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Resumen

La sintesis de nanoparticulas de plata por el método del poliol es una reaccién en donde la
plata idnica se reduce a plata metdlica. En este trabajo se reporta la presencia de grupos
funcionales aldehido y carboxilo en la oxidacion del polietilenglicol, al pasivar la plata.

Las nanoparticulas de plata (1.48% m/m) fueron puestas en agua desionizada para la
sintesis de nanotransportadores de nanoparticulas de plata por autoensamble, se siguid la
siguiente metodologia: agitacion en vortex durante 30 segundos, por tres veces; bafo
ultrasdnico, 25 kHz, 10 minutos; se evalué la influencia del factor pH, en un experimento
de 24 corridas, con 2 niveles de variacidon: pH 940.1 y sin ajuste de pH; posteriormente se
dejaron madurar por 24, 48 y 72 horas para evaluar por dispersién de luz dinamica (DLS)
la estabilidad de los nanotransportadores en almacenamiento, a los tiempos establecidos.
De este estudio, se observd que los nanotransportadores sintetizados sin ajustar pH
presentaron distribucion del diametro hidrodinamico menor al 90%, con multiples modas.
Por el contrario, al ajustar a 9, el pH de estos nanoacarreadores, se tiene que a mayor
tiempo de maduracion las nanoesferas poliméricas ven mejorada su estabilidad, ya que al
analizarse por DLS se obtuvo una distribucién monomodal del tamafio del
nanotransportador y un didmetro hidrodinamico medio de 182,9+6,6 nm. Una vez
establecidas las condiciones favorables, se procedidé a evaluar el potencial Z (en funcién
del pH) de las muestras sintetizadas y maduradas por 72 h. De esta manera se determind
gue la carga del nanotransportador es negativa en todo el rango de pH estudiado (2 a 11)
y que, ademads, a pH 9 la carga negativa del nanovehiculo es muy alta, debiéndose
reajustar al momento de ser bioconjugada.

A partir de semillas de soya (Glycine max), se extrajo la aglutinina de soya (SBA) que es
una proteina que se ha reportado, en estudios realizados por otros autores, tener afinidad
a células tumorales de cancer de mama. La extraccion se realizé por cromatografia de
afinidad y se evalué por electroforesis SDS-PAGE (10%). Se evalud el potencial Z en
funcion del pH (en un rango de 4 a 8), para ver el comportamiento de las cargas
predominantes en la proteina y valorar la bioconjugacidon por atraccion de cargas.
También se realizd este estudio con SBA comercial (Sigma-Aldrich, USA).

Una vez extraida la proteina se procedid a realizar la bioconjugacién con los
nanotransportadores, al mismo tiempo que, para comparar la accidon de nuestra proteina
en estudios In vitro, se tomdé SBA comercial para ser bioconjugada con los
nanotransportadores. Las condiciones de bioconjugacién fueron: 9°C, agitacién a 150 rpm,
por 8 h, pH 5.8. Se evalud el efecto citotdxico de los bioconjugados en la linea celular de
adenocarcinoma mamario MDA-MB-231, demostrando disminuciéon de la viabilidad
celular alas 24 y 72 h de haber sido aplicado el tratamiento.



Abstract

The synthesis of silver nanoparticles by the polyol method is a reaction in which ionic
silver is reduced to metallic silver. In this work, we report the presence of aldehyde
functional groups and carboxyl on the oxidation of polyethylene glycol, to reduce silver.
Silver nanoparticles (1.48% m/m) were placed in deionized water to nanocarriers
synthesis of silver nanoparticles by self-assembly, the methodology was the followed:
vortexing for 30 seconds, three times; ultrasonic bath, 25 kHz, 10 minutes; a bull without
adjusting pH and other pH adjusted to 9 + 0.1; subsequently left to mature for 24, 48 and
72 hours to evaluate by dynamic light scattering (DLS) nanocarriers stability in storage at
set times. From this study, it was found that nanocarriers synthesized without adjusted pH
presented hydrodynamic diameter distribution of less than 90%, with multiple modes.
Conversely, adjusting to 9, the pH of these nanocarriers, we have that longer mature time
improves nanospheres stability since when analyzed by DLS was obtained a monomodal
size distribution of nanocarriers and a hydrodynamic diameter means about 182.9 + 6.6
nm. Once established favorable conditions, we proceeded to assess the Z-potential
(depending on pH) of the synthesized samples and matured for 72 h.

Thus, it was determined that the nanocarrier charge is negative throughout the pH range
studied (2 to 11) and also at pH 9 this negative charge is very high, so pH must be change
for bioconjugation.

Soybean agglutinin (SBA) was removed from soybeans (Glycine max). SBA is a protein that,
has been reported in studies by other authors, have affinity to tumor cells of breast
cancer. Extraction was performed by affinity chromatography and evaluated by SDS-PAGE
(10%). The zeta potential versus pH was evaluated (in a range of 4 to 8), to see the
behavior of prevailing charges on the protein and evaluate bioconjugation by charge
attraction. This study was also performed with commercial SBA (Sigma-Aldrich, USA).
After removing the protein, it was proceeded to make nanocarriers bioconjugation with
our protein and, at the same time to compare the action of In vitro studies, commercial
SBA was taken to be bioconjugada with nanocarriers. Bioconjugation conditions were: 9°C,
shaking at 150 rpm for 8 h, pH 5.8. The cytotoxic effect of the bioconjugates in mammary
adenocarcinoma cell line MDA-MB-231 was evaluated, showing decreased cell viability
after 24 and 72 h of treatment applied.
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1. Antecedentes
1.1 Cancer

Nuestro cuerpo esta formado por trillones de células vivas. Las células normales crecen, se
dividen para formar nuevas células y mueren de una forma ordenada. Durante los
primeros afios de vida del ser humano, las células normales se dividen mas rapido para
permitir el crecimiento de la persona. Cuando el individuo se convierte en adulto, la
mayoria de las células se dividen sdlo para reemplazar aquellas células que estan
desgastadas o las que estan muriendo, y para reparar lesiones. El cdncer empieza cuando
las células de una parte del cuerpo comienzan a crecer fuera de control("Cancer Basics,"
2014).

Cancer es un término genérico para un gran grupo de enfermedades que pueden afectar a
cualquier parte del organismo. Una de las caracteristicas que define el cancer es la
generacioén acelerada de células anormales que crecen mas alla de sus limites normales, y
que pueden después invadir zonas adyacentes del cuerpo y propagarse a otros érganos,
este Ultimo proceso se conoce como metdstasis("World Health Organization," 2015).

El céncer es una de las principales causas de muerte a nivel mundial, con
aproximadamente 14 millones de casos nuevos y 8,2 millones de muertes relacionadas
con el cancer en el afio 2012. Las causas mas comunes de muerte por cancer son: el de
pulmén, higado, estdmago, colon-rectal, mama y cancer esofagico(Stewart, 2014).

El cancer es un conjunto complejo de enfermedades genéticas distintas, unidas por
caracteristicas comunes(). Luo et al., 2009). A continuacién, se describen estas
caracteristicas de los tejidos tumorales:

1.1.1 Caracteristicas de los tejidos tumorales

Se han propuesto seis particularidades del cdncer que proveen un sélido fundamento para
entender la biologia del cancer(Hanahan & Weinberg, 2000). Ademas, se han descrito
otras caracteristicas cruciales para la adquisicién de estas seis capacidades distintivas (que
permiten la supervivencia, proliferacién y diseminacién de las células cancerigenas); estos
rasgos emergentes son: la inestabilidad del genoma y mutacion, promotores tumorales de
inflamacién, reprogramacion de energia metabdlica y evasiéon del sistema
inmune(Hanahan & Weinberg, 2011).



1.1.1.1Rasgos del Cancer
Mantenimiento de la Seinalizacion Proliferativa

El rasgo mas fundamental de las células del cancer implica su capacidad para mantener la
proliferacion croénica. Los tejidos normales controlan cuidadosamente la produccion y
liberacion de sefiales promotoras del crecimiento que instruyen la entrada y progresion a
través del ciclo de crecimiento y division celular, asegurando asi una homeostasis del
numero de células y, por lo tanto, el mantenimiento de la arquitectura del tejido normal y
su funcién. Las células cancerosas, mediante la desregulacién de estas sefiales, se
convierten en dueiios de sus propios destinos. Las sefales que permiten se transportan en
gran parte por factores de crecimiento que se unen a receptores de la superficie celular,
gue contienen tipicamente dominios intracelulares de tirosina quinasa. Este ultimo
procede a emitir sefiales a través de vias de sefializacién intracelular que regulan la
progresién a través del ciclo celular, asi como el crecimiento celular (es decir, los
aumentos en el tamafo celular); a menudo estas sefales influyen también otras
propiedades bioldgicas de las células, tales como la supervivencia celular y el metabolismo
energético(Hanahan & Weinberg, 2011).

Evasion de los supresores de crecimiento

Las células cancerosas también deben eludir programas de gran alcance que regulan
negativamente la proliferacién celular; muchos de estos programas dependen de las
acciones de los genes supresores de tumores. Decenas de supresores tumorales que
operan en diversas formas para limitar el crecimiento celular y la proliferaciéon se han
descubierto a través de su inactivacion caracteristica en una u otra forma de cdncer
humano o animal; muchos de estos genes se han validado como auténticos supresores
tumorales a través de experimentos de ganancia o pérdida de funcidon en los ratones. Los
dos supresores tumorales prototipicos codifican las proteinas: RB (retinoblastoma
asociada) y TP53; funcionan como nodos de control de centrales dentro de dos circuitos
de regulacién celular, complementarios clave que rigen las decisiones de las células para
que proliferen o, alternativamente, activen la senescencia y los programas apoptéticos. La
proteina RB integra sefiales de diversas fuentes extracelulares e intracelulares y, en
respuesta, decide si o no una célula debe proceder a través de su ciclo de crecimiento y
divisién(Burkhart & Sage, 2008).

Por lo tanto, las células con defectos en la funcién de la via RB no responden a los puntos
de control de la progresion del ciclo celular, cuya ausencia permite la proliferacién celular
persistente.



Resistencia a la muerte celular

Con el fin de eliminar las células redundantes, dafiadas o infectadas, los organismos
poseen un mecanismo de suicidio celular lamado apoptosis (Kerr, 1972).

Estudios han demostrado que la muerte celular programada por apoptosis sirve como una
barrera natural para el desarrollo del cancer y han revelado cémo la via de sefializaciéon
que regula el programa de apoptosis se activa en respuesta a diferentes tensiones
fisioldgicas que las células de cancer experimentan durante el curso de la tumorigénesis o
como resultado de terapias anticancer (J. Adams & Cory, 2007; Hanahan & Weinberg,
2011).

Sin embargo, otras investigaciones han revelado cdmo se atenua la apoptosis en los
tumores que tienen éxito en progresar a estados de alto grado de malignidad y la
resistencia a la terapia (J. Adams & Cory, 2007; Lowe et al., 2004). La maquinaria
apoptoética se compone de dos reguladores: los de cascada arriba y los componentes
efectores cascada abajo (J. Adams & Cory, 2007).

Los reguladores, a su vez, se dividen en dos circuitos principales: uno de recepcién y
procesamiento de sefiales (que inducen la muerte extracelular), y el otro de deteccién e
integraciéon de una variedad de sefiales de origen intracelular (el programa intrinseco).
Cada uno culmina en la activacidon de una proteasa normalmente latente (caspasas 8 y 9,
respectivamente), que procede a iniciar una cascada de protedlisis que implica la
participacién de las caspasas efectoras responsables de la fase de ejecucién de la
apoptosis, en el que la célula se desmonta progresivamente y luego se consume (por sus
vecinos y por las células fagociticas profesionales). Actualmente, el programa de apoptosis
intrinseca es mas ampliamente implicado como una barrera para la patogénesis del cancer
(Hanahan & Weinberg, 2011).

El "gatillo apoptdtico”" que transmite sefales entre los reguladores y efectores esta
controlado por el contrapeso de los miembros pro y antiapoptdticos de la familia Bcl-2 de
proteinas reguladoras (J. Adams & Cory, 2007). Bcl-2 (junto con Bcl-x, Bcl-w, MCL-1, A1)
son inhibidores de la apoptosis, actuando en gran parte mediante union y de este modo
suprimiendo dos proteinas de activacién proapoptéticos (Bax y Bak); estas ultimas estan
incrustadas en la membrana externa mitocondrial. Cuando se liberan de la inhibicion por
parte de sus parientes antiapoptdticas, Bax y Bak interrumpen la integridad de la
membrana mitocondrial externa, causando la liberacidn de proteinas de sefializacién pro-
apoptaéticas, el mas importante de los cuales es el citocromo c.




El citocromo c liberado activa, a su vez, una cascada de caspasas que actlan a través de
sus actividades proteoliticas para inducir los multiples cambios celulares asociados con el
programa apoptético. Bax y Bak comparten dominios de interaccidn proteina-proteina,
denominados motivos BH3, con las proteinas Bcl-2 antiapoptdticas que intervienen en sus
diversas interacciones fisicas. Las actividades de una subfamilia de proteinas relacionadas,
cada uno de los cuales contiene un Unico motivo BH3 como tal, estan acoplados a una
variedad de sensores de anormalidad celular; estas proteinas "solo-BH3" actuan ya sea al
interferir con proteinas antiapoptodticas Bcl-2 o por estimulacidon directa de los miembros
proapoptéticos de esta familia (J. Adams & Cory, 2007; Willis & Adams, 2005).

Se han identificado varios sensores anormales que juegan un papel clave en el desarrollo
de tumores, el mdas notable es un sensor dafiado del DNA que funciona via del supresor
tumoral TP53. TP53 induce la apoptosis mediante la regulaciéon positiva de la expresién de
las proteinas BH3 Noxa y Puma, provocando esto en respuesta a niveles sustanciales de
roturas en el ADN y otras anormalidades cromosdmicas (Junttila & Evan, 2009).

Las células tumorales evolucionan diversas estrategias para limitar o evitar la apoptosis. La
mas comun es la pérdida de la funcién del supresor tumoral TP53, que implica la
eliminacion de un sensor de dafio critico de la via de induccién de apoptosis.
Alternativamente, los tumores pueden lograr fines similares aumentando la expresion de
los reguladores anti-apoptdticas (Bcl-2, Bcl-x) o de sefiales de supervivencia (lgf1/2),
mediante la regulacidn negativa factores pro-apoptéticos (Bax, Bim, Puma), o poniendo en
cortocircuito la via de la muerte inducida por ligandos extrinsecos. La multiplicidad de
mecanismos de evasidn de apoptosis refleja la diversidad de sefiales que inducen
apoptosis que las poblaciones celulares de cancer enfrentan durante su evolucion al
estado maligno. La estructura de la maquinaria y el programa de apoptosis, y las
estrategias utilizadas por las células cancerosas para evadir sus acciones, fueron
ampliamente evaluados por el comienzo de la ultima década. Los avances conceptuales
mas notables desde entonces han incluido otras formas de muerte celular que amplian el
alcance de la "muerte celular programada" como una barrera para el cancer (Hanahan &
Weinberg, 2011).

Habilitacion de la Inmortalidad Replicativa

Cuando las células se propagan en cultivos celulares, los repetidos ciclos de divisién celular
conducen primero a la inducciéon de la senescencia y, a continuacién, para aquellas células
gue tienen éxito en eludir esta barrera, a una fase de crisis, en la que la gran mayoria de la
poblacién de células muere. En raras ocasiones, las células surgen de una poblacién en
crisis y muestran potencial de replicacién ilimitado.



Esta transicion se ha denominado la inmortalizacidn, un rasgo que la mayoria de las lineas
celulares establecidas poseen en virtud de su capacidad para proliferar en cultivo celular
sin evidencia de senescencia ni crisis. Multiples lineas de evidencia indican que los
teldmeros, que protegen los extremos de los cromosomas, estdn centralmente
involucrados en la capacidad de proliferacién ilimitada (Blasco, 2005).

