Figura 11. Caracterizacidn fisicoquimica de la muestra “C” de AgNPs mediante microscopia electrénica de transmision
(a,b), dispersién de luz dindmica (c) y Espectrofotometria UV-Vis (d).

3.2 Determinacion in vitro de la concentracion media inhibitoria (ICso) de las AgNPs y del

tamoxifeno en células de cancer de mama

Para determinar la concentracién media inhibitoria (ICso) de las AgNPs en células de cancer de mama, se
realizaron ensayos de viabilidad celular. Como se muestra en la Figura 12, estos resultados fueron
graficados como el porcentaje de viabilidad celular con respecto a la concentracion de AgNPs afiadidas al

cultivo.

En la Figura 12 a), se observd un bajo decremento en la viabilidad de las células de cancer de mama MDA-
MB-231 con las AgNPs de la muestra “A” en un rango de concentraciones de 100 a 1000 puM. Para el caso
de la viabilidad de las células MCF-7, (Figura 12 b)), se observé que conforme se aumenta la concentracion

de AgNPs se reduce la viabilidad celular, sin embargo, nunca es menor al 50%.
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Figura 12. Evaluacién de la citotoxicidad de la muestra “A” de AgNPs a diferentes concentraciones en células de

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

Los resultados de la viabilidad celular graficados en la Figura 13 a), permiten observar que existe un bajo

decremento en la viabilidad de las células de cancer

de mama MDA-MB-231 que fueron expuestas a un

rango de 100 — 1000 uM de la muestra “B” de AgNPs. Para el caso de la viabilidad de las células MCF-7,

Figura 13 b), se observd que conforme aumenta

decremento de la viabilidad celular.
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Figura 13. Evaluacién de la citotoxicidad de diferentes concentraciones de la muestra “B” de AgNPs en la linea de

cancer de mama a) MDA-MB-231y b) MCF-7.
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Como se observa en la Figura 14 a), existe un decremento en la viabilidad de las células de cancer de mama
MDA-MB-231, con respecto a la concentracidon de AgNPs de 68 nm (muestra “C”) adicionadas, lo cual es
un claro efecto de respuesta concentracidon-dependiente. Para el caso de la viabilidad de las células MCF-
7, como se muestra en la figura 14 b), se observé que conforme aumenta la concentraciéon de AgNPs se
reduce la viabilidad celular, lo cual también se le atribuyd a un efecto concentraciéon-dependiente. En la
linea celular MDA-MB-231 se obtuvo un porcentaje minimo de citotoxicidad en 30 uM de AgNPs (viabilidad
celular = 95.98 %) y se determind un valor maximo de citotoxicidad con 100 uM de AgNPs (viabilidad
celular = 31.84%) de acuerdo con el rango de concentraciones utilizado. Para la linea celular MCF-7 se
determind un valor minimo de citotoxicidad en 15 uM (viabilidad celular = 97.20%) y un valor maximo de

citotoxicidad en un tratamiento con 100 uM (viabilidad celular = 23.11%).
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Figura 14. Evaluacion de la citotoxicidad de diferentes concentraciones de la muestra “C” de AgNPs en la linea de
cancer de mama a) MDA-MB-231 y b) MCF-7.

Por otro lado, se realizaron ensayos de viabilidad celular con diferentes concentraciones de nitrato de
plata, como un control de induccidn de muerte celular por medio de liberacién de iones plata. Se utilizaron
las mismas concentraciones anteriormente adicionadas en las lineas celulares MDA-MB-231 y MCF-7. En
general, se observd una mayor muerte celular. Como se observa en la Figura 15 a), se reporta una
viabilidad celular del 50% con un tratamiento de 35 uM de AgNOs en la linea celular MDA-MB-231, una
citotoxicidad mayor que la obtenida con AgNPs. Se determind una citotoxicidad maxima (viabilidad celular
= 24.05%) con un tratamiento de 80 puM. En la Figura 15 b), se obtuvo una viabilidad celular de 50%
aproximadamente con un tratamiento de 25 uM de en la linea celular MCF-7. Se determind un determind

una citotoxicidad maxima (viabilidad celular = 21.99 %) con un tratamiento de 80 uM.
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Figura 15. Evaluacidn de la citotoxicidad del nitrato de plata a diferentes concentraciones en la linea de cdncer de
mama a) MDA-MB-231y b) MCF-7.

Para determinar la concentracion media inhibitoria (ICso) del tamoxifeno en las células de cancer de mama,
se realizaron ensayos de viabilidad celular, como se muestra en la Figura 16. Estos resultados, se graficaron

como el porcentaje de viabilidad celular con respecto a la concentracién de tamoxifeno afiadido al cultivo.

En la Figura 16 a), se muestran los resultados de la evaluacién citotéxica del tamoxifeno en la linea celular
de cancer de mama MDA-MB-231, en donde se observé un decremento de la viabilidad celular conforme
aumento la concentracion de farmaco anadido, lo cual demostré un efecto concentracidon-dependiente.
Se puede observar que la viabilidad celular cae abruptamente a un valor de 34.15% en la concentracidn
de 50 uM de tamoxifeno, a partir de esa concentracion y hasta 100 uM de tamoxifeno, los valores del
porcentaje de la viabilidad celular se mantienen igual o ligeramente menor al 20%, lo que es considerado

como una citotoxicidad franca.

De la misma manera, para las células de cdncer de mama MCF-7, se muestran los resultados en la Figura
16 b), en donde se observa un decremento de la viabilidad celular siendo esta de 66.65% a partir de los 20
MM de tamoxifeno, se puede destacar que la viabilidad cae abruptamente hasta un 39% a partir de la
concentracién de 30 uM de farmaco, lo que es considerado como una citotoxicidad franca y que conforme
aumenta la concentracién de farmaco, por ejemplo en 50 uM de tamoxifeno, la viabilidad disminuye hasta
un 21.20%. Por lo tanto, es posible afirmar que el efecto citotdxico del tamoxifeno en las células MCF-7 es

claramente dependiente de la concentracion del farmaco.
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Figura 16. Evaluacion de la citotoxicidad del tamoxifeno a diferentes concentraciones en la linea de cancer de mama
a) MDA-MB-231y b) MCF-7.

De esta forma, los resultados mostrados en las Figuras 12 a 16, permitieron determinar con un indice de
confianza del 95%, que la ICso de cada una de las muestras de AgNPs y del farmaco tamoxifeno para cada

una de las lineas celulares de cancer de mama, como se indica en la Tabla 8.

Tabla 8. Determinacion de ICso de las muestras “A”,” B” y “C” de AgNPs y del tamoxifeno en las lineas celulares MDA-

MDA-MB-231

MB-231y MCF-7.

1179.15 + 323.64 0.9049 1627 £ 445.47 0.9228
1443 £412.95 0.9174 1754 + 667.50 0.9077
52.635+1.11 0.9860 48.66 +3.21 0.9675

44.76 £ 2.33 0.9503 29.18 £ 2.67 0.9290

Si bien es posible observar que las ICsode las muestras “A” y “B” de las AgNPs tanto para las células MDA-
MB-231 como para las MCF-7, tienen valores en el rango de 1.1 a 1.4 mM, el valor de la ICso para las AgNPs
de la muestra “C” para la linea celular de cancer de mama MDA-MB-231 fue de 52.635 + 1.11 uM y de

48.66 * 3.21 uM para la linea celular MCF-7. Por lo que, aparentemente, la linea celular mas susceptible al
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tratamiento con las AgNPs de 68 nm es la MCF-7, debido a que se requiere de una menor concentraciéon

de nanoparticulas para ocasionar una muerte celular del 50%.

Se utilizaron resultados graficados en la Figura 17 para determinar la ICso del tamoxifeno en las dos lineas
celulares de cancer de mama. Se obtuvo que la ICso del tamoxifeno fue de 44.76 + 2.33 uM para las células
MDA-MB-231, mientras que para las células MCF-7 se determind una ICspde 29.18 + 2.67 uM. Por lo que,
la linea celular mas susceptible al tratamiento con tamoxifeno es la MCF-7, debido a que se requiere de

una menor concentracion de este farmaco antineopldsico para ocasionar una muerte celular del 50%.

Tanto la muestra “A” como la muestra “B” de AgNPs reportaron valores del ICso muy elevados, asi como
una baja citotoxicidad en las células MDA-MB-231y MCF-7, y como se observé en las figuras 10y 11, estos
efectos fueron debidos a que estas muestras se encontraron aglomeraciones por arriba de los 100 nm. A
partir de este momento, las Unicas AgNPs con las que se trabajaron para realizar los ensayos de

combinacion fueron las de 68 nm de diametro (muestra “C”).