La telomerasa, la DNA-polimerasa especializada que agrega segmentos repetidos de los
teldomeros en los extremos de DNA telomérico, estd casi ausente en las células no-
inmortalizadas pero se expresa en niveles funcionalmente significativo en la gran mayoria
(~90%) de las células inmortalizadas de forma espontdnea, incluyendo las células de
cancer humano. Al ampliar el DNA telomérico, la telomerasa es capaz de contrarrestar la
erosion progresiva de los teldmeros que se hubiera producido en su ausencia. La
presencia de actividad de la telomerasa estda correlacionada con la resistencia a la
induccidn de las barreras de la senescencia y la crisis/apoptosis; en cambio la supresion de
la actividad de la telomerasa conduce al acortamiento de los telémeros y a la activacién
de una u otra de estas barreras de la proliferacion celular. Estas dos barreras son cruciales
para la defensa de nuestro organismo en contra del cancer. Sin embargo, existe la
eventual inmortalizacion de variantes raras de células que proceden a formar tumores
atribuyéndose a su capacidad para mantener el DNA telomérico en longitudes suficientes
para evitar el desencadenamiento de la senescencia o apoptosis, alcanzando cominmente
la sobreexpresién de la telomerasa o, con menor frecuencia, a través del mantenimiento
de los telémeros en base a un mecanismo de recombinacién alternativa(Hanahan &
Weinberg, 2011).

Induccion a la Angiogénesis
Al igual que los tejidos normales, los tumores requieren sustento en forma de nutrientes y

oxigeno, asi como una capacidad para evacuar los desechos metabdlicos y didxido de
carbono. La neovasculatura asociada al tumor, generada por el proceso de Ia
angiogénesis, se dirige a suplir estas necesidades. Durante la embriogénesis, el desarrollo
de la vasculatura implica el nacimiento de nuevas células endoteliales y su montaje en
tubos (vasculogénesis) ademas de la germinacién (angiogénesis) de nuevos vasos a partir
de los ya existentes. Después de esta morfogénesis, la vasculatura normal se mantiene en
reposo. En el adulto, como parte de procesos fisiolégicos tales como la curacién de
heridas y el ciclo reproductivo femenino, la angiogénesis se activa, pero soélo
transitoriamente. En contraste, durante la progresién tumoral, un "cambio angiogénico"
es casi siempre activado y permanece encendido, causando vasculatura normalmente
guiescente a brotar continuamente nuevos vasos que ayudan a mantener la expansion de
crecimientos neopldsicos(Hanahan & Folkman, 1996).



Existe evidencia que indica que el interruptor angiogénico se gobierna por factores que
inducen o se oponen a la angiogénesis. Algunos de estos reguladores angiogénicos son
proteinas de senalizacidn que se unen a receptores estimuladores o inhibidores de la
superficie celular manifestadas por las células endoteliales vasculares. Los prototipos
conocidos de inductores e inhibidores de angiogénesis son: el factor de crecimiento
vascular endotelial-A (VEGF-A) y trombospondina-1 (TSP-1)(Baeriswyl & Christofori, 2009).

La angiogénesis se induce sorprendentemente de manera precoz durante el desarrollo de
multiples etapas de los cdnceres invasivos, tanto en modelos animales y en los seres
humanos. Los analisis histolégicos de las lesiones premalignas, no invasivas, incluyendo
displasias y carcinomas in situ que surgen en una variedad de érganos, han revelado
principios de la activaciéon del interruptor angiogénico(Raica et al., 2009).

Histéricamente, la angiogénesis fue prevista para ser importante sélo cuando los tumores
macroscopicos de rapido crecimiento se habian formado, pero los datos mas recientes
indican que la angiogénesis contribuye también a la fase premaligna microscépica de la
progresion neoplasica, consolidando aun mas su condicién de caracteristica integral del
cancer(Hanahan & Weinberg, 2011).

Invasion y metastasis

El proceso de multiples etapas que representa a la invasién y la metastasis se ha
esquematizado como una secuencia de pasos discretos, a menudo se denomina la cascada
de invasion y metdstasis(Talmadge & Fidler, 2010).

Esta representacidn prevé una sucesion de cambios en las células bioldgicas, a partir de la
invasidon local, siguiendo con la extravasacidon de las células cancerosas en los vasos
sanguineos vy linfaticos cercanos, el transito de las células cancerosas a través de los
sistemas linfaticos y hematégenos, seguido por el escape de las células cancerosas de la
lumina de tales vasos en el parénquima de los tejidos distantes (extravasacion), la
formacién de pequenos nédulos de células cancerosas (micrometastasis), y finalmente el
crecimiento de lesiones micrometastdsicas en tumores macroscopicos, este ultimo paso
se denomina "colonizacién''(Hanahan & Weinberg, 2011).

Existe un programa de regulacién del desarrollo, denominado “transicién epitelio-

mesenquimal” (EMT), que se ha convertido en un medio por el cual las células epiteliales
transformadas pueden adquirir habilidades para invadir, resistir la apoptosis vy

diseminarse(Polyak & Weinberg, 2009).



Un conjunto de factores de transcripcion activos pleiotrépicos, incluyendo Snail, Slug,
Twist y Zeb1/2, dirigen la EMT y los procesos migratorios vinculados durante la
embriogénesis; la mayoria fueron identificados por la genética del desarrollo. Estos
reguladores de la transcripcion se expresan en diversas combinaciones en diferentes tipos
de tumores malignos y se ha demostrado en modelos experimentales de formacién de
carcinoma que son causalmente importantes para la invasiéon programada; se ha
encontrado que algunos provocan metdstasis cuando se da una sobreexpresién
ectépica(Micalizzi et al., 2010).

Los rasgos que provocan estos factores de transcripcion son: la pérdida de las uniones
adherentes y la conversién asociada de una morfologia epitelial/poligonal a una
fibroblastica/largo-delgado, la expresion de las enzimas que degradan la matriz, el
aumento de la movilidad, y la alta resistencia a la apoptosis; todos estos rasgos estan
implicados en la invasidn y metdstasis. Varios de estos factores de transcripcién pueden
reprimir directamente la expresiéon del gen E-cadherina, privando asi a las células
epiteliales neoplasicas de este supresor de la motilidad e invasividad(Peinado et al., 2004).

1.1.1.2Rasgos Emergentes de los tejidos tumorales

Se han definido las caracteristicas del cdncer como las capacidades funcionales adquiridas
gue permiten a las células cancerosas sobrevivir, proliferar y diseminarse; estas funciones
se adquieren en diferentes tipos de tumores a través de mecanismos diferentes y en
varios momentos durante el curso de varios pasos de la tumorigénesis. Su adquisicion es
posible gracias a dos caracteristicas de activacién. Una de las caracteristicas, la mas
destacada, es el desarrollo de la inestabilidad gendmica en las células de cancer, que
genera mutaciones aleatorias incluyendo reordenamientos cromosdémicos; entre éstos
estan los extrafios cambios genéticos que pueden orquestar las capacidades distintivas
gue se mencionaron anteriormente.

Una segunda caracteristica de activacion implica el estado inflamatorio de las lesiones
premalignas y malignas, que es impulsado por las células del sistema inmunolégico,
algunos de los que sirven para promover la progresién del tumor a través de diversos
medios.

Se han propuesto otros atributos distintivos de las células cancerosas, considerados
funcionalmente importantes para el desarrollo del cancer y que, por lo tanto, podrian ser
afadidos a la lista de caracteristicas basicas del cancer(Colotta et al., 2009; J. Luo et al.,
2009; Negrini et al., 2010).



Dos de estos atributos son particularmente convincentes: El primero involucra la
reprogramacion del metabolismo energético celular con el fin de apoyar el crecimiento y
la proliferacién celular continua, reemplazando el programa metabdlico que opera en los
tejidos normales y aviva las operaciones fisioldgicas de las células normales asociados; el
segundo atributo consiste en la evasion activa de los ataques de las células inmunoldgicas
y la eliminacidn de estas, esta capacidad destaca las funciones dicotdmicas de un sistema
inmunoldgico que tanto antagoniza como mejora el desarrollo y progresion tumoral.

Rasgo emergente: reprogramacion del metabolismo energético.

La proliferacién celular crénica y a menudo incontrolada que representa la esencia de las
enfermedades neopldsicas implica no sélo el control desregulado de la proliferacion
celular sino también ajustes correspondientes al metabolismo energético con el fin de
impulsar el crecimiento y la divisién celular.

Bajo condiciones aerdbicas, las células normales procesan a la glucosa, primero a piruvato
a través de la glucdlisis en el citosol y, posteriormente, a didéxido de carbono en la
mitocondria; en condiciones anaerdbicas, relativamente poco piruvato es enviado a las
mitocondrias que consumen oxigeno. Warburg et al. (1927) fueron los primeros en
observar una caracteristica andmala del metabolismo energético celular del
cancer(Koppenol et al., 2011): incluso en la presencia de oxigeno, las células cancerosas
pueden reprogramar su metabolismo de la glucosa, y por lo tanto su producciéon de
energia, limitando su metabolismo energético en gran medida a la glucdlisis, lo que lleva a
un estado que se ha denominado “glucélisis aerdbica”. La existencia de este interruptor
metabdlico en las células del cancer se ha fundamentado en las décadas siguientes.

De acuerdo a una hipdtesis planteada y redefinida(Potter, 1958; Vander Heiden et al.,
2009), el aumento de la glicdlisis permite el desvio de productos intermedios glicoliticos
en diversas rutas biosintéticas, incluyendo aquellos que generan nucledsidos y
aminodacidos; esto facilita, a su vez, la biosintesis de las macromoléculas y organulos
requeridos para el montaje de nuevas células. Ademas, el metabolismo propuesto por
Warburg parece estar presente en muchos tejidos de embriones que se dividen
rapidamente, una vez mas lo que sugiere un papel en el apoyo a los programas de
biosintesis a gran escala que se requieren para la proliferacion celular activa(Hanahan &
Weinberg, 2011).

Curiosamente, se han encontrado algunos tumores que poseen dos subpoblaciones de
células de cancer que difieren en sus vias de generacién de energia.



Una subpoblacion consiste en células dependientes de glucosa (“efecto Warburg”) que
secretan lactato, mientras que las células de la segunda subpoblacion preferentemente
importan y utilizan el lactato producido por sus vecinas como su principal fuente de
energia, empleando parte del ciclo del acido citrico para hacerlo. Aunque este modo
provocativo de simbiosis intratumoral aln no se ha generalizado, la cooperacién entre las
células de secrecion de lactato y las células que utilizan ese lactato para impulsar el
crecimiento del tumor no es, de hecho, una invencién de los tumores, sino que
nuevamente refleja cooptacién de un mecanismo fisiolégico normal, en este caso uno
operativo en el musculo.(Feron, 2009; Kennedy & Dewhirst, 2010; Semenza, 2008).

Adicionalmente, se estd haciendo evidente que la oxigenacidn, que va desde la normoxia a
la hipoxia, no es necesariamente estatica en los tumores pero fluctia temporal y
regionalmente (Hardee et al., 2009), probablemente como resultado de la inestabilidad y
organizacién cadtica de la neovasculatura asociada al tumor.

Es asi que el metabolismo energético alterado estd demostrando ser tan generalizado en
las células cancerosas como muchos de los otros rasgos asociados con el cancer que han
sido aceptados como caracteristicas de identidad del cancer.

Rasgo emergente: Evasion de destruccion inmune.

Otro rasgo aun no resuelto que comprende la formacién del tumor involucra el papel que
el sistema inmunoldgico juega en la resistencia o erradicacion de la formacién y
progresién de neoplasias incipientes, tumores en etapa tardia y micrometastasis. Esta
teoria de la vigilancia inmune propone que las células y los tejidos son monitoreados
constantemente por un sistema inmune siempre alerta, y que dicha vigilancia inmune es
responsable de reconocer y eliminar la gran mayoria de las células cancerosas y por lo
tanto tumores nacientes incipientes. De acuerdo a esto, los tumores sélidos que aparecen
tienen algun control para evadir la deteccion del sistema inmune o tienen la capacidad de
limitar el alcance de la matanza inmunolégica, evadiendo la erradicacién(Hanahan &
Weinberg, 2011).

El papel de la monitorizacién inmunoldgica defectuosa de tumores parece estar validado
por los aumentos sorprendentes de ciertos tipos de cancer en individuos
inmunocomprometidos(Vajdic & van Leeuwen, 2009), sin embargo, la mayoria de estos
son inducidos por virus lo que sugiere que la mayor parte del control de esta clase de
canceres normalmente depende de la reduccion de la carga viral en individuos infectados,
en parte a través de la eliminacién de células infectadas por virus. Estas observaciones,
por lo tanto, parecen arrojar poca luz sobre el posible papel del sistema inmune en la
limitacion de la formacion del 80% de los tumores de etiologia no viral.



En los ultimos afos, sin embargo, un creciente cuerpo de evidencia, tanto de ratones
modificados genéticamente y de epidemiologia clinica, sugiere que el sistema inmune
funciona como una barrera significativa a la formacidén y progresion del tumor, al menos
en algunas formas de cancer no inducidas por virus. Cuando los ratones genéticamente
modificados para ser deficientes en diversos componentes del sistema inmune, en
particular deficiencias en el desarrollo o la funcién de las células CD8" linfocitos T
citotoxicos (CTLs), las células T auxiliares CD4* Tnl, o las células asesinas naturales (NK),
fueron evaluados para el desarrollo de tumores inducidos por carcinégenos, se
observaron incrementos demostrables en la incidencia de tumores; por otra parte, los
ratones con inmunodeficiencias en células T y células NK, juntas, eran incluso mas
susceptibles al desarrollo del cancer. Los resultados indicaron que, al menos en ciertos
modelos experimentales, el sistema inmunolégico es capaz de contribuir de manera
significativa en la vigilancia inmune y por lo tanto la erradicacién del tumor(R. Kim et al.,
2007; Teng et al., 2008).

La epidemiologia clinica también apoya cada vez mds la existencia de respuestas
inmunitarias antitumorales en algunas formas de cdncer humano(Bindea et al., 2010;
Ferrone & Dranoff, 2010).

Por ejemplo, pacientes con tumores en el colon y en los ovarios que estan infiltrados con
células CTLs y NK, en gran medida, tienen un mejor prondstico que los que carecen de
abundantes linfocitos asesinos(Pages et al., 2010), en el caso de otros tipos de cancer es
sugerente pero menos convincente y es objeto de investigacién en curso.

Con estas consideraciones y afirmaciones de la inmunidad antitumoral como una barrera
significativa a la formacién y progresién de tumores en los seres humanos, se presenta la
evasion inmune como rasgo emergente con la capacidad de ser establecido como una de
las caracteristicas principales del cancer.

1.1.2 El Microambiente tumoral
Durante la ultima década, los tumores han sido reconocidos como drganos cuya
complejidad se acerca y puede incluso superar a la de los tejidos sanos normales. Visto
desde esta perspectiva, la biologia de un tumor sélo puede entenderse mediante el
estudio de los tipos de células especializadas individuales dentro de él, asi como el

I’I

“microambiente tumoral” que construyen durante el curso de la tumorigénesis.
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Enumeramos aqui un conjunto de tipos de células que se sabe que contribuyen de manera
importante a la biologia de muchos tumores. La mayoria de estas observaciones se
derivan del estudio de carcinomas, en los que las células epiteliales neoplasicas
constituyen un compartimento (parénquima) que es claramente distinto al de las células
mesenquimales que forman el estroma asociado al tumor(Hanahan & Weinberg, 2011).

Un conjunto de distintos tipos de células constituyen la mayoria de los tumores sélidos.
Tanto el parénquima y estroma de los tumores contienen distintos tipos de células y
subtipos que permiten colectivamente el crecimiento del tumor y la progresién. Cabe
destacar que las células inflamatorias del sistema inmune presentes en los tumores
pueden ser tanto promotoras de tumores, asi como subclases de asesinos tumorales. Los
multiples tipos de células del estroma crean una sucesion de microambientes tumorales
gue cambian a medida que los tumores invaden el tejido normal y, posteriormente, se
diseminan y colonizan tejidos distantes. La abundancia, la organizacion histoldgica, y las
caracteristicas fenotipicas de los tipos de células del estroma, asi como de la matriz
extracelular, evolucionan durante la progresidn, permitiendo asi el crecimiento primario,
invasivo, y luego metastdsico(Hanahan & Weinberg, 2011).

1.2 Cancer de mama
El cadncer de mama es el que mas afecta a las mujeres de todo el mundo, tanto en los
paises desarrollados como en aquellos paises en vias de desarrollo. Se estima que, a nivel
mundial, 508000 mujeres murieron en el 2011 debido al cancer de seno(WHO, 2013).

Las tasas de incidencia entre paises desarrollados y en vias de desarrollo varian mucho.
Las tasas mas bajas de incidencia se encuentran en los paises de Africa, pero van en
aumento(Cancer, 2008).

El cancer de seno (o cancer de mama) es un tumor maligno que se origina en las células
del seno. Esta enfermedad ocurre casi exclusivamente en las mujeres, pero los hombres
también la pueden padecer. El cadncer de mama se inicia en el tejido mamario el cual esta
compuesto por lobulillos (glandulas encargadas de la produccién de leche), conductos
(tubos diminutos que llevan la leche desde los lobulillos al pezén) y estroma (el tejido
adiposo y el tejido conectivo que rodean los conductos y los lobulillos, los vasos
sanguineos y los vasos linfaticos). La mayoria de los canceres de seno comienza en las
células que recubren los conductos (canceres ductales).
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Algunos canceres de seno se originan en las células que recubren los lobulillos (canceres
lobulillares), mientras que un pequefio nimero se origina en otros tejidos(DeSantis et al.,
2013). De acuerdo al origen se establecen los diferentes tipos de cancer.

1.2.1 Tipos de cancer de mama

La mayoria de los canceres de seno son carcinomas, un tipo de cdncer que comienza en las
células (células epiteliales) que revisten los érganos y los tejidos como el seno; a menudo
un tipo de carcinoma llamado adenocarcinoma, que es el carcinoma que comienza en el
tejido glandular. Otros tipos de cdncer también pueden ocurrir en el seno, como los
sarcomas, que empiezan en las células del musculo, grasa o tejido conectivo. El cdncer de
seno también se puede clasificar en funcién de las proteinas que se encuentran sobre la
superficie de las células cancerosas o dentro de ellas, en grupos como “receptor hormonal
positivo” o “triple negativo”(Society, 2015).

1.2.1.1Clasificacion del cancer de mama segin los receptores hormonales y
condicion de HER2

Receptor hormonal positivo

Se denomina cancer con receptores de hormonas positivos si las células cancerosas del
seno contienen receptores de estrégeno (ER: estrogen receptor) o de progesterona (PR:
progesterone receptor). Los canceres de seno con receptores hormonales positivos se
pueden tratar con medicamentos de terapia hormonal que reducen los niveles de
estrégeno o bloguean los receptores de estrégeno. Esto incluye a los cdnceres que son
negativos para estrégeno, pero positivos para progesterona(Society, 2015).

Receptor hormonal negativo

Cuando las células cancerosas del tejido mamario no contienen receptores de estrégeno
ni de progesterona, el cancer se identifica como negativo para receptores hormonales (o
con receptores de hormonas negativos). El tratamiento con los medicamentos de terapia
hormonal no es util para estos canceres. Estos canceres tienden a crecer mas rapidamente
que los canceres con receptores hormonales positivos. Los canceres con receptores
hormonales negativos son mdas comunes en mujeres que aun no han pasado por la
menopausia(Society, 2015).

HER2 positivo

A las células cancerosas que sobreexpresan la proteina HER2 o copias adicionales del gen
HER?2 se les llama HER2 positivos. Estos canceres se pueden tratar con medicamentos que
se dirigen a HER2(Society, 2015).
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HER2 negativo
Los canceres que no tienen exceso de HER2 se les llama HER2 negativos(Society, 2015).

Triple negativo

En el caso de que las células tumorales no contengan receptores de estrégeno ni de
progesterona y no sobreexpresan HER2, se les llama triple negativos. El cancer de seno
triple negativo tiende a crecer y a propagarse mas rapidamente que la mayoria de los
otros tipos de cancer de seno(Society, 2015).

Triple positivo
Este término se usa para describir canceres que son ER positivos, PR positivos, y tienen
exceso de HER2(Society, 2015).

1.2.1.2Clasificacion del cancer de mama basdndose en la expresion genética

Una clasificacidon reciente, basada en caracteristicas moleculares, divide los canceres de
seno en cuatro grupos. Este tipo de categorizacion estd basado en analisis gendmicos
experimentales y se realizan en casos de cdncer de mama de receptores de hormonas
positivos en etapa temprana, ofrecen informacidn sobre el riesgo de recurrencia de la
enfermedad. El andlisis PAM50 examina los niveles de actividad de 58 genes en casos de
cancer de mama de receptores de hormonas positivos en etapa
temprana(BreastCancer.org, 2013).

Tipos luminal A y luminal B

Los tipos luminales son positivos para receptores de estrégeno. Los patrones de expresién
genética de estos canceres son similares a las células normales que recubren los
conductos y las glandulas del seno (el interior de un conducto o glandula es llamado su
lumen). Los canceres luminal A son de bajo grado, suelen crecer con bastante lentitud, y
tienen el mejor prondstico. Los canceres luminal B generalmente crecen con un poco mas
de rapidez que los luminal A, y el prondstico no es tan favorable(Society, 2015).

Tipo HER2

Las células cancerosas de este tipo tienen copias adicionales del gen HER2 y algunas veces
otros genes. Por lo general, estos canceres tienen una apariencia de alto grado cuando
son observados con el microscopio. Estos canceres tienden a crecer mas rapidamente y
tienen un peor prondstico, aunque a menudo pueden ser tratados exitosamente con
terapias dirigidas a HER2, las cuales se administran usualmente con quimioterapia(Society,
2015).
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Tipo basal

La mayoria de estos canceres son de los llamados tipo triple negativo. Los patrones de
expresion genética de estos canceres son similares a las células en las capas basales mas
profundas de los conductos y las glandulas del seno. Este tipo es mds comun entre las
mujeres con mutaciones genéticas BRCA1(Society, 2015).

Estos son canceres de alto grado que suelen crecer rapidamente y con prondstico
desfavorable. Actualmente se estan conduciendo muchas investigaciones para conocer las
mejores maneras de tratar estos canceres, permitiendo a los médicos administrar mejores
tratamientos a la medida de cada paciente.

1.2.2 Tratamientos contra el Cancer de Mama

Existen diferentes tipos de tratamiento para los pacientes de cancer de seno: la cirugia, la
radioterapia, la quimioterapia, la terapia hormonal y la terapia dirigida. Los tratamientos
se pueden agrupar en base a cémo funcionan y en qué etapa de la enfermedad se pueden
usar. Para ello se tiene la terapia local que trata el tumor en un sitio especifico, sin afectar
el resto del cuerpo (se tienen como ejemplos a la cirugia y la radioterapia). La terapia
sistémica consiste en la administracidn por via oral o intravenosa de medicamentos para
llegar a las células cancerosas en cualquier parte del cuerpo (se consideran como terapias
sistémicas a: la  quimioterapia, la terapia hormonal y la terapia
dirigida)(AmericanCancerSociety, 2014e).

1.2.2.1Cirugia
Las opciones quirurgicas son la cirugia conservadora del seno y la mastectomia. El seno se
puede reconstruir al mismo tiempo que la cirugia o en una fecha posterior. La cirugia
también se hace para verificar si el cancer se propagé a los ganglios linfaticos que estan
debajo del brazo. Las opciones para esto incluyen una biopsia del ganglio linfatico
centinela y una diseccion de los ganglios linfaticos axilares(AmericanCancerSociety,
2014a).

1.2.2.2Radioterapia

La radioterapia es un tratamiento con rayos o particulas de alta energia que destruyen las
células cancerosas. La radiacion al seno a menudo se administra después de la cirugia con
conservacion del seno para ayudar a reducir la probabilidad de que el cancer regrese en el
seno o en los ganglios linfaticos adyacentes. También se recomienda después de la
mastectomia en pacientes donde el cancer mide mas de 5 cm o cuando los ganglios
linfaticos son positivos al cdncer. La radiacién también se usa para tratar el cancer que se
ha propagado a otras areas, por ejemplo los huesos o el cerebro(AmericanCancerSociety,
2014b).
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1.2.2.3Quimioterapia
La quimioterapia es un tratamiento con medicamentos contra el cancer que se pueden
administrar por via intravenosa o por via oral. Los medicamentos pasan a través del
torrente sanguineo para llegar a las células cancerosas en la mayoria de las partes del
cuerpo. La quimioterapia se administra en ciclos, de manera que cada periodo de
tratamiento va seguido de un periodo de recuperacién. Por lo general, el tratamiento dura
varios meses.

Los medicamentos de quimioterapia mds usados incluyen antraciclinas (por ejemplo,
doxorrubicina/adriamicina y epirubicina/Ellence) y los taxanos (tales como
paclitaxel/Taxol y docetaxel/taxotere)(Girish et al., 2014). En este tipo de terapia se
utilizan combinaciones o cécteles de medicamentos para combatir el tumor, dependiendo
del diagnodstico del paciente. Las combinaciones mds comunes las observamos en la
siguiente tabla:

Tabla 1.- Combinaciones comunes de farmacos para la quimioterapia de cdancer
de mama temprano. Fuente: (Girish et al., 2014).

Combinaciones de Farmacos para la Quimioterapia

N° Nombre Genérico (Nombre comercial)

. . . Doxorrubicina .
1 Ciclofosfamida (Citoxan®) (Adriamycin®) Fluorouracilo (5-FU®)

Doxorrubicina Ciclofosfamida
2 Docetaxel (Taxotere®) (Adriamycin®) (Citoxan®)
3 Doxorrubicina (Adriamycin®)  Ciclofosfamida (Citoxan®) Paclitaxel (Taxol®)
. . Trastuzumab

4  Docetaxel (Taxotere®) Carboplatino (Paraplatin®) (Herceptin®)
5 Ciclofosfamida (Citoxan®) Metotrexato (Trexall®) Fluorouracilo (5-FU®)
6 Doxorrubicina (Adriamycin®) CMF (ciclofosfamida, metotrexato y fluorouracilo)
7 Epirubicina (Ellence®) Ciclofosfamida (Citoxan®)
8 Doxorrubicina (Adriamycin®)  Ciclofosfamida (Citoxan®)

1.2.2.4Terapia hormonal

La terapia hormonal es otra forma de terapia sistémica. Se usa con mas frecuencia como
terapia adyuvante para ayudar a reducir el riesgo de que el cdncer regrese después de la
cirugia. También se usa para tratar el cancer que se ha propagado o ha regresado después
del tratamiento(AmericanCancerSociety, 2014d).

El estrégeno promueve el crecimiento de los tumores cancerosos que son positivos para
receptores hormonales. Alrededor de dos de cada tres canceres de mama son receptores
hormonales positivos (contienen receptores para las hormonas estrégeno [ER+] y/o
progesterona [PR+]).
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La mayoria de los tipos de terapia hormonal para el cancer de seno disminuye los niveles
de estrogeno o evita que el estrédgeno actue en las células cancerosas del seno. Esta clase
de tratamiento es util para canceres de seno con receptores hormonales positivos, pero
no ayuda a pacientes cuyos tumores son negativos para receptores hormonales (ambos
ER- y PR-) (AmericanCancerSociety, 2014d). En la siguiente tabla se presentan los
medicamentos que bloquean el estrégeno:

Tabla 2.- Farmacos para la terapia hormonal de cancer de mama. Fuente: (Girish

etal, 2014).
Nombre Genérico Descripcion
Actla como un antiestrégeno en las células del seno, actiia como un
Tamoxifeno estrégeno en otros tejidos, como el Utero y los huesos, por esta
(Novaldex®) razén se los denomina: Modulador Selectivo de los Receptores de

Estrégeno (SERM).

SERM. Solamente aprobado para el tratamiento de cdncer de mama
metastdsico. Es probable que este medicamento no funcione si se
ha usado el tamoxifeno y ha dejado de surtir efecto.

Toremifeno
(Fareston®)

Fulvestrant

No es SERM, actiia como anti-estrogeno en todo el cuerpo.
(Faslodex®) g P

1.2.2.5Terapia Dirigida
A medida que los investigadores han aprendido mas sobre los cambios genéticos que
causan cancer en las células, recientemente se han podido desarrollar medicamentos
disefiados para combatir estos cambios de manera especifica. Estos medicamentos
dirigidos funcionan de distinta manera que los que se usan comunmente en la
quimioterapia. Generalmente originan diferentes efectos secundarios y suelen ser menos
severos(AmericanCancerSociety, 2014c).

Las terapias dirigidas estan compuestas de farmacos de moléculas pequenas y anticuerpos
monoclonales. El éxito potencial revolucionario de la terapia dirigida contra el cancer fue
reconocido por primera vez en 1998, cuando un anticuerpo monoclonal trastuzumab
(Herceptin 1) en contra del receptor de la tirosina quinasa HER2 (ErbB2) fue aprobado por
la FDA para el tratamiento de pacientes de cdncer de mama metastdsico con
HER2+(Huang et al., 2014).

En la actualidad, el descubrimiento de farmacos contra el cancer estd llevando a cabo casi
todos los eventos esenciales para la supervivencia celular y progresion del cancer. Este
campo continla siendo el mas prometedor y activamente perseguido en el
descubrimiento de farmacos contra el cancer, incluyendo el reciente entusiasmo por el
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direccionamiento a ALK y BRAF. Otros objetivos prometedores incluyen receptores, como
MET, FGFR, PDGFR, y los no receptores, tales como PI3K, AKT y MEK.

Otra clase importante de blancos moleculares son los moduladores de la angiogénesis,
tales como VEGFR y PDGFR, que funcionan para reducir el suministro de sangre al
tumor(Huang et al., 2014). Hoy en dia se estudian diversos blancos moleculares para los
diferentes tipos de cancer; en la siguiente tabla se describen algunos para cancer de
mama:

Tabla 3.- Medicamentos molecularmente dirigidos contra el cancer de mama en el
uso clinico. ND = no disponible. Fuente: (Huang et al., 2014).

Blanco Autorizacion

Farmaco .. Indicaciones Bio-marcador
Molecular Inicial
.. . Expresion HER?2
Lapatinib EGFR, 2007 Cancer de Mama )EpGS;Or ot al
(Tykerb) ErbB2 Metastasico 2006)
Everolimus
(Afinitor, mTOR 2009 Cancer de Mama. ND
Rad001)
Trastuzumab Canc,e r_de Ma’ma Expresion HER2
. HER2/neu 1998 metastasico y cancer .
(Herceptin) o (Hudis, 2007)
géstrico

1.3 Nanotecnologia

La nanotecnologia es la ciencia de los materiales y sistemas de ingenieria a escala
molecular. Su aplicacion a la medicina, la nanomedicina, ha permitido el desarrollo de
vehiculos de liberacién de farmacos de nanoparticulas(Wang et al., 2012).

Durante la ultima década, ha habido un creciente interés en el uso de la nanotecnologia
para la terapia del cancer. El desarrollo de nanoparticulas (NPs) inteligentes dirigidas, que
pueden entregar medicamentos a un ritmo sostenido directamente a las células
cancerosas, puede proporcionar una mejor eficacia y menor toxicidad para el tratamiento
de tumores metastdsicos primarios y avanzados(Gu et al., 2007).

El reciente interés se ha centrado en el desarrollo de vehiculos de entrega a nanoescala
capaces de controlar la liberacién de agentes quimioterapéuticos directamente en el
interior de células de cancer (Farokhzad et al., 2004).
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La liberacién controlada se produce cuando un polimero natural o sintético se combina
con un farmaco de una manera tal que el farmaco queda encapsulado dentro del “sistema
polimero” para la posterior liberacién de una manera predeterminada.

Los vehiculos poliméricos pueden variar en tamafio desde 50 nm a mas de 10 micras y
pueden liberar farmacos encapsulados a través de la superficie o la erosion mayor,
difusién, o hinchazén seguido por difusion, de una manera tiempo o condicién
dependiente. La liberacion del agente activo puede ser constante durante un largo
periodo, o puede ser desencadenada por el medio ambiente u otros eventos externos al
sistema polimero(Langer & Tirrell, 2004).

En general, los sistemas de polimeros de liberacidn controlada pueden proporcionar
niveles del fdrmaco en el rango dptimo durante un periodo de tiempo mejor que otros
métodos de administracion de farmacos, aumentando asi la eficacia del farmaco y
maximizando la conformidad del paciente. La consideracién primordial de Ia
administraciéon de farmacos es lograr terapias mas eficaces al tiempo que se elimina el
potencial tanto de déficit o exceso de dosificacién. Otras ventajas de la utilizacién de
sistemas de suministro de liberacidn controlada puede incluir el mantenimiento de los
niveles de farmaco dentro de un rango deseado, la necesidad de un menor nimero de
administraciones, el uso dptimo de la droga en cuestion, y el aumento en la aceptacién del
tratamiento por parte del paciente(Gu et al., 2007).

1.3.1 Direccionamiento Pasivo vs Direccionamiento Activo

Estrategias en la entrega de las NPs de farmacos encapsulados a los tejidos cancerosos se
han centrado en la orientacién pasiva y activa. El primer enfoque utiliza las propiedades
Unicas del microambiente del tumor, mas en particular: (i) la vasculatura tumoral con
fugas, que es altamente permeable a macromoléculas en relacidn con el tejido normal; y
(ii) un sistema de drenaje linfatico disfuncional, lo que resulta en la retencién de liquidos
incrementada en el espacio intersticial del tumor.