3.3 Determinacidn in vitro del tipo de interaccion de la combinaciéon de las AgNPs y del

tamoxifeno en células de cancer de mama

Para evaluar el tipo de interaccidn que tienen las AgNPs de la muestra “C” en combinacién con el farmaco
antineopldsico tamoxifeno y su efecto citotdxico en células de cancer de mama MDA-MB-231, se
realizaron ensayos de viabilidad celular. Estos resultados se graficaron como el porcentaje de viabilidad
celular con respecto a la concentracion de AgNPs afiadidas al cultivo y la concentracion de tamoxifeno

utilizado, como se muestra en la Figura 17.

La barra color negro de la Figura 17 corresponde al porcentaje de viabilidad de las células del control
positivo (sin tratamiento) el cual corresponde a un 100% de células vivas. Las barras grises corresponden
al porcentaje de viabilidad celular generado por las diferentes concentraciones de AgNPs afiadidas al
cultivo, mientras que las barras de color rojo representan el porcentaje de la viabilidad celular provocado
por las combinaciones de las diferentes concentraciones de AgNPs y 15 uM de tamoxifeno. Para los
tratamientos con AgNPs y 20 uM de farmaco, se graficaron los resultados del porcentaje de viabilidad

celular con las barras de color verde. Para la concentracion de 25 uM de tamoxifeno las barras son de color
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amarillo, mientras que las barras de color azul representan los tratamientos con las diferentes

concentraciones de AgNPs y 27 uM de tamoxifeno.

AgNPs + Tamoxifeno

MDA-MB-231

120+
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= 1004
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Figura 17. Efecto antiproliferativo de la combinacion de las AgNPs en presencia de diferentes concentraciones de
farmaco tamoxifeno en células de cancer de mama MDA-MB-231. Los resultados representan el promedio + la
desviacion estandar de tres experimentos independientes.

En lafigura 17, es posible observar que la viabilidad celular al utilizar 15, 20, 25 y 27 uM de tamoxifeno fue
de del 99, 97.14, 88.89 y 77.77%, respectivamente. Ademas, se registré una disminucién de la viabilidad
celular al aiadir diferentes concentraciones de las AgNPs, siendo estas 95.28% para 30 uM, 86.01% para
35 uM, 77.71% para 40 uM y 65.24% para 45 uM, por lo que este comportamiento fue dependiente de la
concentracién de nanoparticulas afiadidas al cultivo. Sin embargo, cuando se agregaron las combinaciones
de AgNPs (de 30, 35, 40 y 45 uM) y del farmaco (15, 20, 25y 27 uM), se observd una potenciacién en la

disminucién de la viabilidad la cual es mayor que la muerte celular inducida por sus individuales.

Por lo tanto, para cuantificar la interaccién entre las AgNPs y el tamoxifeno, se utilizé el software
CompuSyn desarrollado por Chou-Talalay, el cual se basa en el modelo de indice de combinacién (Cl).
Después de introducir los valores de las ICso de las AgNPs, las del tamoxifeno, asi como los valores dela
muerte de la linea celular MDA-MB-231 obtenidos de las combinaciones mostradas en la Figura 17, los
resultados de los diferentes valores de indice de combinacion (Cl) estan resumidos en la Tabla 9, en la que

los valores de Cl que son mayores a 1 representan las combinaciones donde no se obtuvo un efecto
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sinérgico entre las AgNPs y el tamoxifeno, si los valores de Cl son iguales a 1, se dice que tienen un efecto
aditivo y si son menores a 1, entonces el efecto es sinérgico. De esta forma, se obtuvo una combinacion
con efecto aditivo (Cl = 1) al utilizar 30 uM de AgNPs con 27 uM de tamoxifeno, ademas de ello, se
determind que existe un efecto sinérgico al utilizar las combinaciones de 30 uM de AgNPs con 15 uM de
tamoxifeno y 30 uM de AgNPs con 25 uM de tamoxifeno debido a que los valores de Cl son de 0.97 y 0.95,

respectivamente.

Los siguientes resultados que se generaron con el software CompuSyn, corresponden a los valores de
indice de interaccion graficados mediante el modelo isobolografico (Figura 19 a)), donde el eje ‘y’
representa la normalizacion de concentraciones del farmaco “A” (AgNPs) utilizadas individualmente. El eje
‘X" representa la normalizacion de las concentraciones del farmaco “B” (tamoxifeno) utilizadas
individualmente. La linea diagonal que comprende desde el limite de los ejes X’ y ‘y’, representa la
aditividad del farmaco “A” y “B”. Los puntos graficados corresponden a las concentraciones de cada una
de las combinaciones utilizadas. Los dos puntos que estan por debajo de la linea diagonal de aditividad

fueron las combinaciones de 30 uM de AgNPs con 25 uM de tamoxifeno y la combinacién de 35 uM de

AgNPs con 15 uM de tamoxifeno.

Los siguientes resultados que se generaron con el software CompuSyn, corresponden a los valores de
indice de interacién graficados de mediante el modelo isobolografico (Figura 18 a)), donde el eje ‘y’
representa la normalizacion de concentraciones del farmaco “A” (AgNPs) utilizadas individualmente. El eje
‘X" representa la normalizacion de las concentraciones del farmaco “B” (tamoxifeno) utilizadas
individualmente. La linea diagonal que comprende desde el limite de los ejes X’ y ‘y’, representa la
aditividad del farmaco “A” y “B”. Los puntos graficados corresponden a las concentraciones de cada una
de las combinaciones utilizadas. Los dos puntos que estan por debajo de la linea diagonal de aditividad

fueron las combinaciones de 30 uM de AgNPs con 25 uM de tamoxifeno y la combinacién de 35 uM de

AgNPs con 15 puM de tamoxifeno.
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Tabla. 9 Cuantificacién del indice de interaccidn (Cl) entre las AgNPs de 68 nm y el farmaco tamoxifeno en la linea

celular de cancer de mama MDA-MB-231 (Datos obtenidos con el software CompuSyn).

Coeficiente de

AgNPs (uM) Tamoxifeno (uM)
interaccion (Cl)

30 15 1.23
35 15 0.97
40 15 1.07
45 15 1.18
30 20 1.26
35 20 1.17
40 20 1.14
45 20 1.09
30 25 0.95
35 25 1.04
40 25 1.1
45 25 1.15
30 27 1
35 27 1.09
40 27 1.16
45 27 13

La Figura 18 b)), representa el grafico del indice de combinacién logaritmico. Donde el eje ‘x’ corresponde

a la fraccion de inhibicion de la proliferacion celular obtenido para cada una de las combinaciones

empleadas con respecto al el eje ‘y’, que representa un valor logaritmico de cada indice de combinacion

obtenido. Como se observa, todas las combinaciones utilizadas y que estan graficadas como puntos azules

se encontraron muy préximas a un valor de Log(Cl)=0.
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Figura 18. Representacidn grafica obtenida con el software CompuSyn para las combinaciones de AgNPs de 68
nm y el farmaco tamoxifeno en la linea celular MDA-MB-231. a) Modelo isobolografico y b) grafico fraccién
contra indice de combinacién (Fa-Cl).

Para evaluar el tipo de interacciéon que tienen las AgNPs en combinacién con el farmaco antineopldsico
tamoxifeno en células de cdncer de mama MCF-7, se realizaron ensayos de viabilidad celular, como se
muestra en la Figura 19. Estos resultados, se graficaron como el porcentaje de viabilidad celular con

respecto a la concentracidon de AgNPs afiadidas al cultivo y la concentracidon de tamoxifeno utilizado.

La barra color negro de la Figura 19 corresponde al porcentaje de la viabilidad de las células sin ningun
tratamiento, el cual es del 100%. Las barras grises corresponden a los porcentajes de viabilidad celular
obtenidos con las diferentes concentraciones de AgNPs afiadidas al cultivo (15, 20, 25 y 30 uM
independientemente), mientras que las barras de color naranja representan los valores de los porcentajes
de viabilidad celular de los tratamientos con las diferentes concentraciones de AgNPs (15, 20, 25y 30 uM)
y 10 uM de tamoxifeno. Para los tratamientos con las diferentes concentraciones de AgNPs y 15 uM de
farmaco, se graficaron los resultados de la viabilidad celular con barras de color violeta. Para representar
los porcentajes de viabilidad celular generadas por los tratamientos con las diferentes concentraciones de
AgNPs y la concentracion de 20 uM de tamoxifeno, las barras son de color azul, tal como se muestra en la

Figura 19.
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Figura 19. Efecto antiproliferativo de la combinacion de las AgNPs en presencia de diferentes concentraciones de
farmaco tamoxifeno en células de cancer de mama MCF-7. Los resultados representan el promedio * la desviacion
estandar de tres experimentos independientes.

Como se observa en la Figura 19, se obtuvo poca disminucién de la viabilidad celular al utilizar 10y 15 uM
de tamoxifeno (99% y 92% respectivamente), sin embargo, la viabilidad celular al utilizar 20 uM fue del
66.7%. Ademas de ello, la adicidn de las diferentes concentraciones de AgNPs generan una viabilidad
celular de 97.2% para la concentracién de 15 uM, 83.45% para 20 uM, 72.39% para 25 uM y 65.69% para

30 uM de nanoparticulas, por lo tanto, el efecto citotdxico de las AgNPs depende de la concentracion.