Como resultado de estas caracteristicas, la concentracion de NPs poliméricas y conjuntos
macromoleculares que se encuentran en los tejidos tumorales pueden ser hasta 100 veces
mas altos que en el tejido normal(Gu et al., 2007).

La deposicion especifica al tumor, también conocido como efecto de permeacion y
retencién aumentada (EPR), se produce cuando las NPs extravasan la microvasculatura
tumoral, lo que lleva a la acumulacion del farmaco en el intersticio del tumor. El grado de
extravasacion de las NPs depende del tamaio de abertura de las uniones interendoteliales
y los canales trans-endoteliales. El tamafio de poro de corte de estas vias de transporte se
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ha reportado entre 400-600 nm y la extravasacion de los liposomas en los tumores in vivo
sugiere un tamafio de corte en el rango de 400 nm(Lollo et al., 2011; Yuan et al., 1995).

En general, las particulas con didmetros menores de 200 nm son los mas eficaces para la
extravasaciéon de la microvasculatura tumoral(Kong et al., 2000). La mayor limitacion del
direccionamiento pasivo al tumor es la incapacidad de lograr un nivel suficientemente alto
de la concentracién de farmaco en el sitio del tumor que resulta en una eficacia
terapéutica baja y provoca efectos sistémicos adversos indeseables (Brigger et al., 2002;
Ferrari, 2005).

En comparacién al direccionamiento pasivo, el direccionamiento activo se logra mediante
la liberacion de las NPs, con el fdrmaco encapsulado, dispuestas a identificar de manera
Unica los sitios del cdncer mientras se tiene una minima pérdida en sitios no deseados. El
direccionamiento activo se consigue normalmente por administraciéon local y sistémica de
las NPs con moléculas dirigidas conjugadas en la superficie de la particula que pueden
reconocer y unirse a ligandos especificos que son exclusivos de las células cancerosas. En
el caso de la administracién local de farmacos, el fdrmaco citotdxico encapsulado en las
NPs puede ser entregado directamente a las células cancerosas mientras se minimiza la
toxicidad perjudicial para las células no cancerosas adyacentes al tejido blanco(Gu et al.,
2007). Este enfoque es util para tumores primarios que aln no han metastatizado.

Para los canceres metastasicos, en donde dificilmente se puede visualizar y acceder a la
ubicacién, la abundancia y el tamano de la metastasis del tumor dentro del cuerpo; la
administracion local no es favorable. En este caso, el vehiculo de administracion de
farmaco (con direccionamiento activo) se administra sistémicamente.

1.3.2 Nanotransportadores de Nanoparticulas para terapia dirigida

El direccionamiento activo se puede lograr mediante la conjugacién de NPs con ligandos
tales como anticuerpos, péptidos, aptdmeros de acidos nucleicos, carbohidratos vy
moléculas pequeiias. Algunos de estos conjugados terapéuticos estan, hoy en dia, en fase
de desarrollo clinico o en la prdctica clinica actual.

Sin embargo, el éxito ha sido limitado en gran medida a conjugados de ligando-drogas y
los intentos para mejorar estos sistemas se han hecho mediante la encapsulacién de los
agentes terapéuticos en NPs. Varias clases de materiales se han desarrollado para NPs
especificas, incluyendo polimeros biodegradables, dendrimeros, nanocapsulas, NPs en
base a acidos nucleicos, y liposomas(Gu et al., 2007). Las NPs poliméricas biodegradables
han sido ampliamente investigadas para la terapia del cdncer(Moghimi et al., 2001).
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Las NPs poliméricas tipicamente tienen una vida media sistémica prolongada en
circulacidn por injerto, conjugacidn, o adsorcién de polimeros estéricamente anfifilicos
tales como polietilenglicol (PEG) en la superficie de la particula(Owens & Peppas, 2006).

Estas NPs pueden utilizarse para liberar los farmacos encapsulados a una velocidad
controlada a través de la erosién superficial o el abultamiento (bulk), difusién, o hinchazén
seguido por difusion, de una manera tiempo o condicién dependiente. La tasa de
liberacion del farmaco puede ser controlada por la modificacién de la cadena lateral del
polimero, el desarrollo de nuevos polimeros, o la sintesis de copolimeros. Estos sistemas
de polimeros biodegradables pueden proporcionar los niveles de farmaco en un rango
Optimo durante un periodo de tiempo mayor que otros métodos de administraciéon de
farmacos, aumentando asi la eficacia del farmaco, al tiempo que mejora la capacidad de
utilizar drogas altamente todxicas, escasamente solubles o relativamente inestables(Gu et
al., 2007).

La combinacion de la liberacidn dirigida y la liberacidon controlada podria disminuir la
probabilidad de toxicidad sistémica significativa ya que el fdrmaco estd encapsulado y
biolédgicamente inasequible durante el transito en la circulacion sistémica. El poli (D, L-
lactida) y poli (glicélico) y su copolimero de poli (D, L-lactida-co-glicélico) (PLGA),
polimeros biocompatibles, son los que mas se utilizan para la liberacidon controlada de
farmacos y se han revisado extensamente en el pasado(Astete & Sabliov, 2006).

1.3.3 Moléculas de direccionamiento para el desarrollo de nanoparticulas
dirigidas

1.3.3.1Anticuerpos Monoclonales

El direccionamiento activo en sistemas de suministro de drogas nano-habilitados se lleva a
cabo mediante el etiquetado de las NPs con biomoléculas que se adhieren
especificamente a las células o tejidos diana(Aguilar, 2012). Durante la Ultima década, una
amplia variedad de moléculas dirigidas a base de anticuerpos han sido evaluados para su
potencial aplicacién en la terapia del cancer(G. P. Adams & Weiner, 2005).

Los anticuerpos monoclonales fueron los primeros y siguen siendo la clase preferida de
moléculas de direccionamiento. Algunos de estos farmacos basados en anticuerpos ya han
sido objeto de desarrollo clinico y se han traducido con éxito en el entorno clinico(Gu et
al., 2007). En la siguiente tabla se presentan algunos ejemplos de anticuerpos
monoclonales aprobados por la FDA (U.S. Food and Drug Administration):
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Tabla 4.- Anticuerpos Monoclonales para el tratamiento del cancer. FDA = U.S.
Food and Drug Administration; CD= grupo de diferenciacion; VEGF= factor de
crecimiento endotelial vascular; EGFR= receptor del factor de crecimiento
epidérmico. Fuente: (Gerber, 2008).

Farmaco Blanco Tipo de Anticuerpo  Indicaciones aprobadas por la FDA
Al H i s .
T L CD52 ur’panlzado, no Leucemia linfocitica cronica
(Campath) conjugado
. . Cancer colon-rectal, cancer de
Bevacizumab Humanizado, no i , o
. VEGF ) pulmén de células no pequefias
(Avastin) conjugado
(no escamoso)
Cetuximab EGER Quimeérico, no Cancer colon-rectal, cancer de
(Erbitux) conjugado cabezay cuello.
Gemtuzumab Humanizado,
ozogamicin CD33  conjugado de toxina Leucemia mieloide aguda
(Mylotarg) (caligueamicina)
Y-lbritumomab murino, radioisétopo
D2 ! Li i
tiuxetan (Zevalin) D20 (itrio-90) conjugado M) (D) e T
Panltfjrrmumab EGFR h“”?a”"' no Céancer colon-rectal
(Vectibix) conjugado
Rituximab D20 Quimérico, no Linfoma no Hodgkin, artritis
(Rituxan) conjugado reumatoide
1311_Tositumomab murino, radioisdtopo
CD20 ’ Linf Hodgki
(Bexxar) (yodo-131) conjugado 'Nfoma no Rodgkin
Trastuzumab HER2/ Humanizado, no Cancer de mama con
(Herceptin) neu conjugado sobreexpresion de HER2/neu

A pesar de los enormes esfuerzos dedicados a su desarrollo, los anticuerpos monoclonales
conjugados con NPs todavia enfrentan muchos desafios y limitaciones. Dado que las
moléculas de anticuerpos monoclonales son muy grandes y complejas, requieren
ingenieria significativa en el nivel molecular para ser eficaz(Brennan et al., 2004). Ademas,
los anticuerpos pueden ser caros de fabricar en relacidn con farmacos de pequefias
moléculas.

1.3.3.2Péptidos
En comparacion con los anticuerpos, los péptidos como segmentos de direccionamiento
ofrecen varias ventajas, tales como la ausencia de inmunogenicidad y menor costo de
produccién. Sin embargo, tienen muy baja afinidad al blanco, mayor posibilidad de union
no especifica, y mayor probabilidad de escisidn proteolitica. Algunos de estos problemas
pueden ser mejorados mediante el desplegamiento de los péptidos multivalentes para
aumentar la afinidad de unidn eficaz y mediante el uso de D-aminodacidos que evaden la
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protedlisis(Aguilar, 2012). Los ligandos basados en péptidos son identificados a partir de
las regiones de unidn de las proteinas para el blanco de interés.

También pueden ser producidos utilizando desplegamiento de fagos, que es una técnica
utilizada para la deteccidn rapida y eficaz de los péptidos que poseen la unién a blancos de
interés especifico(McCarthy et al., 2007). Este método utiliza bacteriéfagos, virus que sélo
infectan bacterias, y se modifican genéticamente para expresar multiples copias de un
solo péptido en su superficie formando una biblioteca que contiene mdas de 109
secuencias diferentes. El problema con este método es que las moléculas de
direccionamiento no estan en su estado nativo y pueden no representar verdaderamente
el ambiente In vivo(Aguilar, 2012).

1.3.3.3Aptameros

Una nueva clase de moléculas que pueden competir con los anticuerpos, en su potencial
para aplicaciones terapéuticas y de diagndstico, son los ligandos de acidos nucleicos
(aptameros)(Jayasena, 1999). Los aptdmeros son oligonucledtidos de ADN o ARN u
oligonucleétidos modificados de ADN o ARN que se pliegan por la interacciéon
intramolecular en conformaciones Unicas con caracteristicas de unidn ligando(Wilson &
Szostak, 1999). Estos aptameros son oligonucledtidos cortos (15-40 bases) que se
identifican a través de procesos de seleccién llamados evolucién sistematica de ligandos
por enriguecimiento exponencial que potencialmente pueden ser utilizados como
entidades terapéuticas y de direccionamiento(Farokhzad et al., 2006).

Al igual que los anticuerpos, los aptameros son altamente especificos para sus objetivos y
poseen afinidades de unién alta que son en gran parte debido a la capacidad de las
moléculas de estructuras tridimensionales complejas(Levy-Nissenbaum et al., 2008).

Los aptameros ofrecen ventajas sobre los anticuerpos tales como: facil sintesis a través de
metodologias de fase sélido e inmunogenicidad minima. Sin embargo, los aptameros no
modificados poseen varias propiedades perjudiciales tales como el rapido aclaramiento
de la sangre que es debido en gran medida a la degradacidn por nucleasas, que han sido
eludidas por la inclusiéon de subunidades tales como 20-fldor pirimidinas sustituidas y
enlaces con PEG(Aguilar, 2012).

1.3.3.4Pequerias Moléculas
Una estrategia popular para la deteccién de enfermedades es el uso de materiales de
moléculas pequefias modificadas como una estrategia de direccionamiento
alternativa(McCarthy et al., 2010).
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Esto se atribuye a la diversidad que las pequefias moléculas ofrecen a través de sus
estructuras y propiedades, permitiendo un acceso rapido a las bibliotecas de diversas
moléculas con diferentes funcionalidades. Cuando las moléculas pequeias no demuestran
unién eficaz al blanco, su pequeio tamafio permite la incorporacién de un nimero de
ligandos que aumentan la afinidad eficaz al objetivo a través de la multivalencia. Se ha
reportado una biblioteca de 146 diversas pequeiias moléculas funcionalizadas que
consisten en: aminas, alcoholes, acidos carboxilicos, sulfhidrilos, o anhidridos que fueron
utilizados para marcar NPs de 6xido de hierro magnético fluorescente(Weissleder et al.,
2005).

Un sin nimero de pequefias moléculas se han utilizado para el suministro de agentes
terapéuticos que incluyen el acido félico y los carbohidratos. El acido félico es una
vitamina soluble en agua (vitamina B6) que se produce raramente en los alimentos,
mientras que la forma tetrahidrofolato se encuentra en alimentos y en el cuerpo humano.
Las dietas que son ricas en folatos se han asociado con un menor riesgo de padecer
enfermedades cardiovasculares. Los folatos son de crucial importancia para el
metabolismo de DNA y RNA, asi como para la division celular rapida y el crecimiento
especialmente durante el desarrollo de los embriones(Aguilar, 2012).

El receptor de folato puede ser regulado a fin de proporcionar células con la cantidad
necesaria de acido félico en pacientes con cancer. Por esta razén, el acido félico se ha
utilizado para liberar un sin niumero de agentes formadores de imagenes y agentes
terapéuticos para tumores(Low & Kularatne, 2009).Los carbohidratos son otra clase de
pequefias moléculas que han sido utilizadas como ligandos dirigidos; como resultado de su
biocompatibilidad y su capacidad para ser reconocidos selectivamente por los receptores
de la superficie celular, tales como las lectinas.

Aunque las glicoproteinas se expresan endégenamente en varios tejidos; ciertas células,
tales como las células endoteliales, han demostrado sobreregular los receptores de
carbohidratos en respuesta a la inflamacion, tales como las selectinas. El higado, en
particular, los hepatocitos expresan la glicoproteina receptor ASGP-R que se une
facilmente a galactosa y puede servir como un medio para mejorar la administracién de
farmacos especificos para el higado(Zhang et al., 2010).
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1.3.4 Nano particulas de Plata para el tratamiento del cancer

Entre diferentes nanoparticulas explotadas, las nanoparticulas de plata (AgNPs) son uno
de los nanoproductos prometedores y ampliamente utilizado en el campo de la
nanomedicina debido a sus propiedades Unicas.

Las AgNPs poseen alta actividad antimicrobiana contra bacterias Gram-positivas y Gram-
negativas, hongos, protozoos y ciertos virus(Jeyaraj et al., 2013).

Aparte de esto, en los ultimos afios se han reportado los efectos antitumorales de las
AgNPs contra diferentes lineas celulares cancerosas, tales como lineas celulares de cancer
de: pulmon(Palaniappan, Sathishkumar, & Sankar, 2015), leucemia mieloide aguda(Guo et
al., 2013), cancer de seno(Gurunathan et al.,, 2013; Gurunathan et al., 2013); cancer
cérvico uterino(Sukirtha et al., 2012).

La induccién de estrés oxidativo es el mecanismo prominente mas reportado de toxicidad
de AgNPs, que es la consecuencia de la generaciéon de especies reactivas de oxigeno
intracelulares (ROS), el agotamiento de glutatiéon (GSH), una reduccion de la actividad de
la enzima superdxido dismutasa (SOD), y un aumento en la peroxidacion de lipidos en las
células(Arora et al., 2008), induciendo a la apoptosis(Carlson et al., 2008). La toxicidad de
las AgNPs se ha reportado en diversos estudios in vitro.

Es de suma importancia mencionar que dentro de las propiedades que influyen en la
toxicidad mediada por las nanoparticulas son: la naturaleza quimica, el tamano, la
toxicidad quimica de la superficie, su capacidad de unirse y afectar a los sitios bioldgicos,
asi como su metabolismo y excrecién(AshaRani et al., 2008). Las nanoparticulas de plata
necesitan ser vectorizadas hacia los tejidos cancerosos para poder ser usadas como
agentes quimioterapéuticos.

En la Figura 1 podemos observar el mecanismo de direccionamiento y entrada de las
nanoparticulas, con las caracteristicas que son importantes para su adecuada interaccion
con los sistemas bioldgicos.

Las nanoparticulas deben ser andamio de moléculas de direccionamiento que tienen
afinidad con los receptores de las células tumorales, de esta manera el farmaco es
internalizado y liberado al interior de la célula, de acuerdo a las propiedades que presente
la célula diana(Albanese et al., 2012).
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O 0 Tamano, forma, carga
7 ' o Densidad del ligando

€) Receptores de expresion

0 Mecanismo de Internalizacién

\ © Propiedades de la célula

Figura 1.- Interacciones entre célula-nanoparticula. Fuente: (Albanese et al.,
2012).

1.4 Sintesis de Nano particulas de Plata por el Método del Poliol

Las NPs metalicas se estudian intensamente, en la actualidad, debido a sus propiedades
Opticas, eléctricas y cataliticas Unicas. Para utilizar y optimizar las propiedades
quimico/fisicas de las particulas metalicas nanométricas, las investigaciones se han
centrado en el control del tamafio y forma, que es crucial para afinar la fisica, quimica, y
propiedades 6pticas(Y.-G. Kim et al., 2004).