Por otro lado, se observd una potenciacion en el efecto citotéxico de las combinaciones de AgNPs y
farmaco tamoxifeno, por ejemplo, en las concentraciones de 15, 20, 25 y 30 uM de AgNPs combinadas con
10, 15y 20, 25 uM de tamoxifeno, tal cual se muestra en la figura 20, por lo que es posible decir que para
esas concentraciones de tamoxifeno la combinacién con las AgNPs, induce una mayor muerte celular que

sus individuales.

Para cuantificar esta interaccion entre las AgNPs y el tamoxifeno, se utilizé el software CompuSyn que se
basa en el modelo de indice de combinaciéon descrito por Chou-Talalay, la tabla 10, resume los valores del
indice de combinacién obtenidos. Es importante resaltar que los valores de Cl mayores a 1 representan las
combinaciones donde no se obtuvo un efecto entre las AgNPs y el tamoxifeno, mientras que aquellos
valores de Cl menores a 1, representan un claro efecto sinérgico y los Cl=1 son considerados como un

efecto aditivo. Asi, se obtuvo una combinacion con efecto aditivo (Cl = 1) en la combinacién entre 15 uM
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de AgNPs con 20 uM de tamoxifeno. Por otro lado, se determind un efecto sinérgico CI=0.97, en la

combinacion de 20 uM de AgNPs con 10 uM de tamoxifeno.

Tabla 10. Cuantificacién del indice de interaccidn (Cl) entre las AgNPs de 68 nm y el farmaco tamoxifeno en la linea
celular de cancer de mama MCF-7 (Datos obtenidos con el software CompuSyn).

Coeficiente de

AgNPs (M) Tamoxifeno (uM) interaccion
(cn
15 10 1.73
15 15 1.12
15 20 1
20 10 0.97
20 15 1.14
20 20 1.02
25 10 1.08
25 15 1.08
25 20 1.15
30 10 1.2
30 15 1.15
30 20 1.13

En la figura 20, se presentan resultados generados con el software CompuSyn y que corresponden a
los valores del indice de interaccidn, en el inciso (a) se presenta el modelo isobolografico, donde el eje
‘v’ indica la normalizacién de las concentraciones del farmaco “A” (AgNPs) utilizadas individualmente.
El eje ‘X’ representa la normalizacién de las concentraciones del fadrmaco “B” (tamoxifeno) utilizadas
individualmente. La linea diagonal que comprende desde el limite de los ejes ‘X’ y ‘Y’ representa la
aditividad del farmaco “A” y “B”. Los puntos graficados corresponden todas las concentraciones de las
combinaciones de AgNPs y tamoxifeno utilizadas en la figura 19. El punto que se encuentra dentro del
isobolograma, es decir por debajo de la linea diagonal de aditividad fue la combinacion de 15 pM de

AgNPs con 20 uM de tamoxifeno.

El indice de combinacién logaritmico, se grafica en la Figura 20 b), en donde el eje ‘x’ corresponde a la
fraccion de inhibicién de laproliferacion celular obtenido de cada una de las combinaciones de AgNPs
y tamoxifeno empleadas para la linea celular MCF-7, con respecto al el eje ‘y’ que representa un valor

logaritmico de cada indice de combinacion obtenido. Donde, todas las combinaciones utilizadas se
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encontraron muy préximas a un valor de Log(Cl)=1. Se puede identificar un dato debajo de la linea de

aditividad, que corresponde a la combinacién de 15 uM de AgNPs con 20 uM de tamoxifeno.
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Figura 20. Representacion grafica obtenida con el software CompuSyn para las combinaciones de AgNPs de 68 nm
y el farmaco tamoxifeno en la linea celular MCF-7. a) Modelo isobolografico y b) Gréfico fraccidn contra indice de
combinacién (Fa-Cl).

3.4 Expresion de los genes GAPDH, TP53 Y SOD1 en células de cancer de mama

Para el analisis preliminar de la expresién de los diferentes genes (TP53, SOD1 y GAPDH) en las células
MDA-MB-231 expuestas a los diferentes tratamientos con farmaco, AgNPs o sus combinaciones, se
obtuvieron diferentes concentraciones y nivel de pureza del ARN, los cuales se resumen en la tabla 11.
Para las células MDA-MB-231 sin tratamiento, se obtuvo una concentracidn de 2.365 pg/ul de ARN, y una
relacién de absorbancia 260/280 de 1.97. Para las células MDA-MB-231 tratadas con 35 uM de AgNPs en
combinacion con 15 pM de tamoxifeno, se obtuvo una concentracién de 1.75 pg/pl de ARN, y una relacidn
de absorbancia 260/280 de 1.88. Las células MDA-MB-231 con un tratamiento de 30 uM de AgNPs en
combinacion con 25 puM de tamoxifeno, se obtuvo una concentracion de 0.201 pg/ul de ARN, y una
relaciéon de absorbancia 260/280 de 1.75. Se observd que conforme aumentd la concentracion del

tratamiento disminuyé la concentracidn de ARN aislado y su nivel de pureza.
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Tabla 11. Concentracién y pureza del ARN aislado de la linea celular MDA-MB-231.

Muestra Concentracion (ug/pl) Abs 260/280
MDA-MB-231 (sin tratamiento) 2.365 1.97
Combinacion 1 (MDA-MB-231) 1.759 2.07
Combinaciéon 2 (MDA-MB-231) 0.201 1.75

Después de sintetizar el ADNc de las células MDA-MB-231 (controles y tratamientos), se realizo la reaccion
en cadena de la polimerasa de punto final (PCR) para determinar la expresién de los genes de interés
GAPDH, TP53 Y Sod-1 y corroborar la factibilidad de las condiciones de PCR y especificidad de los
oligonucledtidos a la secuencia blanco. En la figura 21 se presenta el resultado de la amplificacion de las
secuencias de estos genes a partir de ADNc. Los carriles 1 y 7 corresponden a los marcadores de peso
molecular de 1000 pares de bases (pb) y 500 pb, respectivamente. En el carril 2 se observa la banda del
producto de PCR para la secuencia TP53, se determiné un tamafio de 300 pb aproximadamente. En el carril
4 se observa la banda del producto de PCR para la secuencia Sod-1, que tiene un tamano de 200 pb
aproximadamente. En el carril 6 se observa la banda del producto de PCR para la secuencia GAPDH, con
un tamafio de 350 pb aproximadamente. Los carriles 3, 5y 7 son los productos de PCR de los controles de

oligonucledtidos especificos para TP53, Sod-1 y GAPDH, respectivamente.

Figura 21. Gel de agarosa al 1.5% con los productos de PCR correspondiente a los genes TP53, Sod-1 y GAPDH de la linea celular
MDA-MB-231.
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Para determinar el nivel de expresién de genes relacionados con la apoptosis en las lineas celulares MDA-
MB-231 y MCF-7 expuestas a concentraciones de AgNPs y tamoxifeno donde se encontré un efecto
sinérgico, se realizaron reacciones de qPCR de los genes TP53 y Sod-1. En este punto es importante resaltar
que durante la metodologia se omitié el tratamiento del ARN con DNAsas, lo que podria tener una
influencia negativa en la amplificacidon del ADNc y las posteriores reacciones de qPCR. Es por esta razén,
que los resultados obentidos a partir de esta metodologia, deben ser tomados considerados como

preliminares y es necesario repetirlos con los tratamientos adecuados.

Sin embargo, en el caso de que se analizaran los resultados obtenidos de la cuantificacion de los
transcritos, es posible sugerir que en comparacion a los niveles de GAPDH (gen de referencia), la expresidon
del gen TP53, las células expuestas a una concentracion de 35 uM de AgNPs en combinacién con 15 pM
de tamoxifeno, el nivel de expresidn de las células expuestas a una concentracién de 30 uM de AgNPs en

combinacion con 25 uM de tamoxifeno es de 13.14.

En el caso del analisis del nivel de expresidon del gen SOD1 en relacion a GAPDH mediante reacciones de
gPCR, se comparo el nivel de expresidon de SOD1 de las células MDA-MB-231 sin tratamiento (1.88), con el
de las células expuestas a una concentraciéon de 35 uM de AgNPs en combinacién con 15 uM de
tamoxifeno, el cual fue de 1.10. Mientras que el nivel de expresidon de SOD1 en las células expuestas a una
concentracién de 30 uM de AgNPs en combinacién con 25 uM de tamoxifeno fue de 1307. Sin embargo,
como se mencioné con anterioridad, es importante repetir estos experimentos bajo las condiciones
Optimas de los protocolos. Estos resultados sirven para tener una aproximacion sobre el posible efecto de
los tratamientos en la expresidn de los genes de interés, aunque se conoce que se debe validar de una

forma mas adecuada.

3.5 Evaluacion del efecto genotoxico de la combinacion de AgNPs y tamoxifeno en la linea

celular MDA-MB-231

Se evalué el efecto genotdxico de las combinaciones de AgNPs que demostraron tener un efecto sinérgico
en las células MDA-MB-231. Estos tratamientos fueron comparados con el dafio genotdxico inducido por

el peréxido de hidrégeno (H,03).

La viabilidad celular fue detectada con el reactivo Image-iT® DEAD Green™ viability stain, como se observa

en la figura 22, el citoplasma de las células vivas se tifié de verde, mientras que la morfologia nuclear se
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observé mediante el fluorocromo Hoechst 33342 que emite en color azul y la fosforilacién de la histona
H2AX (yH2AX) se observé como focos de color rojo formados en el sitio del nicleo de las células, lo cual

se utilizé como biomarcador de ruptura de la doble cadena de DNA.

La genotoxicidad basal se midié en el control negativo, que fueron las células sin tratamiento (C-), mientras
que el control positivo (C+) de genotoxicidad, correspondié a las células con un tratamiento de 100 uM
H,0,. Se observaron cambios en la morfologia de las células y un incremento de la fluorescencia emitida
por los anticuerpos marcados yH2AX antibody/Alexa fluor 555 secondary, la cual se tomé como referencia

de la acumulacién del dafio al DNA.

Como se puede observar en la Figura 23, las células con tratamiento de 30 y 35 uM de AgNPs generaron
una menor fluorescencia de los marcadores de la histona yH2AX, el cual es muy similar al control negativo
de genotoxicidad. Las células tratadas con 15, 25 y 50 uM de tamoxifeno, mostraron una intensidad de
fluorescencia menor que el control positivo de genotoxicidad. Al observar las células que fueron incubadas
con un tratamiento de 35 uM de AgNPs en combinacién con 15 uM de tamoxifeno, se determind que la
fluorescencia de la histona yH2AX incrementé en comparacidn con el control negativo, pero fue menor al
del control positivo de dafio al DNA. El tratamiento de 30 uM de AgNPs en combinacidn con 25 uM de

tamoxifeno ocasiond un menor dafio que el control positivo de genotoxicidad.

Se cuantificd la fluorescencia de las micrografias registradas de los tratamientos donde se determind un
efecto sinérgico en las células MDA-MB-231, asi como los controles individuales, el control positivo de
genotoxicidad (células con un tratamiento de 100 uM H,0;) y el control negativo de genotoxicidad basal
(células sin tratamiento o DMEM). Los resultados fueron graficados como el indice de genotoxicidad

relativo con respecto al control negativo.

Como se indica en la Figura 23, los indices de genotoxicidad de las células tratadas con 30 y 35 uM de
AgNPs fueron de 1.0 y 1.082, respectivamente, mientras que los valores de los indices de genotoxicidad
de las células incubadas con 15 y 25 uM de tamoxifeno fueron de 1.005 y 1.088, respectivamente, los
cuales son muy similares al control de células sin tratamiento (DMEM). El indice de genotoxicidad de las
células incubadas con 50 uM de tamoxifeno fue de 1.51. En cuanto al indice de genotoxicidad de las células
incubadas con las combinaciones de AgNPs y farmaco, se obtuvieron los siguientes valores: 1.11 para el
tratamiento donde se combinaron 35 pM de AgNPs con 15 uM de tamoxifeno y por ultimo, en el
tratamiento de 30 uM de AgNPs en combinacién con 25 uM de tamoxifeno se obtuvo un indice de

genotoxicidad de 1.31.
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yH2AX
Image-iT® DEAD antibody/Alexa Fluor®

H20:2
100 uM
C+

AgNPs
30uM

AgNPs
35 uM

Tamoxifeno
15 uM

Tamoxifeno
25 uM

Tamoxifeno
50 uM

35 uM AgNPs
+
15 uM Tamoxifeno

30 UM AgNPs
+
25 pM Tamoxifeno

Figura 22. Deteccidn de dafio al ADN en células MDA-MB-231 via yH2AX antibody/Alexa fluor 555 secondary en células MDA-
MB-231. En color verde se observa la morfologia de la célula viva, en color azul se observa la tincidn nuclear y en color rojo se
detecta el dafio al ADN.
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AgNPs 30 uM + Tamox. 25 uM
AgNPs 35 yM + Tamox. 15 uM
Tamoxifeno 50 uM I
Tamoxifeno 25 uM
Tamoxifeno 15 pM

AgNPs 35 uM

AgNPs 30 uM

Peréxido de hidréogeno 100 uM
DMEM

Tratamiento

indice de genotoxicidad relativo

Figura 23. Actividad genotdxica los controles individuales y de las combinaciones de AgNPs y tamoxifeno con efecto sinérgico
antiproliferativo en la linea celular MDA-MB-231.

Tabla 12. indice de genotoxicidad los controles individuales y de las combinaciones de AgNPs y tamoxifeno con efecto sinérgico
antiproliferativo en la linea celular MDA-MB-231.

indice de
Tratamiento

genotoxicidad

DMEM (C-) 1.0

AgNPs 30 pM 1.0
AgNPs 35 pM 1.082
Tamoxifeno 15 uM 1.005
Tamoxifeno 25 uM 1.088
Tamoxifeno 50 uM 1.51
AgNPs 35 pM + Tamoxifeno 15 uM 1.119
AgNPs 35 pM + Tamoxifeno 25 uM 1.316
H20,100 uM (C+) 3.269
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Capitulo 4. Discusiones

4.1 Efecto del tamoxifeno y de las AgNPs, y de sus combinaciones en células de cancer de mama

MCF-7 y MDA-MB-231

En este trabajo se utilizaron dos lineas celulares de cancer de mama: MCF-7 y MDA-MB-231, la razén de
estudiarlas, es que las células MCF-7 son el modelo mas utilizado en el mundo para investigacién, ya que
presentan un inmunoperfil ER+, PR+, HER2". Es importante considerar que aproximadamente el 75% de
los tumores son ER+y por lo tanto, las células MCF-7, al ser positivas a receptores de estrégeno, presentan
sensibilidad al farmaco tamoxifeno (Ahmad, 2018). El tamoxifeno es un farmaco que induce muerte celular
por apoptosis y su mecanismo de accién se basa en su transformacién a 4-hidroxi-tamoxifeno y
endoxifeno, ambos compuestos contribuyen al bloqueo de los receptores de estrégeno, con lo que se
impide que se formen los complejos estréogeno-receptor de estrégeno y reclutamiento de coactivadores
transcripcionales para estimular la transcripcién de genes involucrados en la proliferacion celular. Ademas

de ello, el tamoxifeno también es capaz de inducir estrés oxidativo (Yang et al., 2013).

Para evidenciar estos efectos y con el objetivo de evaluar la citotoxicidad del farmaco tamoxifeno en un
rango de concentracién de 15 a 100 uM en las células MCF-7, se realizacion ensayos de citotoxicidad in
vitro. El analisis de los resultados obtenidos, revelé que existe una reduccién de la viabilidad celular
dependiente de la concentracion del tamoxifeno afiadido al cultivo. Este resultado es congruente pues la
linea celular MCF-7, expresa receptores de estrégeno y es susceptible al tamoxifeno. Por lo que, en un
tiempo de incubacién de 24 hrs, fue posible observar una reduccion de la viabilidad celular desde la menor
concentracién de tamoxifeno empleada en los ensayos (15 uM). A partir de la adiciéon de 30 uM de farmaco
a los cultivos, fue posible determinar una reduccién de la viabilidad de mas del 50%; y desde los 45 uM de
tamoxifeno se reportaron viabilidades de aproximadamente 20%, indicativos de una citotoxicidad franca.
Para confirmar los resultados de los ensayos MTT se tomaron micrografias a los cultivos con y sin los

tratamientos empleados (anexo 1).