Muchas técnicas se han reportado, sin embargo en la mayoria de los casos los reactivos
pasivantes de superficie, incluyendo moléculas surfactantes y polimeros, son necesarios
para evitar que las NPs lleguen a agregarse(C. Luo et al., 2005).

El polietilenglicol (PEG) se ha aplicado ampliamente como profarmaco en las industrias
farmacéutica y biomédica. El etilenglicol y sus dioles pueden utilizarse como agentes
reductores para preparar particulas de metal a través del llamado proceso del poliol, a
altas temperaturas(Pastoriza-Santos & Liz-Marzéan, 2002).
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Luo et al. (2005) reportaron el efecto dramatico del PEG en la formacion de NPs de plata y
descubrieron la capacidad del PEG de actuar como agente reductor y al mismo tiempo
como estabilizador.

1.5 Bioconjugacion para el direccionamiento de farmacos

El disefio de nanoparticulas dirigidas, ideales, requiere la optimizacidn cuidadosa de
muchas propiedades fundamentales como el tamafio y la forma, carga superficial,
propiedades épticas y magnéticas, y la funcionalizacién eficiente con ligandos buscadores
de blancos apropiados para mejorar la amplificacién de la sefial y orientar la selectividad
hacia las células malignas(Avvakumova et al., 2014).

Los primeros enfoques de conjugacion siguieron estrategias derivadas desde el tradicional
marcaje quimico de proteinas, explotando la formacién de nuevos enlaces quimicos entre
los grupos funcionales reactivos en la molécula de interés y la nanoparticula. Ademas, las
nanoparticulas coloidales pueden ofrecer oportunidades Unicas de unién gracias a sus
superficies inorganicas, que permiten la formacion de complejos de iones, la coordinacidn
del metal, y las interacciones electrostaticas o de Van Der Waals. Significativamente, las
caracteristicas estructurales de un nanoconjugado afectan fuertemente su funcion
biolégica, y ahora estd claro que la quimica tradicional de bioconjugado suele ser
inadecuada para la optimizacion del nanoconjugado, que requiere un control mucho
mayor con los métodos convencionales de conjugacién. Por lo tanto, la manifestacion
controlada de biomoléculas en la superficie de las nanoparticulas es esencial para la
produccién de nanoconjugados con propiedades bien definidas y reproducibles(Algar et
al., 2011).

1.5.1 Pre-requisitos para la conjugacibn de nanoparticulas con
proteinas, mientras se preserva su funcién biolédgica
Como menciondbamos anteriormente, para direccionar las nanoparticulas es necesario
modificarlas con proteinas que reconozcan, de manera especifica y selectiva, los
receptores de las células del tejido objetivo o blanco.

Existe una gran diversidad de proteinas que pueden cumplir este propdsito. El modo de
conjugacién de la proteina es de suma importancia para la retencion de la capacidad de
los conjugados para unirse eficazmente a moléculas diana, preservando tanto la
conformacion funcional y la orientacién apropiada. Esto se puede lograr con uno de los
tres siguientes enfoques: adsorcidn, conjugacion covalente no-especifica, y conjugacién
controlada-orientada selectiva.
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Sélo este ultimo garantiza un resultado 6ptimo en términos de capacidad de unién de
proteinas; con los otros dos enfoques, los resultados son en gran medida
impredecible(Avvakumova et al., 2014).

1.5.1.1Unién por adsorcion
La unidon de proteinas a las NPs por adsorcion y los efectos resultantes sobre la estructura
de proteinas se han investigado minuciosamente(Aubin-Tam & Hamad-Schifferli, 2008;
Shemetov et al., 2012). En general, la estabilidad de las proteinas es frecuentemente
comprometida por este tipo de interacciones, que pueden venir acompafiadas de
distorsiones estructurales significativas o desnaturalizacién(Torcello-Gémez et al., 2011).

1.5.1.2Conjugacion covalente no-especifica

Este método explota protocolos de quimica sintética, en los que los grupos funcionales de
las proteinas se enlazan a las de las NPs. Una variedad de NPs han sido sometidos a este
tipo de biofuncionalizacién, incluyendo silice, oro, y poliestireno. Muy a menudo, los
procedimientos se basan en la quimica de las carbodiimidas, que permite la condensacion
de grupos amino y carboxilo. La ventaja obvia de la conjugacién covalente, en contraste
con la adsorcion, es que asegura una asociacion permanente entre nanoparticulas y
proteinas. Otra ventaja es que se evita las interacciones directas y potencialmente
desnaturalizantes con la superficie de las nanoparticulas. (Mahon et al., 2012).

1.5.1.3Conjugacion controlada-orientada selectiva
En principio, este enfoque seria omitir todos los inconvenientes asociados con los otros
dos, y por lo tanto representa la estrategia mas eficaz disponible
actualmente(Avvakumova et al., 2014). En el siguiente apartado se describen los métodos
gue aplican este enfoque.

1.5.2 Métodos de Bioconjugacién

Uno de los mayores desafios en la nanobiotecnologia es controlar finamente la disposicién
espacial de péptidos y proteinas “buscadores de blancos” (“homing”) en la superficie de
las NPs(Medintz, 2006) con el fin de reducir la complejidad estructural de las
nanoconstrucciones destinadas a aplicaciones biomédicas. Para lograr este objetivo, el
numero de bioligandos contenidos en la arquitectura de las NPs necesita ser minimizado
mientras se mantiene una funcionalidad dptima, lo que requiere un enfoque para ajustar
el posicionamiento de las biomoléculas complejas en la interfaz de las NPs(Sapsford et al.,
2013).
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Maximizar la eficiencia del direccionamiento de la nanoparticula funcionalizada requiere:
(i) un enlace irreversible apretado para reducir la energia libre del sistema; (ii) un sitio
especifico de unidn; y (iii) una orientacion espacial controlada de la biomolécula para
hacer virtualmente activo todos los ligandos(Avvakumova et al., 2014).

1.5.2.1Conjugacion Clasica de proteinas
Estos enfoques se dividen en dos categorias principales: (i) los métodos no-covalentes
toman ventaja de las interacciones especificas entre homodlogos bien establecidos,
incluyendo estreptavidina/biotina(Tannous et al., 2006) y 4&cido polihistidina/Ni-
nitrilotriacético (NTA) (Yang et al., 2009); vy (ii) los métodos de conjugacién covalente que
explotan reacciones quimicas especificas.

Ejemplos de la segunda categoria son la quimica del tiol, la reacciéon "clic" y variantes
bioortogonales relativas, la ligadura de Staudinger, y la ligadura mediada por
enzimas(Avvakumova et al., 2014).

1.5.2.2Quimica del Tiol
La quimica del tiol normalmente utiliza residuos de cisteina ya sea naturalmente
presentes en la secuencia del polipéptido o intencionalmente introducidos en las
posiciones especificas por mutagénesis sitio-dirigida, e incluye la formaciéon de puentes
disulfuro(Fiandra et al., 2013), la adicion de Michael a grupos maleimida previamente
inmovilizados(Hou et al., 2012) y las interacciones débiles entre grupos tiol con la
superficie del metal(Baniukevic et al., 2013).

Sin embargo, la posibilidad de alteraciones estructurales y la interferencia de multiples
residuos de cisteina en diferentes posiciones pueden limitar significativamente Ia
aplicaciéon de estos métodos(Avvakumova et al., 2014).

1.5.2.3Cicloadicion azida-alquino cobre catalizada (CuAAC)
CuACC se conoce como una reaccion “Click”(Kolb et al.,, 2001), y se ha utilizado
ampliamente para la funcionalizacidn de nanoparticulas por ser un método rapido, que
produce altos rendimientos, no requiere control de la temperatura, y no produce ningin
subproducto(Polito et al., 2008). Aunque este método se ha popularizado, algunas
deficiencias limitan su versatilidad(Avvakumova et al., 2014).

1.5.2.4Ligadura de Staudinger
La ligadura Staudinger(Saxon & Bertozzi, 2000), que implica la formacién de un enlace
amida entre un arilfosfina y un grupo azida, también ha sido reportado para la
inmovilizacién de un péptido de acido aspartico-glicil-arginil(RGD) en nanomateriales para
mejorar la captacién celular en células de cancer(Parkhouse et al., 2008).
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Esta reaccidon es favorable en comparaciéon con CuAAC porque no requiere el uso de
catalizadores, pero es generalmente mas lenta y en la mayoria de los casos no se ejecuta
una conversion completa(Avvakumova et al., 2014).

1.5.2.5Ligaciéon mediada por enzimas
La ligacion mediada por enzimas explota la aptitud natural de los biocatalizadores para
promover la unién covalente de moléculas especificas en condiciones leves y por lo
general de una manera sitio-selectiva (H. T. Ta et al., 2012).

Por ejemplo, la enzima “Sortase” de Staphylococcus aureus mostré proporcionar un
acoplamiento sitio-especifico de anticuerpos scFv a las nanoparticulas con buenos
rendimientos y reproducibilidad (H. Ta et al., 2011).

1.5.2.6Conjugacion no-clasica de proteinas
Estos métodos aprovechan la ingenieria de proteinas recombinantes para integrar sitios
de ligacidon selectivos en la secuencia del péptido, idealmente sin afectar el
reconocimiento eficiencia de la proteina inmovilizada hacia el receptor molecular
especifico.

En principio, los enfoques no clasicos son mas fiables en el desarrollo de nanoconjugados
dirigidos en comparacién con las estrategias clasicas, porque explotan eventos bioldgicos
espontaneos, por ejemplo, una reaccidén enzimatica, para controlar el sitio de union del
polipéptido implicado en el proceso de inmovilizacién. Como resultado, la localizacién de
las fuerzas funcionalidades reactivas obliga a la molécula a asumir una orientacién
definida en la nanoparticula(Mazzucchelli et al., 2013). Un resumen de las ventajas y
desventajas de los métodos vistos se presenta en la Tabla 5.

Es asi que, por lo revisado en la literatura, se puede visualizar que todavia no se tiene
definido una estrategia segura para el tratamiento de cdncer sin provocar efectos
secundarios, se tienen varios estudios que se encaminan a disminuir o reducir los tumores
malignos buscando controlar el efecto secundario en las células normales. Por esta razén
en esta investigacion se ha estudiado la formacién de nanotransportadores poliméricos de
nanoparticulas de plata y su bioconjugacién con proteinas o glicoproteinas (Lectina) para
vectorizarlos de forma especifica a tejidos tumorales de cancer de mama.
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Tabla 5.-

Métodos avanzados para la conjugacién de proteinas con

nanoparticulas: ventajas y desventajas. Fuente:(Avvakumova et al., 2014)

Estrategia de

. . .. Ventajas Desventajas
Bioconjugacion
Enfoque Streptavidina / Interacciones altamente Poco control en el sitio de unidn;
Clasico biotina estables: una de las mas altas heterogeneidad en el etiquetado
afinidades en biologia
Puentes Disulfuro Reaccion  espontdanea que Alteraciones estructurales e interferencia
ocurre sin activacién catalitica; debido a los mdltiples residuos de cisteina
estable % ampliamente en diferentes posiciones
aplicable
Adicidn de Michael La cisteina puede ser La estructura de la proteina puede ser
facilmente introducida en las alterada durante la mutagénesis; la
secuencias de péptidos a inmovilizacion no puede ser especifica si
través de mutagénesis dirigida la secuencia polipeptidica contiene
al sitio para la inmovilizacion multiples residuos de cisteina
selectiva; la reaccion
espontdnea
Soft-soft Thiol Inmovilizacién rapida y Alteraciones estructurales e interferencia
ajustada con un aumento debido alos multiples residuos de cisteina
minimo de tamafio en diferentes posiciones; efecto de rigidez
superficial sobre la funcionalidad de las
proteinas
Ligamiento quimico Se puede desarrollar en medio La sustitucién de un atomo de nitrégeno
nativo acuoso sin la proteccion de por un atomo de azufre puede dar lugar a
cualquier otro aminoacido, problemas en el plegamiento de
incluyendo residuos de cisteina  proteinas
Ligadura de No necesita el wuso de Lento y no se ejecuta la conversidn
Staudinger catalizadores completa
Ligacion mediada Especifico y leve; no se Si la enzima tiene amplio sustrato
por enzimas requieren medidas adicionales especifico, puede catalizar la agregacion
para afiadir ligandos a de proteinas objetivo o dar lugar a la
proteinas objetivo inmovilizacion en mas de un sitio
Cicloadicién azida- De facil acceso; alto Inestabilidad y toxicidad del catalizador
alquino cobre rendimiento sin necesidad de de cobre
catalizada  (“Click control de la temperatura; libre
reaction”) de subproductos
Reaccion Bio- Derivados alquino promueven Dificil tener control en el sitio de la
ortogonal la cicloadicién sin catalizador ligadura en la secuencia peptidica
Enfoques Secuencias No se altera la actividad de la No hay evidencia de la seguridad /n vivo;
No-clasicos selectivamente proteina; baja su cinética puede ser lenta; posiblemente
reactivas (SRS) inmunogenicidad; reaccion  bajos rendimientos de bioconjugacion
rapida, especifica e

Reaccion Bio-click

La ligacion mediada

por proteinas
pequeias bio-
linkers

irreversible; sin crosslinking
Enfoque robusto y leve; el
grupo reactivo de la proteina

se puede introducir por
clonacién de la cadena con una
polimerasa

Direccional, eficiente e

inmovilizacién de anticuerpos
monoclonales enteros con
actividad bioldgica conservada

Dificil de controlar la cantidad de

proteinas acopladas

Tamafio grande;
inmunogénica

potencialmente
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2. Justificacion

El cancer es una enfermedad que puede afectar a personas de cualquier edad. El
cancer de mama es la primera causa de muerte en las mujeres de todo el mundo y las
cifras van en aumento. Los tratamientos aplicados para combatirlo, no discriminan al
tejido canceroso del tejido sano, generando efectos colaterales en el paciente y
reduciendo considerablemente su calidad de vida. Por esta razén, la medicina ha ido
evolucionando en el desarrollo de terapias con el uso de farmacos o sustancias que
puedan enfrentar este tipo de cancer sin afectar el estado fisico y psicolégico del
paciente. Una forma de atacar los tejidos cancerosos sin comprometer tejidos sanos es
la terapia dirigida, un tratamiento con mayor eficacia, ya que el farmaco actua
directamente en las células tumorales. Esta terapia presenta menos efectos adversos y
ofrece una mejor calidad de vida al paciente durante el tratamiento. Con ayuda de la
nanotecnologia se han realizado estudios que reportan la efectividad citotdxica de
nanoparticulas de plata en lineas celulares de céncer, pero también en células
normales. Para poder dirigir estas nanoparticulas de plata es necesario vectorizarlas
con una molécula que sea afin a las células neopldsicas de tejidos mamarios. La
aglutinina de soya es una proteina del frijol de soya que realiza unién de tipo
ligando/receptor con azlcares que forman parte de los receptores de la superficie de
las células de algunos tipos de cancer, incluyendo al de mama. La bioconjugacién de
nanoparticulas de plata con aglutinina de soya es una solucién prometedora para la
sintesis de farmacos vectorizados para el tratamiento de cancer de mama. Por lo que
en esta investigacion se ha estudiado la estabilidad de los nanotransportadores de
nanoparticulas de plata sintetizados por el método del poliol, reduciendo su tamafio y
estabilizandolos durante su almacenamiento, los nanotranportadores se
bioconjugaron con SBA (aglutinina de soya), proceso de extraccién y purificacion
establecido en el laboratorio. Para observar su efecto citotdxico se evalud in vitro con
lineas celulares tumorales de mama MDA-MB-231 los resultados a futuro se aplicaran
en evaluaciones In vivo.
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3. Objetivo General

= Sintetizar nanotransportadores de AgNPs bioconjugados con SBA, aislada del frijol
de soya, y evaluar su citotoxicidad en cultivos de cdncer de mama.

3.1 Objetivos Especificos

= Sintetizar AgNPs por el método del poliol.
= Caracterizar la reaccidn que ocurre en la Sintesis de AgNPs.

= Optimizar la técnica de sintesis de los Nanotransportadores de AgNPs, de forma
que tengan una distribucién monodal y didmetro medio menor a 200 nm.

= Extraer y purificar las lectinas (SBA), a partir del frijol de soya, mediante
cromatografia de afinidad.

= Bioconjugar los Nanotransportadores de AgNPs con SBA comercial y la SBA
purificada.

= Evaluar la toxicidad del nanotransportador de AgNPs bioconjugado con SBA
comercial y la SBA purificada en ensayos In vitro.
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4. Metodologia y Materiales

4.1 Sintesis y caracterizacion de Nanoparticulas de Plata

4.1.1 Sintesis de Nanoparticulas de Plata
Se realizd la sintesis de nanoparticulas de plata por el método del poliol. Se tomé una
masa (99.5% m/m del total de la mezcla) de PEG de 8000 Da (Sigma-Aldrich, USA) en un
vaso de precipitado, se llevd a tratamiento térmico y una vez que alcanzo la temperatura
de 70°C se inicid la reaccion adicionando lentamente AgNOs (Sigma-Aldrich, USA), 0.5%
m/m, y se mantuvo la reaccion en agitacién magnética durante diferentes tiempos (0, 30,
60, 90, 120 minutos).

4.1.2 Caracterizacion de Nanoparticulas de Plata por Espectroscopia UV-
Vis
Las nanoparticulas de plata fueron disueltas en cloroformo y diclorometano para obtener
los espectros de absorcidn éptica, en un intervalo de longitud de onda de 300 a 800nm,
empleando un Espectrofotémetro UV-Vis Cary 100 de Agilent Technologies.

4.1.3 Caracterizacion del producto de la reaccién del PEG con
Nanoparticulas de Plata por Espectroscopia RAMAN
Se realizd un analisis de dispersion Raman (MicroRaman, Horiba Jobin Yvon, Olympus BX
40, Japan) para la caracterizacion del producto obtenido a partir del PEG, tras su actividad
reductora en la sintesis de las AgNPs; para ello se empleé un laser rojo a 632 nm, 20 mV.

4.2 Sintesis y Caracterizaciéon de Nanotransportadores de

Nanoparticulas de Plata
Los nanotransportadores se sintetizaron por autoensamble a partir de las muestras de
nanoparticulas de plata obtenidas por el método del poliol (0,5% AgNOs), a diferentes
concentraciones establecidas por el experimento, en agua desionizada. A continuacioén, se
homogenizaron con vértex por 90 segundos y se sometieron a bafio ultrasénico (TI-H-5,
Elma Schmidbauer GmbH) 25kHz, potencia 100%, durante 10 min. Las particulas se
mantuvieron en maduracidon a temperatura ambiente durante el tiempo indicado en la
tabla 6 para cada experimento. Después se filtraron con membranas en disco (Millipore)
con un diametro de poro de 0.22 um. Para la caracterizacién de los nanotransportadores,
se ajustd el pH de las soluciones en un rango de 2 a 11 con el fin de evaluar su estabilidad.
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[ Pesar 1.48% PEG-AgNPs |

[ Mezclar con agua desionizada ]

[ Vortex ,30 segundos (x3) ]

™

[ Ultrasonido, 25 kHz, 10 minutos ]

™

ambiente

[ Madurar a Temperatura ]

™

( Filtrar (0.22 pum) ]

Medir Tamano Hidrodinamico y
potencial-Z

Figura 2.- Procedimientos para la sintesis de nanotransportadores de AgNPs

Tabla 6.- Experimento para la sintesis de Nanotransportadores de AgNPs, con
diferentes tiempos de maduracion (24, 48, 72 h), con ajuste (9+0.1) de pH y sin

ajuste de pH (SA).

Run t(h) pH
1 SA
2 8,928
3 SA

0
a4 8,956
5 SA
6 8,961
7 SA
8 9,027
9 SA
24
10 8,935
11 SA
12 8,923
13 SA
14 9,099
15 SA
48
16 8,912
17 SA
18 8,967
19 SA
20 8,907
21 SA
72
22 8,969
23 SA
24 8,938
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4.2.1 Caracterizacion de Nanotransportadores de AgNPs por DLS
Para determinar el didmetro hidrodindmico de los nanotransportadores se utilizé la
dispersién de luz dindmica a 25 °C. El pH fue modificado mediante la adicion de las
soluciones de hidroxido de sodio (NaOH) y 4cido clorhidrico (HCL) (1mol/L). El potencial Z
de cada muestra fue medido utilizando una cubeta especifica que incluye dos electrodos
para determinar la movilidad electroforética Zetasizer Nanoseries ZS90 (Malvern
Instruments, Worcestershire, UK).

4.3 Purificacidén y caracterizacion de la proteina de soya
Se establecié un método para realizar la purificacion de SBA a partir de semillas de soya
(Glycine max). La tabla que se presenta a continuacién resume el proceso (Tabla 7):

Tabla 7.- Procedimientos generales para la purificacion de Aglutinina de Soya

(SBA).
PROCEDIMIENTO CONDICIONES

Obtencion de Materia Semillas de soya (Glycine max)

Prima

Molienda Molino de disco (cierre 20), molino de martillo con malla.

Tamizado Columna de tamices de pruebas fisicas: 420, 250, 177,
149, 125 micrones de abertura.

Extraccion de aceite Harina retenida en malla de 177 micrones. Equipo
Soxhlet; solvente: hexano.

Extraccidn de Proteinas Harina desgrasada (g) y NaCl 0,15 M (ml) [1:5], agitacién

por 3 h a temperatura ambiente, 1 h a +4°C.
Centrifugacion: 13921 x g, +82C, 10 minutos.

Salting Out Sobrenadante mdas Sulfato de Amonio [(NH4)2S04], 40%
de saturacidén, precipitacién por 1 hora a +4°C.
Centrifugacion: 13921 x g, +82C, 10 minutos.
Sobrenadante mds (NH4)2SOs4, 80% de saturacion,
agitacién por 2 h a +42C. Centrifugacion: 13921 x g, +89C,
10 minutos.
Pellet mas solucion de NaCl 0,15 M [1:2]. Dializar toda la
noche en contra de solucion de NaCl 0,15 M.

Cromatografia de afinidad  Se tomd 4 ml de dializado y se inyecté en una columna
con Sefarosa 4B-CL acoplada con N-acetil-galactosamina
(D= 9 mm; H= 51,8 mm). Fase moavil: solucion de NaCl
0,15 M. Flujo: 2.5 ml/min. La elucidn se realizé6 mediante
el intercambio de la solucidén salina con una solucién de
galactosa (25 mg/ml).
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4.3.1 Obtencién del material vegetal.
Las semillas de soya (Glycine max) fueron adquirida, para el aislamiento y purificacidon de
lectinas, de una tienda local de alimentos situada en el mercado Argentina, Delegacion
Miguel Hidalgo.

4.3.2 Molienda.
Se tomaron las semillas de soya, fueron pesadas y luego se llevd a molienda en un molino
de discos (The Bauer Bros. Co, Springfield Ohio — Brantford, Ontario) la distancia entre los
discos fue de 20um, seguidamente se pasé por molino de martillo (Raymond, Laboratory
Mill) para separar los granos triturados de mayor tamafio y volver a pasarlos por el molino
de discos con las mismas condiciones iniciales. El producto de molienda se dejé enfriar y
secar.

4.3.3 Tamizado.
La harina obtenida, de las semillas de soya molidas, es acarreada en una columna de
tamices de pruebas fisicas (Montiel Inoxidables México, MONTINOX). Se utilizaron 5
tamafios de abertura descritos en la siguiente tabla:

Tabla 8.- Tamaiio de abertura de los tamices utilizados.

Abertura (um) Pulgadas de Abertura Numero U.S.

420 0,1650 40
250 0,0098 60
177 0,0070 80
149 0,0059 100
125 0,0019 120

Se seleccioné la harina retenida por la malla N°. 80, de 177 um de abertura.

4.3.4 Desgrasado.
Una vez realizada la clasificacion granulométrica se selecciond la harina que quedd
retenida en la malla numero 80. Se pesaron 12 + 1 g de muestra en un cartucho de papel
filtro para ser desgrasada en un equipo de Soxhlet durante seis horas, utilizando hexano
como solvente.
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Figura 3.- Equipo de Soxhlet utilizado para la extraccion del aceite de la harina de
soya.

4.3.5 Extraccion de Proteinas (Globulinas).
Para la extraccién de proteinas, se siguio el protocolo establecido por Larsson et al. (1996)
con algunas variantes. Una mezcla de una parte de harina de soya desgrasada (g) y cinco
partes de NaCl 0,15 M (ml) se colocaron en agitacién por 3 h a temperatura ambiente y 1
h a 4°C. Se centrifugé (13921 x g, 8°C, 10 minutos), resultando en un sobrenadante claro.

4.3.6 Precipitaciéon de Proteinas por “Salting Out”.

Del anterior procedimiento, se separa el sobrenadante, a este se agregd (NH4)2S04 al 40%
de saturacién y se deja llevar a cabo la precipitacion por 1 hora a 4°C. El precipitado se
centrifugd (Marca Sigma 2-16; rotor 12141) (13921 x g, 8°C, 10 minutos). La SBA después
de este tratamiento se encuentra principalmente en el sobrenadante (Fountain & Yang,
1977). Sulfato de amonio se adiciond al sobrenadante por encima del 80% de saturacién,
la mezcla se agitd por 2 h a 4°C, seguido de centrifugacién (13921 x g, 8°C, 10 minutos). El
sobrenadante se descartd y el pellet es disolvié en dos veces su volumen en solucién de
NaCl 0,15 M. El pellet solubilizado se dializé toda la noche en contra de solucién de NaCl
0,15 M (ml), en una membrana de 12-14 kD de MWCO (Spectra/Por 4 Dialysis Tubing,
Spectrumlabs). La fraccion final dializada obtenida se utilizd para la cromatografia de
afinidad, algunos detalles de la separacidon de proteinas estan indicada en la figura 4.
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Harina de soya desgrasada (g) + NaCl 0.15 M [1:5],
Agitacion 3 h, temperaturaambienteylha 42C.

Centrifugar: 13921x g, 82C, 10 minutos.

|

[ (NHa)2504, 40% de saturacion,1 ha 429C. ]
|

[ Centrifugar: 13921x g, 82C, 10 minutos. ]
|

[ (NHa)2504, 80% de saturacion,2 ha 429C. ]
|

[ Centrifugar: 13921x g, 82C, 10 minutos. ]
|

Pellet + NaCl 0.15 M [1:2] |

[ Diiar ]

Figura 4.- Diagrama de flujo del proceso de precipitacion de Proteinas

4.3.7 Cuantificacion de Proteinas Totales
Se realizé la determinacion cuantitativa de la concentracidn de proteinas totales siguiendo
el Método descrito por Lowry(Lowry et al., 1951); utilizando una solucién de Albumina
bovina (1mg/ml) para construir la curva tipo y determinar la concentracién de las
proteinas. La absorbancia se midié en un espectrofotémetro UV-VIS (Thermo Scientific™
Multiskan FC microplate photometer) a una longitud de onda de 750 nm, como indica el
método.

4.3.8 Cromatografia de afinidad

4.3.8.1Preparacion de la matriz de afinidad
El método elegido para la preparacion de adsorbentes para cromatografia de afinidad,
consiste en la adicién de bisoxiranos (1,4-butanodiol diglicidil eter) para la introduccién de
grupos reactivos de oxiranos en la agarosa y para simultdneamente estabilizar el gel por
cross-linking. La activacién de la matriz polimérica (P-OH) se lleva a cabo de la siguiente
manera:
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Figura 5.- Reaccion de activacion de matriz de agarosa con 1,4-butanodiol-
diglicidil-éter.

Y el grupo amino conteniendo componentes R-NH2 son acoplados a Ill de acuerdo a la
siguiente reaccion:

II1 + H,N-R == @o—CH2~9H~CH2—o—(0H2}4—0—0H2~9H~CH2-HN—R
OH OH

Figura 6.- Reaccién de acoplamiento del ligando a la matriz de agarosa.

Se trabajé con 5 g de Sepharose CL-4B prehidratada (Sigma-Aldrich, USA), la cual fue
secada por centrifugacién a 4779 x g por 5 minutos, retirando el sobrenadante con mucho
cuidado utilizando una micropipeta (BioPette, Labnet).

A continuacidn, se activa la matriz por incubacion (Incu-Shaker® 10LR, Benchmark), 180
rom a 25°C, durante toda la noche con 5 ml de NaOH (0,6 M) que contiene 10 mg de
NaBH4 (Sigma-Aldrich, USA) y 2,5 ml de 1,4-butanodiol-diglicidil-eter (Sigma-Aldrich, USA).

Para el acoplamiento del ligando de afinidad se siguié el protocolo de Vretblad (1976), con
algunos cambios. Después de su activacidn, el gel fue lavado exhaustivamente con NaOH
(0,1 M) y luego se mezcldé con 150 mg de D-N-Acetil-Galactosamina (Sigma-Aldrich, USA) y
5 ml de NaOH (0,1 M). El acoplamiento se llevé a cabo por 48 h en una incubadora (Incu-
Shaker® 10LR, Benchmark), en agitacién a 100 rpm y 45°C.

La matriz se lavd con buffer Tris-HCI (0.1M, pH=7.5) y se dejdé reposar, con el mismo
buffer, a 4°C durante 1h. Posteriormente, se lavd con agua destilada, Tris-HCI 0.05M (pH
8.0), buffer citrato 0.05M (pH 4.0) y finalmente con solucion de NaCl 0.15 M.

El gel se almacend en una solucién de etanol al 20% en refrigeraciéon a 4-8°C. El gel se
caracterizo por FTIR antes de ser activado, después de ser activado y después de haberse
acoplado el ligando.
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El gel de afinidad, en un volumen de 4 ml, se empacd en una columna de borosilicato y se
llevo al equilibrio con una solucién salina de NaCl 0.15 M a una velocidad de flujo de 2.5
ml/min.

4.3.8.2Procedimientos de la Cromatografia de Afinidad
Se cargd una muestra, de volumen 5 ml, a la misma velocidad de flujo (2.5 ml/min). A
partir de entonces, la solucion salina se bombea a través de la columna, hasta que la
absorbancia del eluato alcance cero a 280 nm. La elucién se realiz6 mediante el
intercambio de la solucién salina con una solucién de galactosa (25 mg/ml en solucidon de
NaCl 0.15 M).

4.3.9 Espectroscopia FTIR
Se evaluaron por espectroscopia FTIR (Cary 630, Agilent Technologies), la sepharosa CL-
4B, el producto activado con el grupo epoxi y el producto conjugado con la N-acetil
galactosamina, con el fin de corroborar que las reacciones se llevaron a cabo de manera
satisfactoria.

4.3.10 Electroforesis

La masa molecular de las subunidades de las lectinas fue estimada por electroforesis SDS-
PAGE (10%). El gel de electroforesis fue preparado de acuerdo al Manual de Instrucciones
Mini-PROTEAN® Tetra Cell de Bio-Rad.

Las muestras de cada etapa de purificacién de la proteina fueron mezcladas con buffer de
muestra y cargadas a los pocillos del gel. Una vez corroborada la presencia de SBA en las
muestras dializadas del salting out, se procedié a realizar la cromatografia de afinidad y
recolectar las fracciones en las que el detector a 280 nm presentaba picos de absorbancia.

Los canales electroforéticos son cargados con un control negativo (muestra de Albumina
Bovina), un control positivo (muestra SBA, de Sigma-Aldrich, USA), marcadores de peso
molecular, los productos dializados del salting out y las fracciones de la cromatografia de
afinidad en donde el detector UV-Vis presentd picos de absorbancia (Fraccion 3 y Fraccion
7) (Tabla 9).

La corrida electroforética se trabajé en las siguientes condiciones: 80 V, 30 mA, 2 W, 2 h.
Después de la corrida, se retiraron los geles y se lavaron con abundante agua destilada.
Los geles se tifieron con Blue Brilliant (Sigma-Aldrich,USA) para hacer visibles las bandas.
Luego se dejaron en agitacién a 50 rpm en agua destilada, en una incubadora (Incu-
Shaker® 10LR, Benchmark), para ser destefiidos.
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Tabla 9.- Muestras y controles cargados en los canales electroforéticos.

NO

. Muestra Descripcion
Pocillo
1 MW Marcador de Peso Molecular (SigmaMarker™, mol wt 36,000-
200,000 Da, Sigma-Aldrich)
2 D1 Muestra dializada después del salting out.
3 D2 Muestra dializada después del salting out. Réplica 1.
4 D3 Muestra dializada después del salting out. Réplica 2.
5 D4 Muestra dializada después del salting out. Réplica 3.
6 D5 Muestra dializada después del salting out. Réplica 4.
7 T1 Fraccion 7, cromatografia de afinidad.
8 T2 Fraccién 3, cromatografia de afinidad.
9 Control (+) SBA (Sigma-Aldrich, USA)
10 Control (-) Albumina de Suero Bovino (Merck Millipore, )
4.4 Bioconjugacion

4.4.1 Caracterizacion de SBA y muestra purificada
Se evalud el potencial Z de la SBA y la muestra purificada en un rango de pH de 4 a 8. Se
utilizo la dispersidon de luz dindmica a 25 2C (Nano Zetasizer ZS, Malvern Instruments).