Con estos resultados, se determind una ICso de 29.18 + 2.67 uM, este valor es comparable con el publicado

por el grupo de Abu en el 2014 (Abu, et al., 2014) donde se reporté una ICspde 24.76 £ 0.80 uM.
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La linea celular de cancer de mama MDA-MB-231, tiene una expresion muy baja de receptores de
estrogeno y se ha reportado que presenta un inmunoperfil ER—, PR—, HER2—. En este trabajo, se evalud la
citotoxicidad del farmaco tamoxifeno en estas células en un rango de 15 a 100 uM; después de analizar
los resultados de los ensayos de citotoxicidad, se observé que existe una reduccion de la viabilidad celular
que fue dependiente de la concentracién de tamoxifeno afiadido al cultivo. Debido a que la linea celular
MDA-MB-231, exhibe una muy baja expresion de receptores de estrégeno (ER-), su susceptibilidad al
farmaco tamoxifeno es en concentraciones altas, por lo que exhiben una baja citotoxicidad en un tiempo
de incubacidn de 24 hrs a concentraciones entre 15y 20 uM del farmaco. En consecuencia, se reportaron
viabilidades similares a las del control negativo (células vivas, sin tratamiento). A partir de 25 uM de
tamoxifeno, el efecto antiproliferativo comenzé a ser evidente. Se reporté una reduccion de la viabilidad
celular de hasta 70% (100 uM de tamoxifeno) concentracidn con indicio de letalidad. Para confirmar los
resultados de los ensayos MTT se tomaron micrografias a los cultivos con los tratamientos de tamoxifeno
empleados, se utilizd las micrografias del control negativo (100% de células vivas, sin tratamiento) y del
control positivo (células con tratamiento de DMSO absoluto) como referencias comparativas de cada
imagen registrada de los tratamientos y se determind una ICso de 44.76 + 2.33 uM. Estos resultados son
comparables con un trabajo publicado por el grupo de (Samadi, et al., 2014), donde se reportd una ICso

de 50 uM, que es un resultado por arriba del obtenido en este trabajo.

Después de comparar los resultados registrados en ambas lineas celulares, la MCF-7 fue la que presenté
mayor susceptibilidad al tamoxifeno, esto se debe a que responde de manera mas efectiva al farmaco
mediante el bloqueo de los receptores de estrégeno. La linea celular MDA-MB-231 tiene una menor
suceptibilidad debido a que presenta una expresion muy baja de estos receptores. El grupo de Zheng
evalud la respuesta de las células MDA-MB-231 y MCF-7 en concentraciones de 7 uM de tamoxifeno y
determinaron que existe muerte en las células MCF-7, pero no en las MDA-MB-231 (Zheng, 2007). De
acuerdo con Ferlini y colaboradores, la razén por la que se observé muerte en las células MDA-MB-231

fue mayoritariamente por la induccidn de estrés oxidativo (Ferlini et al., 1999).

Las nanoparticulas de plata (AgNPs) son el nanomaterial con mayor nimero de aplicaciones comerciales y
biomédicas debido a sus amplias propiedades antibacterianas, antiflingicas y antivirales ( Lara et al., 2011;
Ge et al.,, 2014), por esta razoén, la exposicidn a este tipo de nanomaterial es elevada y justifica el estudio
de su citotoxicidad en sistemas bioldgicos. Ademas, las AgNPs, también han sido estudiadas como agentes
antiproliferativos en distintas lineas celulares de mamiferos que incluyen, entre otros, glioblastoma
humano (U251), células pluripotentes de carcinoma testicular humano (NT2), células de hepatocarcinoma

humano (HepG2), células normales de fibroblastos de pulmén humano (IMR-90) y células mononucleares
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de sangre periférica humana normal (PBMC) (Davis et al., 2008; AshaRani et al., 2009; Jing et al., 2011,
Asare et al., 2012; Wang et al., 2013; Martinez-Paino et al., 2015), encontrandose que las AgNPs inducen

citotoxicidad concentracidon-dependiente en esas lineas celulares evaluadas.

Después de realizar la caracterizacién del tamafio de las tres muestras de AgNPs comerciales
(Nanostructured & Amorphous Materials Inc), se observdé que las muestras “A” y “B” presentaron
agregaciones superiores a los 100 nm y hasta el orden de los micrémetros. Asi que, como primer resultado
se demostro que la muestras "A”" y “'B”” de AgNPs son material particulado que no tiene las caracteristicas
propias de un nanomaterial. Esto se verificd a su vez, debido a que los resultados de la medicién del
plasmén de resonancia superficial de estas muestras, no correspondia al patrén tipico de la plata el cual
tiene una absorbancia entre los 405 y los 430 nm. La agregacién de las muestras A y B, puede explicar su

nulo efecto citotdxico en las lineas de cancer de mama evaluadas en este trabajo.

Para el caso de la muestra "C”" de AgNPs, se corroboré mediante TEM que su morfologia era esferoidal y
su tamano tenia un didmetro promedio de 60 nm, el cual coincidié con el radio hodrodinamico de 68.82
nm obtenido mediante la técnica de DLS, por lo que es posible confirmar que la muestra tiene un tamafio
nanomeétrico por ser menor de los 100 nm. Asi mismo, se corroboré el plasmdn de resonancia superficial
de estas AgNPs el cual presentd un pico maximo de absorbancia maximo a los 420 nm, el cual es tipico de
las nanoparticulas. Este ultimo resultado es comparable con un trabajo publicado por el grupo de Ostad
en el 2010, donde se sintentizaron AgNPs mediante la técnica de reduccién quimica y se caracterizaron
mediante espectrofotometria de UV-Vis donde se registré un maximo pico de absorbancia a los 420 nm
(Ostad et al., 2010). De acuerdo con los datos obtenidos por Salari en el 2019 y Sastry en el 1997, este pico
de absorbancia es atribuido al fendmeno de plasmén de resonancia superficial que estd muy bien
identificado en varias nanoparticulas esféricas de plata con tamafios desde 2 nm hasta 100 nm de didmetro

(Salari et al., 2019; Sastry et al., 1997).

La citotoxicidad de las tres diferentes muestras de AgNPs se evalud en las lineas celulares MDA-MB-231y
MCF-7. Como se mencioné anteriormente, uno de los mecanismos por el cual son capaces de ocasionar
citotoxicidad en las células de cancer es mediante la internalizacidn de las AgNPs o de los iones plata que
se liberan de las mismas. En cualquier caso, esta interaccion genera estrés oxidativo a través de la
produccién de especies reactivas de oxigeno (ROS) mitocondriales lo que provoca la activacion de la

muerte celular por apoptosis (AshaRani et al., 2009; Juarez-Moreno et al., 2017).
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Para evidenciar estos efectos en las lineas celulares MDA-MB-231 y MCF-7, se evallo la citotoxicidad de
las tres muestras de AgNPs en un rango 15 a 100 uM. Para ambas lineas celulares que fueron tratadas con
las muestras A"y “'B”’, se reporté disminucién de la viabilidad celular a partir de los 100 uM y hasta los
1000 puM (esta dltima concentracidn como la maxima empleada), en las que se observé un ligero
decremento conforme aumentd la concentracidn de las muestras, sin embargo, no fue posible reportar
concentraciones letales en ninguno de los casos. Sin embargo, la ICso de las muestras A" y “B” en las
células MDA-MB-231y MCF-7 estaba en el rango de los 1100 a los 1750 uM, que son concentraciones muy
elevadas de material, por lo que ambas muestras fueron descartadas para continuar los experimentos de

este trabajo.

Por otro lado, fue evidente el efecto antiproliferativo de la muestra “C”, correspondiente a las AgNPs de
68 nm, por lo que fue posible calcular los valores de ICso, para las células MDA-MB-231 (52.635 + 1.11 uM)
y para las MCF-7 (48.66 + 3.21 uM). Al comparar estos valores, se determiné que la linea celular MCF-7 es
mas suceptible a las AgNPs, debido a que se necesitd una menor concentracidén de éstas para reducir la
viabilidad celular y obtener un 50% de muerte celular. Ademads, se realizé una comparativa de las I1Cso
obtenidas en este proyecto con respecto a la informacién disponible en la literatura donde se utilizaron
AgNPs en combinacién con otros farmacos (tabla 13). Los grupos de Kovacs, Fahrenholtz y Gopisetty,
utilizaron diferentes didmetros de nanoparticula y lineas celulares, para evaluar la ICso (exceptuando a
Gopisetty, quien trabajo con células MCF-7), en los tres casos, se reportaron unas ICsg, mayores a las
obtenidas en este proyecto, por lo que los resultados anteriores permitieron decidir que en este caso, la

muestra “C” de AgNPs de 68 nm de didmetro, es la mejor para realizar los ensayos de combinacion.

Tabla 13. Comparativa de los valores de ICso calculados para diferentes AgNPs reportado por otros autores.

Autores, aino Diametro de Linea celular
particula
Kovacs, et al. 60 UM Colo 205
(2016). 28 nm 60 uM Colo 320
(cancer de colon)
Fahrenholtz, et al. 67 uM A2780
(2017). 24.1 nm 88 uM SKOV3
2966 uM OVCAR3
(cancer de ovario)
Gopisetty et al. 260 uM MCF-7
(2019) 75 nm 414 pM MCF-7/KCR
(cancer de mama)
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Al considerar los trabajos reportados por Fahrenholtz y Kovacs (Fahrenholtz et al., 2017; Kovdcs et al.,
2016), en donde encontraron que las AgNPs pueden tener un efecto sinérgico antiproliferativo en
combinacion con farmacos anticancerigenos en células de cancer de ovario y colon, es que surgid la idea
de combinar las AgNPs con farmacos antineopldsicos en células de cancer de mama que tengan una

sensibilidad intrinseca disminuida hacia la terapia con el tamoxifeno.

Esta fue una de las razones por la que en este trabajo se seleccionaron concentraciones menores a la ICso
del fdrmaco tamoxifeno y de las AgNPs para los ensayos de combinacion. Otro punto muy importante que
se tomé en cuenta, fue utilizar concentraciones de tamoxifeno que de acuerdo con la literatura tuvieran

una genotoxicidad baja (Liapis et al., 2008).

En relacién al efecto citotdxico de la combinacidn de las AgNPs y el tamoxifeno, en la linea celular MDA-
MB-231 se utilizaron concentraciones de 30 a 45 uM de AgNPs junto con 15 a 27 uM de fdrmaco, en todas
las combinaciones, se observd una mayor proporcién de muerte celular en comparacion con la suma de
los controles individuales de AgNPs o de farmaco, por lo que es claramente un efecto de potenciacidn de
la muerte celular. Ademads, se observé una disminucion de la viabilidad celular similar en las combinaciones
de 25y 27 uM de tamoxifeno con 30, 35, 40 y 45 uM de AgNPs. Entonces, fue posible determinar que 25
UM de tamoxifeno resultd ser un mejor tratamiento de combinacién en comparacién con 27 uM ya que
se requirido de menor cantidad de materia para obtener el mismo efecto. Sin embargo, un resultado de
gran interés fue el registrado de la combinacién de 15 uM de tamoxifeno en combinacién con 35, 40y 45
UM de AgNPs ya que se obtuvieron valores de viabilidad celular por debajo del 50% (en la combinacion
mas alta). Entonces, en la linea celular MDA-MB-231 fue posible optimizar el efecto del tamoxifeno
utilizando concentraciones donde éste presenta un efecto limitado y baja genotoxicidad de acuerdo con

la literatura.

Para el caso de la linea celular responsiva al tamoxifeno, se seleccionaron los rangos de concentraciones
de 15 a 30 uM de AgNPs en combinacién con el rango de concentraciones de 10 a 20 uM de tamoxifeno.
En todas las combinaciones, se observé una mayor proporcién de muerte celular en comparacién con la
suma de los controles individuales de AgNPs y tamoxifeno. Cabe destacar que las concentraciones donde
se determind una viabilidad celular préxima al 50% fueron las de 15 uM de tamoxifeno en combinacidn
con 25y 30 uM de AgNPs. Asi mismo, las combinaciones de 20 UM de tamoxifeno con 25y 30 uM de AgNPs
provocaron una viabilidad celular menor a la ICso. Por lo tanto, esto permitid optimizar el efecto citotdxico
del tamoxifeno utilizando concentraciones donde, de acuerdo a los reportes publicados, exhibe un bajo

efecto genotodxico. Dado que el efecto de las combinaciones era claramente citotdxico, se decidié evaluar
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de forma adicional a este trabajo de tesis, si estos tratamientos tienen un potencial efecto
antiproliferativo, para lo cual se llevaron a cabo ensayos de formacién de colonias, como se observaen el
Anexo 2, fue posible comprobar que los tratamientos de la combinacién de las AgNPs con el tamoxifeno
no solo tienen un efecto citotdxico, sino que también son antiproliferativos. Sin embargo, es necesario

realizar un mayor nimero de experimentos para corroborar estos hallazgos.

4.2 Efecto sinérgico en las células MCF-7 y MDA-MB-231, su significancia biolégica y limitaciones

del modelo de interaccion de Chou-Talalay

En la farmacologia médica, el sinergismo se define como un incremento en la actividad de dos o mas
agentes anti-efectivos al ser administrados de manera conjunta, el cual es mayor que la suma de la
actividad de los agentes administrados de forma separada. Aldn cuando las atribuciones de los resultados
mostrados en este trabajo son interpretados como sinergismo clasico (Manjunath et al., 2015), es
necesario cuantificar este efecto tal como lo propone Chou en un amplio nimero de trabajos (Chou, 1984,
2006, 2010, 2014, 2019). Por esta razon, fue necesario utilizar los modelos matematicos presentes en el
software COMPUSYN desarrollado por el mismo autor para determinar mediante los resultados de los
estudios de citotoxicidad in vitro, aquellas concentraciones de AgNPs y tamoxifeno que en conjunto,
permitieron optimizar y potenciar su efecto antiproliferativo; y a su vez, obtener el coeficiente de

interaccion (adicidn, sinergia o antagonismo) para dicha combinacion.

Los resultados generados mediante el software COMPUSYN, evidenciaron las concentraciones con un
efecto sinérgico entre las AgNPs y el tamoxifeno en las células MDA-MB-231, que fueron las de 30 uM de
AgNPs en combinacidn con 25 uM de tamoxifeno y 35 uM de AgNPs con 15 uM de tamoxifeno. Para la
linea celular MCF-7 se determind un efecto sinérgico en la combinacion de 20 uM de AgNPs con 10 uM de
tamoxifeno. Estos resultados fueron de gran interés, debido a que fue posible encontrar y cuantificar

sinergismo mediante el modelo mas citado de interaccién de farmacos.

Hasta la fecha el modelo de interaccidon de farmacos de Chou-Talalay, es el mejor para identificar los
efectos aditivo, antagdnico o sinérgico de las combinaciones entre dos compuestos. A pesar de ello,
presenta algunas limitantes, principalmente porque esta basado en un modelo lineal, sin embargo, los
mecanismos moleculares de la dindmica de farmacos dentro de la célula, no ocurren de manera lineal. Por

lo que para determinar de forma mds acertada este tipo de interacciones, es necesario utilizar otros
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modelos computacionales como Machine learning. Otra limitante adicional es que este modelo de

interaccion de fdrmacos, no explica la razén por la que tales efectos suceden.

Para tratar de explicar los mecanismos moleculares por los que las AgNPs son citotdxicas, Zielinska y
colaboradores reportaron en el 2016 que estas nanoparticulas tienen la habilidad de generar especies
reactivas de oxigeno y nitrégeno, incrementando asi el estrés oxidativo y dafio celular provocado por
oxidantes como peroxinitrito (ONOO-) y didxido de nitrégeno (Zielinska et al., 2016). El tamoxifeno,
también converge utilizando este mecanismo molecular, pues es capaz de activar el proceso de apoptosis
celular mediante la generacién de peroxinitrito (Yang et al., 2013). Por lo tanto, es posible proponer que
la combinacidn entre las AgNPs y el tamoxifeno en las células de cancer de mama MDA-MB-231, indujo un
efecto sinérgico de muerte celular debido al incremento potenciado en la generacidon de las especies

reactivas de oxigeno y en consecuencia un incremento de la sefial de activacién de la ruta apoptética.

En relacién al efecto sinérgico encontrado para la combinacién de AgNPs y tamoxifeno en la linea celular
MCEF-7, existe la posibilidad de que este efecto se deba a una contribucién dual por parte de las AgNPs y
el fdrmaco, para incrmentar la produccion de ROS. Aunado a ello, el bloqueo de la unidn del estradiol o
estrogeno a los receptores nucleares de estrégeno (ER) por parte del tamoxifeno, también podria
contribuir a la inhibicidn de la proliferacidn celular (Ahmad, 2018; Yang et al., 2013), es por ello que las
concentraciones tanto de AgNPs como de farmaco que se requieren para obtener un efecto citotdxico
considerable, son mucho menores (20 uM AgNPs + 10 uM tamoxifeno) que las que se requieren para la

linea celular MDA-MB-231 (30 uM de AgNPs + 15y 25 uM de tamoxifeno).

Como perspectiva en este punto y de forma adicional a los objetivos de este trabajo, se realizaron de forma
preliminar algunos experimentos mendiante citometria de flujo para medir la generaciéon de especies
reactivas de oxigeno y reforzar el mecanismo de accién propuesto del efecto sinérgico entre las AgNPs y
el tamoxifeno (Ver anexo 3). Se espera que en ambas lineas celulares expuestas a las combinaciones donde
se determind un efecto sinérgico, se obtenga una mayor induccidon de especies reactivas de oxigeno en
comparacion con los controles individuales. Hasta ahora, se ha logrado obtener, que para la linea celular
MCF-7, existe una mayor induccion de especies reactivas de oxigeno (20 uM AgNPs + 10 uM tamoxifeno)

en comparacion con los controles de AgNPs y farmaco independiente.

Algunos de los resultados obtenidos con el modelo de Chou-Talalay para determinar el tipo de interaccién
entre las distintas combinaciones de AgNPs y farmaco tamoxifeno, en las lineas celulares de cancer de

mama MDA-MB-231y MCF-7, fueron menores a 1 (Cl<1). De acuerdo con el modelo de Chou-Talalay, estos
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valores fueron interacciones de antagonismo. Sin embargo, de acuerdo con la ecuacidon de Gaddum, el
antagonismo se da por la competencia entre el farmaco A"’ y el farmaco “'B’" hacia el mismo receptor
celular, provocando asi, que uno desplace la afinidad del otro, y por lo tanto se obtenga una inhibicién del
efecto cuantitativo (P.Kenakin, 2019). En este caso, las AgNPs no presentan una afinidad especifica hacia
el receptor de estrégeno, por lo que los valores por arriba de la linea de aditividad (Cl=1) se consideraron

como valores no sinérgicos, en vez de antagonistas.