4.4.2 Proceso de bioconjugacion
Se tomd un volumen de nanotransportadores y un volumen de solucién de SBA (1mg/ml)
en una proporcion de 9.24:5.47, basandonos en el IC50 de las AgNPs en la linea celular
MDA-MB-231 de estudios realizados anteriormente. Se dejé en agitacién en una
incubadora (Incu-Shaker® 10LR, Benchmark) a 150 rpm por 8 h, a una temperatura de
9°C, pH 5.8.

agitaciéna 150 rpm %

Bioconjugado

8 h,99C, pH 5.8

Figura 7.- Esquema de la Bioconjugacion de los nanotransportadores de AgNPs.




4.5 Caracterizacion de los Nanotransportadores de AgNPs
conjugados
Los nanotransportadores conjugados fueron analizados mediante dispersién de luz
dinamica, técnica ya descrita anteriormente.

4.5.1 Ensayos de Toxicidad

4.5.1.1Cultivo Celular
Se emplearon para el estudio: la linea celular de adenocarcinoma mamario MDA-MB-231
(ATCC® HTB-26™). El manejo de las lineas celulares se realizé en condiciones de esterilidad
en campana de flujo laminar bajo buenas practicas de laboratorio. Las lineas celulares
MDA-MB-231 se cultivaron en medio Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM, GIBCO),
suplementado con 5% de suero fetal bovino (FBS, Invitrogen) a pH 7.0, Los cultivos se
mantuvieron en incubacién a 37 2Cy 5% de CO;, durante 24y 72h.

4.5.2 Preparacion de las muestras
Los nanotransportadores autoensamblados y bioconjugados fueron disueltos a diferentes
concentraciones en el medio de cultivo y filtrados con membranas estériles con tamafio
de poro de 0.22 um. Se emplearon los siguientes controles:

1) del vehiculo, muestras de PEG disuelto en medio a las mismas concentraciones que las
empleadas para los nanotransportadores

2) el medio de cultivo sélo; y

3) medio de cultivo con taxol 0.293 uM.

Adicionalmente, se prepard una solucién de SBA (1 mg/ml) en PBS pH 7.4, ésta solucidn
fue filtrada en esterilidad y empleada en los ensayos de toxicidad a la concentracién de
2.0 uM.

4.5.3 Ensayo de Viabilidad Celular (MTT)
La toxicidad inducida por las muestras fue determinada de manera indirecta por la técnica
colorimétrica MTT, que estudia la actividad mitocondrial mediante la reduccidn
metabdlica del bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5difeniltetrazol por la succinato
deshidrogenasa (enzima mitocondrial), dando como resultado la produccién de formazan,
un compuesto azulado que al ser disuelto en dimetil sulféxido (DMSO) se puede
cuantificar espectrofotométricamente.

Se sembraron 7000 células por pozo en placas de 96 pozos, con 100 uL de medio de
cultivo; las células se mantuvieron en incubacién durante 24 h para permitir su adhesion a
la superficie de la placa.
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Posteriormente, el medio fue retirado y se adicionaron los tratamientos sefialados en la
Tabla 10, con un volumen total de 150 ulL por pozo, con 6 réplicas por tratamiento. Las
células se mantuvieron en incubacion por 24 y 72 h, respectivamente, y una vez
concluidos los tratamientos se procedio a realizar el ensayo de viabilidad celular MTT.

Una vez completado el tiempo de tratamiento, se adicionaron a cada pozo 0.1 mg de MTT
y se incubaron las placas durante 2 h a 37 2C en oscuridad. Una vez completado el tiempo
de incubacidn se retird el medio y se adicionaron 100 ul de DMSO. Las muestras fueron
analizadas por espectroscopia en un lector de ELISA (Labsystem Multiskan Ms) a 570 nm.

Los diferentes tratamientos fueron comparados con el control negativo que empled
Unicamente medio, a partir de éste, se calculd el porcentaje de viabilidad celular.

Tabla 10.- Tratamientos para la evaluaciéon de la citotoxicidad evaluados
mediante MTT

Concentracion Concentracion

de Ag de proteina
(ng/ml) (ug/ml)
Bio+SBA-DL  6.40 120
Bio+SBA-D2 3.20 120
Bio+SBA-D3 1.60 120
Bio+Prot-D1 6.40 137.80
Bio+Prot-D2 3.20
Bio+Prot-D3 1.60 137.80
NTs - D1 6.40
NTs - D2 3.20
NTs - D3 1.60
SBA 240
Proteina 137.80

Taxol 0.25
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5. Resultados y discusién

5.1 Sintesis y caracterizacion de nanoparticulas de plata

5.1.1 Caracterizacion de nanoparticulas de plata por Espectrofotometria
UV-Vis
Las nanoparticulas de plata (AgNPs) fueron sintetizadas a diferentes tiempos de reaccidn:
0, 30, 60, 90 y 120 minutos; posteriormente se tomd una porcién de cada muestra para
extender el tiempo de sintesis a 240 minutos.
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Figura 8.- Espectro UV-Vis de las AgNPs sintetizadas a diferentes tiempos de
reaccion (0, 30, 60, 90, 120 minutos), y disueltas en cloroformo para su
caracterizacion. . t0= tiempo inicial, cero minutos; t30= treinta minutos; t60=
sesenta minutos; t90= noventa minutos; t120= ciento veinte minutos.

Para la caracterizacién por espectroscopia UV-Vis, las AgNPs fueron disueltas en dos
solventes orgdnicos: cloroformo y cloruro de metileno, ambos de grado analitico. En la
Figura 8, podemos observar el comportamiento de los espectros UV-Vis de las muestras
sintetizadas y tenemos que las bandas de absorcién del plasmoén superficial oscilan entre
423 y 428 nm. Por la longitud de onda se puede indicar que el tamano promedio de las
nanoparticulas de plata estd alrededor de 20nm como indicado por Ortega-Arroyo et al.
(2013).




En la figura 9 se observan dos modos de distribucién de nanoparticulas a 428 nm y un
hombro a mayor longitud de onda (460 nm), lo que indica que se tienen nanoparticulas
menores junto con las de mayor tamafio y que la abundancia de cada modo de
distribucién depende del tiempo de sintesis.

A tiempo cero (t0) la abundancia de NPs determinada por la absorbancia se encuentra en
menor proporcién comparado con la muestra sintetizada a 30 min (muestra que presenta,
probablemente, mayor abundancia de NPS Ag). A tiempos de sintesis superiores a 30 min
disminuye la absorbancia para las muestras disueltas en cloruro de metileno (Figura 9) y
no asi para las muestras disueltas en cloroformo (Figura 8) que se mantienen sin
modificacion significativa de absorbancia. Estas diferencias indican que, probablemente,
las muestras disueltas en cloruro de metileno se estén agregando incrementandose su
tamafio (disminuyendo su absorbancia); siendo mas estables cuando estan disueltas en
cloroformo.

0,45

0,4 -

0,35 . =

0,3 .: /\ . cessstl
2N

. . eseses {30

0,2 - 5 S t60
0,15 - % — 190
. " — 1120
0,1 % 2 teg

0,05 oy

0 1 I 1 1 1 I 1 1 1 1
300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800

Wavelength (nm)

Absrobancia

Figura 9.- Espectro UV-Vis de las AgNPs sintetizadas a diferentes tiempos de
reaccion (0, 30, 60, 90, 120 minutos), y disueltas en cloruro de metileno para su
caracterizacion. t0= tiempo inicial, cero minutos; t30= treinta minutos; t60=
sesenta minutos; t90= noventa minutos; t120= ciento veinte minutos.

La exposicién de las AgNPs a diferentes tiempos de sintesis disueltos en cloruro de
metileno permitié determinar la perdida de absorbancia o disminucién en la formacion de
nanoparticulas de plata.
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Para observar mejor este comportamiento se prolongé el tiempo de sintesis a 240 min,
observdandose mayor disminucidén en la absorbancia, como se indica en la tabla 11.
Suponiendo que la absorbancia obtenida al tiempo de 30, 60, 90, 120 min sea el 100% de
sintesis de nanoparticulas de plata y si se deja un tiempo de reaccion mayor (240 min) se

tiene una disminucidn en la absorbancia en estas muestras, probablemente se deba a la

agregacion de las AgNPS que son promovidas en cloruro de metileno.

Tabla 11.- Rendimiento de la sintesis de AgNPs a diferentes tiempos de reaccion.

Tiempo

Reaccion ™ Abs Abs- Abs-Abs240  %(Abs-Abs240)  %Rendimiento
. (nm) (240min)

(min)

120 425 0,2536 0,2290 0,0245 9,6 90,3
a0 425 10,2947 0,1988 0,0958 32,5 67,5
60 423 0,3416 0,2554 0,0861 25,2 74,8
30 423 0,3883 0,3034 0,0849 21,8 78,1
0 428 0,2775 0,1879 0,0895 32,2 67,7

5.1.2 Caracterizacion de Nanoparticulas de Plata por Espectroscopia

RAMAN

En estudios anteriores, Luo et. al. (2005) sintetizaron AgNps empleando PEG 2000, los
autores caracterizaron el producto mediante espectroscopia H NMR, concluyendo que

existe la formacién de un aldehido durante la reduccion de la plata idnica a plata metdlica.

En la Figura 10 se puede observar que la oxidacion de un alcohol primario produce como

resultado un grupo carbonilo en forma de aldehido o de un acido carboxilico; esto es, el

grupo hidroxilo puede ser oxidado inicialmente en un aldehido, seguido de la oxidacion

progresiva que da lugar a la formacion de grupos carboxilicos (Dennany, 2010).
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Figura 10.- Oxidacién progresiva del grupo hidroxilo del PEG.
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La espectroscopia Raman no genera sefales intensas relacionadas con los alcoholes y los
acidos carboxilicos (Larkin, 2011; Schrader, 2008). Excitado con un ldser rojo, el grupo
carbonilo genera una sefial débil a 2680-2740 cm™.

El espectro Raman del PEG oxidado, tras la sintesis de las AgNPs, se muestra en la Figura
11, en donde se puede observar la sefal del éter alifatico (830-930 c¢cm-1), con las
vibraciones antisimétricas y simétricas caracteristicas del metileno (2911 and 2862 cm-1);
asi mismo, es posible observar una sefal correspondiente al carbonilo de un aldehido
(1720-1740 cm-1) y de un grupo carboxilo (1649-1654 cm-1) (ver figura 11b), por lo que se
deduce que el producto final es una mezcla de los distintos estados de la oxidacién
progresiva del PEG.

Esta interpretacién fue corroborada con el software RAMalyze (LabCognition).
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5.2 Sintesis de nanotransportadores

Se evalué la sintesis de nanotransportadores de AgNPs a diferentes concentraciones de
PEG-AgNPs, con ajuste y sin ajuste de pH a través del Nano Zetasizer. En la Figura 12
observamos los resultados obtenidos para la sintesis de nanotransportadores sin ajuste de
pH. Al utilizar la concentracion de 1.48% de PEG-AgNPs para la sintesis obtuvimos
tamafios hidrodinamicos de 186.3+7.4 nm y el mayor porcentaje de abundancia, de estos
tamafios hidrodinamicos, sin ajustar el pH. Las mediciones se realizaron una vez
sintetizados los nanotransportadores. El equipo realiza cada medicién por triplicado, de
esta manera pudimos detectar que los nanotransportadores, sin ajuste de pH, van
aumentando de tamafio con respecto al tiempo. El porcentaje de abundancia explica el
modo de distribucion de tamafio hidrodindmico de los nanotransportadores. Lo que
buscamos es tener 100% de abundancia de tamafio hidrodindmico, para asumir que
tenemos nanotransportadores de tamafio homogéneo.
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Figura 12.- Diametro Hidrodinamico de los nanotransportadores a diferentes
concentraciones de PEG-AgNPs, sin ajustar pH. %=Porcentaje de abundancia.

Complementando el andlisis de estos resultados, observemos en la figura 13 la
distribucién del tamafio hidrodinamico por intensidad de los nanotransportadores
sintetizados a diferentes concentraciones de nanoparticulas de plata; buscamos
distribuciones monomodales, es decir, cien porciento de abundancia para la distribucién
del tamano y diamtros hidrodindmicos préximos a los 200 nm, sin embargo, en todas las
concentraciones probadas vemos distribuciones bimodales y en algunos casos hasta
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trimodal, y variacion del didmetro hidrodinamico . La concentraciéon de 1.48%, en el inciso
e), es la muestra que presenta mayor porcentaje de abundancia de la moda, y el pico de la
campana gaussiana tiene su maximo en 186 nm.
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Figura 13.-Grdficos de distribucion de tamafios por intensidad de los
nanotransportadores sintetizados a diferentes concentraciones de PEG-AgNPs,
sin ajustar pH. a) 2.84%; b) 2,49%; c) 2.15% d) 1.80%; e) 1.48%; f) 0.79%; g)
0.45%; h) 0.10%;
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En la Figura 14 se presentan los resultados de las muestras a las que se les ajusté el pH a
9.0£0,2. Se alcanzd cien por ciento de abundancia para la concentracion de 1.48% de PEG-
AgNPs y un tamafio de 156.916.1.
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Figura 14.- Diametro Hidrodinamico de los nanotransportadores a diferentes
concentraciones de PEG-AgNPs, con ajuste de pH a 9,0+0,2; %=Porcentaje de
abundancia.

Al ajustar el pH del medio en donde se encuentran los nanotransportadores, observamos
gue se logra obtener una distribucién monomodal del tamafio hidrodindmico en algunas
de las concentraciones trabajadas en el disefio de experimentos. La figura 15 muestra los
graficos de distribucion de tamafios por intensidad de los nanotransportadores
sintetizados a diferentes concentraciones de PEG-AgNPs, con ajuste de pH a 9,0+0,2;
observamos que para las concentraciones de 1.48% y 0.1% el pH afecta a los
nanotransportadores de manera que se consigue mayor estabilidad de los mismos, con
diametros hidrodindmicos dentro de los criterios que se requieren para su posterior
vectorizacion.
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Figura 15.- Grdficos de distribucion de tamarfios por intensidad de los
nanotransportadores sintetizados a diferentes concentraciones de PEG-AgNPs,
con ajuste de pH a 9,040,2. a) 2.84%; b) 2,49%; c) 2.15%;d) 1.80%; e) 1.48 %; f)

0.79%; g) 0.45%; h) 0.10%
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5.3 Estudio de estabilidad de los nanotransportadores

Una vez obtenidos estos resultados, se trabajoé con la concentraciéon de 1,48% de AgNPs
en PEG, a diferentes tiempos de maduracién, con ajuste y sin ajuste de pH. Se prepararon
muestras que se dejaron madurar a tiempos de 24, 48 y 72 horas y se ajusto el pH del
medio a 910,1. El tiempo cero “0” representa a las muestras que no fueron maduradas, las
muestras se prepararon por triplicado. Las muestras que fueron sintetizadas sin ajustar el
pH presentaron tamafios hidrodindmicos menores a 200 nm; sin embargo, el porcentaje
de distribucidon de estos tamafios fue menor al 90%, como se observa en la figura 16, es
decir, se obtuvieron graficas bimodales e incluso multimodales lo que no es favorable para
nuestros estudios de estabilidad ya que obtenemos una diversidad de tamafios de
nanotransportadores. El valor presentado en la figura 16 corresponde al modo de
distribucién de menor tamafio y de mayor abundancia entre los nanotransportadores a los
diferentes tiempos de maduracién.
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Figura 16.- Diametro Hidrodindmico de los Nanotransportadores de AgNPS a
diferentes tiempos de maduracion, sin ajuste de pH; %=Intensidad.