Otro punto importante es que estos efectos fueron observados y cuantificados en modelos
bidimensionales (2D) de cultivo celular, sin embargo, cada dia se reportan mayores evidencias que
apuntan a que los cultivos tridimensionales (3D) como los esferoides y los organoides son mas precisos
para evaluar el efecto citotdéxico de los farmacos y nanomateriales, ya que debido al arreglo de su
arquitectura, las respuestas celulares derivadas de ésta, son mds similares a aquellas que se encuentran
in vivo. Es por ello que se plantea que estas mismas combinaciones de AgNPs y fdrmaco tamoxifeno, se
pueda evaluar en modelos tridimensionales como los esferoides. En la Tabla 14, se comparan las
caracteristicas de los modelos de cultivos celulares bidimensionales y tridimensionales de acuerdo con una

revisién realizada por Edmondson y colabadores en el 2014 (Edmondson et al., 2014).

Tabla 14. Comparacién de los modelos de cultivos celulares bidimensionales y tridimensionales. Modificado de
Edmondson, 2014.

Consideraciones de cultivo Modelos celulares en 2D Modelos celulares en 3D

Morfologia celular Anormal: se en cuentran en forma | Natural: juntas forman una forma
planay extendida; forman una esferoidal/estructuras agregadas
monocapa

Genoma Discordancia con las firmas de Patrones de expresidn in vivo mas
expresion génicain vivo representativos

Condiciones de cultivo Exposicion uniforme al medio de Las restricciones de difusion
cultivo (y farmacos) provocan una exposicion diferente
en todo el sistema 3D

Sensibilidad a fdrmacos Hipersensible al tratamiento Presentan mayor resistenciaa los
farmacoldgicoy escasa correlacién | farmacos por lo que presentan una
de respuestasfisiologicas prediccion mejorada de respuesta
in vivo a farmacos

Complejidad Baja; facil de utilizar Mediana; nivel de dificultad alto
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Hoy en dia en el area clinica se sabe que el tamoxifeno ayuda a disminuir la ocurrencia de pacientes con
cancer de mama positivo a receptores de estrégeno (ER+). En una revisiéon realizada por Brown en el 2009,
se destacd que en una prueba clinica realizada por la institucién The Royal Marsden (Reino Unido), se
compardé la incidencia de mujeres con cancer de mama ER+ al ser tratadas con tamoxifeno en comparacion
con pacientes con cancer de mama ER-. Como se muestra en la figura 24, al utilizar como control pacientes
tratadas con placebo, se determind que el tratamiento con el tamoxifeno contribuye a reducir la incidencia

del cdncer de mama en pacientes ER+, sin embargo no produce un cambio en pacientes ER- (Brown, 2009).

Entonces, al comparar los resultados obtenidos por Brown en el 2009, es importante hacer mencién de
gue, en este trabajo, se logré que la linea celular de cdncer de mama MDA-MB-231 con perfil ER-, se
sensibilizara al fdrmaco tamoxifeno, que normalmente es inefectivo o bajamente efectivo para este tipo
de células. Es importante mencionar, ademas, que el cdncer de mama triple negativo representado por las
células MDA-MB-231 es uno de los mas agresivos, pues ocasiona un alto indice de metastasis y resistencia
a farmacos. Esto constituye otra justificacion por la cual es necesario combinar farmacos antineoplasicos
con AgNPs, y para el caso del cancer de mama ER-, este tipo de formulaciones podria ayudar para el estudio
in vitro e in vivo de esta enfermedad, por lo que se sugiere que se elijan farmacos que presenten una
mayor actividad o que sean de primera linea, para que se requiera de una menor concentracion y por

consiguiente, se logre minimizar la toxicidad sistémica (Palmer, 2017).
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Figura 24. Numero de canceres invasivos por cada 10 000 mujeres. Los controles corresponden a mujeres tratadas
con placebo. Modificado de Brown, 2009.

4.3 Ensayos preliminares de la expresion de los genes TP53 Y SOD1 en las células en las células

MDA-MB-231

Como un analisis preliminar se utilizé la técnica de qPCR, para tratar de identificar si los niveles de
transcripcién de los genes TP53 y SOD1 eran diferentes en las células MDA-MB-231 expuestas a las
combinaciones donde se encontré un efecto sinérgico mediante el modelo de interaccién de Chou —
Talalay, en comparacién con las mismas células sin tratamiento. Con el propésito de determinar los niveles
de transcritos de genes relacionados con la actividad antiproliferativa de la combinacién de AgNPs y
tamoxifeno en células de cancer de mama. Los niveles de expresién fueron evaluados con relacion al gen
constitutivo, GAPDH, esto se basé en los trabajos previamente reportados (Gopisetty et al., 2019; Kévacs

et al., 2015).

En este caso se evalué el nivel de transcritos del gen TP53, el cual codifica para la proteina P53, que actua
como factor de transcripcidn, controlando la expresidn de genes involucrados en procesos celulares

importantes como la deteccién de dafio y reparacion del ADN, arresto del ciclo celular, es por lo tanto, uno
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de los principales mediadores de la activacion de la cascada de sefializacion de la apoptosis celular (Yue et
al., 2017). Al analizar los resultados preliminares, es posible sugerir que la cantidad del transcrito de TP53
era 10 veces mayor en las células incubadas con el tratamiento de 30 UM de AgNPs en combinacién con
25 uM de tamoxifeno, en comparacion al control de células sin tratamiento (transcripcidon basal). Sin
embargo, debido a los errores de la técnica, es necesario repetir estos experimentos, para poder obtener
resultados confiables de los analisis por gqPCR. A pesar de ello, es posible sugerir que al estar
incrementando el nivel de expresién de la proteina P53, producto del gen TP53, la cual esta relacionada
con la activacion y modulacién de la muerte celular mediada por apoptosis, el incremento en su expresién,
en las combinaciones de las AgNPs y el tamoxifeno, sugiere que estos tratamientos podrian estar
involucrados en la induccién de la muerte celular por apoptosis. Estos resultados se pueden relacionar con
los cambios morfoldgicos que son evidentes en las células MDA-MB-231, que han sido expuestas a dichos
tratamientos (anexo 1); en los que se observé que las células eran mucho mas pequefias y redondeadas,
ademas de que habia un gran nimero de células desprendidas de la caja de cultivo, todos estos cambios

son signos francos de muerte celular.

Por otra parte, se evalud el nivel de transcritos del gen SOD1, que codifica para la enzima superdxido
dismutasa 1, la cual esta involucrada en los procesos apoptéticos que ocurren en el citoplasma. SOD1
contribuye a la generacién de especies reactivas de oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés) las cuales
provocan disfuncion de la mitocondria y liberaciéon de citocromo c para activar la muerte celular por
apoptosis (Zundert, et al., 2017). Los resultados preliminares obtenidos, no fueron concluyentes, debido a
distintos errores en la técnica posterior a la purificacién del ARN y el gPCR. Sin embargo, los resultados
muy preliminares pueden sugerir que la expresién de SOD1 es mayor en las células MDA-MB-231
expuestas al tratamiento de 30 uM de AgNPs en combinacion con 25 uM de tamoxifeno. No se sigui6 el
protocolo correcto para el procedimiento de qPCR, es posible que no se hayan obtenido las mismas
eficiencias entre los genes de interés y el gen de referencia al momento de cuantificar el nivel de
transcritos. Una limitante al llevar a cabo estas mediciones, es que las muestras de ARN de células de
cancer de mama expuestas a las concentraciones de efecto sinérgico tienen una mala calidad, debido a
que la muerte celular inducida en estos tratamientos es muy grande, limitando asi la cantidad de células
vivas de las cuales se pueda aislar ARN en una cantidad adecuada y de buena calidad. Por lo tanto, es
necesario establecer las mejores condiciones respecto al tiempo de incubacién de las células MDA-MB-
231 con los tratamientos combinados de AgNPs y tamoxifeno, para obtener una cantidad adecuada de
células que estén iniciando el proceso de muerte celular y sea posible medir la transcripcién de los genes
asociados a la generacién de especies reactivas de oxigeno y apoptosis. Para ello, como una perspectiva a

este trabajo, seria realizar una curva de tiempo-respuesta en relacion a los tratamientos combinados, para
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establecer el tiempo en el que las células inician con el proceso de muerte celular (apoptosis temprana).
De esta forma, seria posible establecer cudles son los mejores tiempos de incubacién con las
combinaciones de las AgNPs y el fdrmaco tamoxifeno, para que el efecto de la muerte celular no sea tan
abrupto y pueda ser posible obtener una cantidad adecuada de células para el aislamiento del ARN en una

calidad 6ptima y cuantificar mejor el nivel de transcritos de los genes de interés.

Es asi que, por el momento, sélo hay evidencias preliminares que apoyan que el gen TP53 se transcribe de
forma mayoritaria en las células MDA-MB-231 expuestas a 30 UM de AgNPs en combinacién con 25 uM
de tamoxifeno, lo que coincide con los ensayos de viabilidad celular por reduccion del MTT y los cambios
morfoldgicos observados en las células expuestas a esos tratamientos. Es necesario, entonces realizar
experimentos adicionales para comprobar que los niveles de ROS es esos tratamientos estén aumentados
y de esta forma, explicar un posible mecanismo por el cual se observa la sinergia en los procesos de muerte

celular en esta combinacion.

4.4 Dailo genotoxico generado en las células MDA-MB-231 por la exposicidn a los tratamientos

de las combinaciones de AgNPs y tamoxifeno con efecto sinérgico

Se realizé la evaluacion del dafio genotdxico de las células MDA-MB-231 expuestas a los tratamientos
donde se determind un efecto citotdxico sinérgico con las combinaciones de AgNPs y tamoxifeno, y se
compard con el dafio genotdxico inducido en las células por los componentes individuales, demostrando
con ello un bajo dafo genotdxico. Se utilizd perdxido de hidrégeno (H,02) como control positivo de
genotoxicidad debido a que es un intermediario de las especies reactivas de oxigeno, y se sabe que causa
dafio al DNA en varios tipos de células, entre ellas células de humano. El H,0; es producido en varios
procesos fisioldgicos (fosforilacidon oxidativa, por ejemplo). El H,0; es una fuente natural de dafio oxidativo
en las células, causando lesiones al DNA incluyendo rupturas de cadena sencilla y de doble cadena de DNA
(Benhusein, 2010). Las concentraciones de 30 uM de AgNPs en combinacidon con el farmaco tamoxifeno a
una concentracion de 25 uM vy la combinacién de 35 uM de AgNPs con 15 uM de tamoxifeno, demostraron
generar un menor dafio genotdxico en comparacién al dafo registrado con el H,0,. Ademas, de la
concentracidn de 50 uM de tamoxifeno, como control positivo de genotoxicidad (Yilmaz et al., 2014). Cabe
destacar que, de las combinaciones utilizadas, la concentracién de 35 uM de AgNPs con 15 uM de

tamoxifeno fue la que mostré menor genotoxicidad.
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Con los resultados anteriores, se abre la oportunidad de estudiar y entender los mecanismos cito- y
genotoéxicos que ocasiona esta combinacion en células de mamiferos y células de cancer, con la posibilidad
de utilizar este tipo de nanoparticulas en futuras aplicaciones biomédicas en relacién al tratamiento del
cancer, ya que, con el modelo de sinergismo de Chou-Talalay podria ser posible cuantificar sinergismo (o
adiciéon, antagonismo) en sistemas in vitro. Este modelo también es aplicable para determinar sinergismo

in vivo y en fase clinica (fase I).
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Capitulo 5. Conclusiones

Se determind que existe un efecto antiproliferativo sinérgico in vitro, resultante de la combinacién de

AgNPs con el farmaco antineoplasico tamoxifeno en células de cancer de mama MCF-7 y MDA-MB-231.

Las AgNPs pueden potenciar el efecto antiproliferativo del tamoxifeno en las lineas celulares de cancer de

mama MDA-MB-231y MCF-7.

Se determind un efecto antiproliferativo sinérgico en las células MDA-MB-231 cuando las células fueron
tratadas con dos combinaciones a) 35 UM de AgNPs con 15 pM de tamoxifeno y b) 30 uM de AgNPs con

25 uM de tamoxifeno.

Para la linea celular de cancer de mama MCF-7, se determind que la combinacidon del fdrmaco tamoxifeno
a una concentracién de 20 uM de AgNPs con 10 uM de tamoxifeno, presenté un efecto sinérgico

antiproliferativo.

Se determind preliminarmente un incremento del nivel de expresion del gen TP53 en la linea celular MDA-

MB-231 con una exposicién de 30 uM de AgNPs en combinacidn con 25 uM de tamoxifeno.

Las concentraciones de 30 UM de AgNPs en combinaciéon con el fdrmaco tamoxifeno a una concentracion
de 25 puM y la combinacion de 35 uM de AgNPs con 15 uM de tamoxifeno demostraron un bajo dafio

genotoxico en las células MDA-MB-231.

Este trabajo sienta las bases para futuros estudios de optimizacién de las concentraciones de AgNPs y

farmacos antineoplasicos para el tratamiento de otros tipos de cancer.
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Anexo 1

Cambios morfoldgicos inducidos en las células de cancer de mama MDA-MB-231y MCF-7 por la exposicidn
a diferentes concentraciones de AgNPs, farmaco tamoxifeno o sus combinaciones.

DMEM DMSO

15 pM 20 uM 25 uM 30 pM 35 uM 40 uM

45 uM 50 uM 60 uM

Figura 25. Evaluacidon morfoldgica de la citotoxicidad de diferentes concentraciones de AgNPs en la linea celular de
cancer de mama MDA-MB-231 con respecto al control negativo (células sin tratamiento). Observado mediante
microscopia dptica a un aumento de 10x.



DMEM DMSO
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Figura 26. Evaluacion morfoldgica de la citotoxicidad de diferentes concentraciones de AgNPs en la linea celular de cancer de

mama MCF-7 con respecto al control negativo (células sin tratamiento). Observado mediante microscopia éptica a un aumento
de 10x.
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DMEM DMSO

15 uM 20 uM 25 uM 30 uM 35uM

Figura 27. Evaluacion morfoldgica de la citotoxicidad de diferentes concentraciones de farmaco antineoplasico tamoxifeno en la
linea celular de cancer de mama MDA-MB-231 con respecto al control negativo (células sin tratamiento). Observado mediante
microscopia dptica a un aumento de 10x.
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Figura 28. Evaluacion morfoldgica de la citotoxicidad de diferentes concentraciones de farmaco antineoplasico tamoxifeno en la
linea celular de cancer de mama MCF-7 con respecto al control negativo (células sin tratamiento). Observado mediante
microscopia dptica a un aumento de 10x.
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35 uM AgNPs 30 uM AgNPs
+ +

15 uM TAM 25 uyM TAM

Figura 29. Evaluacidn morfoldgica de la citotoxicidad de las concentraciones de AgNPs en combinacién con concentraciones del
farmaco antineopldsico tamoxifeno que demostraron un efecto sinérgico de acuerdo con el modelo de interacciéon de Chou-

Talalay en la linea celular de cancer de mama MDA-MB-231, con respecto al control negativo (células sin tratamiento). Observado
mediante microscopia dptica a un aumento de 10x.

20 1M AgNPs
+
10 uM TAM

Figura 30. Evaluacion morfoldgica de la citotoxicidad de las concentracién de AgNPs en combinacién con la concentracién del
farmaco antineopldsico tamoxifeno que demostré un efecto sinérgico de acuerdo con el modelo de interacciéon de Chou-Talalay
en la linea celular de cancer de mama MCF-7, con respecto al control negativo (células sin tratamiento). Observado mediante
microscopia 6ptica a un aumento de 10x.
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Anexo 2.

Ensayos de ensayo de formacion de colonias para evaluar el efecto antiproliferativo de las

combinaciones de AgNPs y tamoxifeno en las células de cancer de mama MDA-MB-231 y MCF-7.

DMSO AgNPs 35 pM + TAM 15 uM AgNPs 30 puM + TAM 25 uM

Figura 31. Ensayo de formacién de colonias s en la linea celular MDA-MB-231 expuestas a las combinaciones con efecto sinérgico
de acuerdo con el modelo de interaccion de Chou-Talalay. Observado mediante microscopia de fluorescencia a 100x.

DMSO AgNPs 20 uM + TAM 10 uM

Figura 32. Ensayo de formacién de colonias en la linea celular MCF-7 expuesto a la combinacién con efecto sinérgico de acuerdo

con el modelo de interaccion de Chou-Talalay. Observado mediante microscopia de fluorescencia a 100x.
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Anexo 3.

Cuantificacién de la generacion de ROS en células de cancer de mama MDA-MB-231 y MCF-7 en
presencia de las combinaciones de AgNPs y farmaco tamoxifen, para corroborar el incremento

del estrés oxidativo causado en las células por los tratamientos combinatorios.

Ros MCF7 24 hrs

Porcentaje de
fluorescencia relativa (%)
e

24
1-
0 '
C- AgNPs 20 pM  Tam 10 uM  AgNPs 20 pM
Tam :0 MM

Figura 33. Especies reactivas de oxigeno (ROS) en la linea celular MCF-7. Detectado mediante citometria de flujo.