La tabla 12 nos muestra los tamafios hidrodinamicos caracterizados por dispersién de luz
dindmica de los NTs de AgNPs cuando no ajustamos el pH de la sintesis. De esta forma se
puede observar que sin ajustar las condiciones de sintesis obtenemos particulas muy
pequefias menores a los 10 nm y al mismo tiempo aglomerados del orden micrométrico,
lo que nos lleva a deducir que los NTs no son estables a estas condiciones de sintesis.
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Tabla 12.- Diametro Hidrodinadmico de los Nanotransportadores de AgNPs, a
diferentes tiempos de maduracion, sin ajustar pH.

t (h) Pdl pico 1 pico 2 pico 3
1 - 0,641+0,050 123,1+3,4 6,310,1 4614,0+417,8
2 - 0,65210,006 157,2+2,9 5,810,1 1228,0+2126,9
3 - 0,705+0,011 117,7+4,9 5,910,0 4746 £458
4 24 0,559+0,004 106,517,6 12,245,683 2,8+2,6
5 24 0,633+0,015 104,68,8 9,613,240 1669 +2886
6 24 0,570%0,028 123,145,5 12,745,123 169042919
7 48 0,599+0,042 109,419,4 7,0£0,7 173812996
8 48 0,554+0,038 105,16,7 9,611,5 179443103
9 48 0,631+0,389 115,2+18,9 7,210,6 3341+2893
10 72 0,608+0,047 121,6+8,0 7,5t1,4 1,0+£1,8
11 72 0,546+0,031 109,1+3,7 9,3+0,8 0
12 72 0,559+0,005 110,0+7,1 7,9+1,8 7,0+9,6

En la Figura 17 podemos observar el comportamiento del tamafio hidrodindmico de los
nanotransportadores de AgNPs a diferentes tiempos de maduracién, ademas vemos que a
mayor tiempo de maduracidén obtenemos mejor estabilidad y tamafios préximos a los 200
nm, con un 100% en un solo modo de distribucion.
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Figura 17.- Diametro Hidrodinamico de los Nanotransportadores de AgNPS a
diferentes tiempos de maduracion, con ajuste a pH 9,010,1; %=Intensidad.




En la grafica se indica como diametro hidrodindmico el promedio del valor maximo en la

campana de distribucién del modo de distribucidn correspondiente a cada experimento.

Es decir que los que tienen menores valores porcentuales indican que tienen otros modos

mayores o menores de distribucidon de nanotransportadores. Por lo que para un tiempo de

72h de maduracion se conserva un solo modo de distribucion.

En la Tabla 13 vemos como al ajustar las muestras a distintos pH éstas mantienen

diametros hidrodindmicos que oscilan muy cercanamente a los 200 nm. El 100% de

abundancia de tamano se obtiene a un tiempo de maduracién de 72 horas, con

comportamiento monomodal del diametro hidrodindmico de los NTs.

Tabla 13.- Diametro Hidrodindmico de los Nanotransportadores de AgNPs, a

diferentes tiempos de maduracion, con ajuste de pH.

t (h) pH Pdl pico 1 pico 2 pico 3
1 - 8,928 0,527+0,054 132,945,4 6,2+0,2 178943098
2 - 8,956 0,578+0,002 137,1+11,8 6,1+0,6 178013069
3 - 8,961 0,519+0,013 139,5+3,9 5,7+0,3 0
4 24 9,027 0,221+0,007 199,9+43,5 0 0
5 24 8,935 0,326%0,051 168,2+0,7 159442749 1,5+2,7
6 24 8,923 0,553+0,040 116,745,8 7,0+0,9 1751,4+3020
7 48 9,099 0,469+0,030 175,0+11,0 15,819,2 8,6110,8
8 48 8,912 0,504+0,007 174,5+9,2 8,61£2,6 17,2+11,9
9 48 8,967 0,446+0,008 168,816,6 330712871 1462+2532
10 72 8,907 0,190+0,012 205,213,5 0 0
11 72 8,969 0,225+0,003 182,916,6 0 0
12 72 8,938 0,163+0,024 197,8+4,7 0 0

La tabla 14 nos muestra que esta variable (Potencial Z) se ve afectada por el pH, con estos

datos podremos continuar los estudios de bioconjugacién del nanotransportador y evaluar

a qué pH se da la mejor interaccion con la proteina (tres réplicas de la determinacion).

Tabla 14.- Potencial Z de los Nanotransportadores de AgNPS, a 72 h de
maduracion, con y sin ajustae de pH.

t (h) pH ZP (mV)

1 72 - -11,4+2,0
72 8,911 -28,2+1,0

> 72 - -6,0+0,9
72 9,024 -25,210,1

72 - -5,210,4

2 72 8,98 -18,5+0,7
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También los nanotransportadores con 72 horas de maduracién fueron sometidos a ajustes
de pH en el rango de 2 a 11, para evaluar el efecto de esta variable sobre el diametro

hidrodindmico y el potencial Z (Tabla 15).

Tabla 15.- Potencial Z de los Nanotransportadores de AgNPS, a 72 h de

maduracion, con ajuste de pH.

%PEG- H P Conductividad

AgNPs i (mV) (mS/cm)
2,307 -12,2 2,94
4,685 - 0,0569
4,958 -19,4 0,089

1,48 5,305 -20 0,054

6,956 -20,7 0,0603
7,739 -24,3 0,0609
10,200 -25,4 0,233

Como veiamos anteriormente, la estabilidad de estos nanovehiculos se ve mejorada a un
pH de 9, donde teniamos distribucién de tamafio de una sola moda a las 72 horas de
almacenamiento; sin embargo, al evaluar el potencial Z a este pH observamos que estos
poseen carga negativa muy alta lo que no nos favorece para la sintesis del bioconjugado.
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Figura 18.- Grdfico del Potencial Z en funcion del pH, para los

nanotransportadores de AGNPs
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Los datos de la tabla 15 se graficaron para poder observar el comportamiento de la
funcidon formada por el Potencial Z de los nanotransportadores y el pH de los mismos
(Figura 18). El potencial Z para los nanotransportadores de AgNPS es negativo en todo el
rango de pH estudiado y aumenta en su magnitud de carga a medida que aumenta el pH.
Con esta informacién, ahora corresponde estudiar el comportamiento del potencial Z de
la proteina a diferentes condiciones de pH, esperando obtener cargas positivas en algun
rango de pH para realizar la bioconjugacién por atraccion de cargas.

5.4 Purificacidén y caracterizacion de la proteina de soya
Se realizé la cuantificacién de Proteinas Totales de cada etapa del proceso de purificacion
de la lectina de soya (Glycine max) por el Método de Lowry, como ya se menciond
anteriormente, obteniéndose los resultados de la tabla 16. Se pudo corroborar la
presencia de proteinas, por el tipo de solvente utilizado en el proceso (soluciones salinas)
obtuvimos proteinas globulares, en cada etapa del proceso de purificacion. Estos datos
son muy importantes ya que nos ayudaron a determinar la concentracién aproximada de
proteinas para el cdlculo de las dosis que se aplicaron en los estudios de viabilidad celular.

Tabla 16.- Contenido de Proteinas totales por el Método de Lowry, en las
diferentes etapas del proceso.

Contenido Volumen Cantidad Cantidad
de obtenido obtenida obtenida
Extracto Proteinas del del proceso del proceso
(mg/ml) proceso (mg) (mg/10 g harina
(ml) desgrasada)
Sol?renadante—Extracto 737 50 368,5 2911
salino
Sobrenadante, 40%
! 202 1212
(NH4)2504 205 40 0
Pellet disuelto dializado, 80%
! 2 2 1
(NH4)2504 ,54 30 76, 914,4
Cromatografia de afinidad 2,72 32 87,04 696,32

Se tomaron muestras de cada extracto y se analizaron en un gel de electroforesis SDS-
PAGE (10%), las cuales se corrieron junto a controles de SBA pura para comparar las
bandas de corrida y poder certificar la presencia de aglutinina de soya en las muestras.

Esta previamente definido que las subunidades de la SBA de Glycine max migran a una
distancia equivalente a 30 Da(Lotan, Siegelman, Lis, & Sharon, 1974). Confirmacion que se
hace por comparacién con el marcador de peso molecular y el control positivo.
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5.4.1 Electroforesis
El gel de electroforesis nos muestra la separacidon electroforética de las proteinas
presentes en las muestras de los extractos obtenidos durante el proceso de purificacion
(Figura 19).
Los dializados contienen proteinas con pesos moleculares menores a los 90 kDa, y en cada
uno de ellos se puede observar la banda de la SBA, en un tamafo aproximado de 30 kDa.

En la muestra T1, que es la fraccion 7 de la cromatografia de afinidad, no se puede
percibir la presencia de alguna proteina, esto puede ser debido a:
1) Que la SBA no se haya ligado a la N-acetil galactosamina de la matriz de afinidad,
2) Que la solucién de galactosa que se utilizé para separar la SBA de la matriz no tenia
la suficiente concentracién para competir con el ligando de la matriz.
3) Que algun parametro de la cromatografia (como el flujo de la fase mévil) haya
afectado a la elucidn d ela SBA.
La muestra T2, fraccién 3, es de las primeras fracciones antes de agregar la solucién de
galactosa para eluir la SBA. En este carril, podemos observar la presencia de nuestra
proteina de interés junto con algunas otras proteinas que poseen menor intensidad de las
bandas en comparacién de los dializados (antes de la cromatografia).

MW D1 D2 D3I T T2 Cully) ctrf)

Fraccion 3: T2 Fraccion 7: T1

97 000 Da =—

84 000 DA e

66 000 D0 e

55000 D0 e

45000 DO e

36 000 DO emmmme

29000 DY e
24 000 Do em——

Figura 19.- Gel de electroforesis. MW= marcador de peso molecualar; D1, D2, D3,
D4, D5= muestras de dializados después del salting out; T1, T2= fracciones 7 y 3,
respectivamente, de la cromatografia de afinidad; Ctrl(+)= SBA pura (Sigma-
Aldrich); Ctri(-)= Albuimina de Suero Bovino. Da= Daltons. A la izquierda:
cromatograma de la elucién de la SBA.
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5.5 Bioconjugacion
Para desarrollar la bioconjugacién por atraccién de cargas, se evalud la influencia del pH
sobre el potencial Z de la aglutinina de soya (SBA) y de la proteina purificada parcialmente
(T2). Debido a que el bioconjugado se debe trabajar a pH cercanos al fisioldgico, se estudié
la variacion del potencial Z en un rango de pH de 4 a 8. En la tabla 17 vemos los resultados
obtenidos para la aglutinina de soya, en donde el potencial Z se ve afectado
proporcionalmente al pH (figura 20). En la SBA comercial predominan las cargas negativas
en todo el rango estudiado. Cabe mencionar que esta proteina fue resuspendida en PBS v,
por este motivo, al realizar las mediciones vemos que la conductividad de la muestra es
muy alta; para estudios futuros se sugiere probar otros medios de disolucién para la
bioconjugacion.
Tabla 17.- Potencial Z de la Aglutinina de Soya (SBA) disuelta en PBS (pH 7.4) a
diferentes condiciones de pH.
yAY Conductividad

ph

[mV] [mS/cm]
4,185 -1,53 18,1
4,819 -2,7 17,3
6,124 -3,04 19,3
7,089 -3,33 21,7
7,819 -4,1 20,4
4
2
® Proteina
0
0 2 10 ® SBA
5 -2
£
R4
-6
-8
-10
pH

Figura 20.- Grdfico del Potencial Z en funcién del pH, para la aglutinina de Soya y
la proteina extraida.
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La tabla 18 nos muestra los resultados obtenidos para la muestra purificada (T2), en
donde el potencial Z se ve afectado proporcionalmente al pH (figura 20). La SBA purificada
parcialmente presenta cargas positivas predominantes cuando el pH es menor,
aproximadamente, a 4.5. Las cargas negativas son superiores en cuanto tenemos pH
mayor a 4.5 (figura 20). Esta muestra fue, también, resuspendida en PBS, es por esta razén
que también posee muy alta conductividad.

Tabla 18.- Potencial Z de la muestra purificada (T2) disuelta en PBS (pH 7.4) a
diferentes condiciones de pH.

ZP Conductividad

PH [mV] [mS/cm]
4,063 3,03 18,6
4,950 -5,11 19,1
6,022 -7,56 19,1
7,088 -8,76 19,2
8,098 -9,2 19,1

Los nanotransportadores estudiados en el anterior apartado para su almacenamiento,
presentan una estabilidad mejorada a pH 9, sin embargo, se cambid este pH al momento
de ser funcionalizados debido a que las proteinas tienen cargas positivas predominantes a
mas bajo pH, para que puedan unirse por atraccién de cargas.

5.5.1 Estudios de Citotoxicidad

En la figura 21 se puede observar que, a las 24 h, las células MDA-MB-231 mostraron una
viabilidad del 100% para el control negativo, en donde se colocaron células con medio de
cultivo sin tratamiento (Cel+Medio); mientras que el control positivo (Taxol 0.25 pg/mL)
mostré una viabilidad cercana al 40 %; por su parte, el ensayo con SBA 2.0 uM no
evidencio un efecto citotoxico en ésta linea celular, obteniéndose un 100 % de viabilidad.
Las proteinas aisladas del frijol de soya, por su parte, mostraron una ligera disminucién de
la viabilidad celular, la cual tuvo un valor cercano al 80%.
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Figura 21.- Viabilidad celular determinada por MTT tras 24 h de tratamiento.

Por otro lado, los tratamientos con nanotransportadores (NT’s-D1-D3) permitieron
observar una ligera disminucién de la viabilidad celular, exclusivamente para las dosis D1y
D2, las cuales, permitieron obtener una viabilidad cercana al 95%, sin embargo, es
importante resaltar que la desviacidn de la dosis D2 podria indicar que no hay cambio en
la viabilidad celular respecto al control negativo, mientras que la dosis D3, no indujo
cambios en la viabilidad celular.

Por su parte, el bioconjugado con la SBA comercial permitid obtener resultados
sobresalientes, en donde, una dosis de 1.0 uM SBA (menor a la evaluada como control)
mas la dosis D1 de los nanotransportadores (NT’s-D1), que por separado mostraron un
efecto practicamente nulo sobre la viabilidad celular, en conjunto (Bio+SBA-D1),
permitieron obtener una viabilidad cercana al 45%, este resultado permite evidenciar que
la bioconjugaciéon del nanotransportador con la SBA potencia la actividad citotdxica de las
AgNPs contenidas en el nanotransportador, probablemente al facilitar la entrada de las
mismas al interior de la célula.
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Por su parte, las dosis Bio+SBA-D2 y Bio+SBA-D3, no mostraron cambios significativos en la
viabilidad celular con respecto a los ensayos NTs-D2 y NTs-D3. Finalmente, la
bioconjugacion con la proteina (Bio+Prot-D1-D3) también mejord la actividad de los
nanotransportadores, sin embargo, la actividad citotdxica observada se encuentra dentro
del nivel de actividad citotdxica de la proteina, como se vio en el control correspondiente,
lo cual no permite concluir respecto a las posibles mejoras en la actividad del
bioconjugado con la proteina aislada para las 24 h de tratamiento.

El ensayo de viabilidad para 72 h de tratamiento (Figura 22) permitié observar que el
tratamiento con taxol indujo una disminucién mayor de la viabilidad celular, con respecto
a las 24 h de tratamiento, obteniéndose una viabilidad cercana al 20%. Por su parte, la
SBA mostrd citotoxicidad para las 72 h de tratamiento, obteniéndose una viabilidad
celular cercana al 85%, la cual difiere del tratamiento a 24 h (100% de viabilidad). Las
proteinas aisladas en el laboratorio no mostraron cambios significativos en su
citotoxicidad entre las 24 y 72 h de tratamiento.

Por su parte, los nanotransportadores tampoco mostraron cambios en su citotoxicidad a
las 72 h de tratamiento, respecto a las 24 h. El bioconjugado con SBA (Bio+SBA-D1-D3) no
mostré cambios significativos entre las 24 y las 72 h de tratamiento; mientras que el
bioconjugado con proteinas vio potenciada su actividad a las 72 h de tratamiento,
particularmente en la dosis D1 (Bio+Prot-D1), donde la viabilidad celular alcanzé valores
inferiores al 60%, para las 72 h, la cual es muy similar a la viabilidad celular obtenida para
el bioconjugado con SBA comercial para la misma dosis de plata (Bio+SBA-D1).
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Figura 22.- Viabilidad celular determinada por MTT tras 72 h de tratamiento.

Los resultados obtenidos permiten observar que la bioconjugacién de los
nanotransportadores con la SBA comercial y con la proteina aislada del frijol de soya
mejora la actividad citotdxica del nanotransportador, permitiendo una mayor disminucién
de la viabilidad celular cuando éste se encuentra bioconjugado. A pesar de que el aislado
proteico muestra citotoxicidad, lo cual es un efecto deseable para el bioconjugado, es
importante que en futuros ensayos se trabaje sobre la purificacién completa de la SBA del
frijol de soya en el laboratorio, debido a la selectividad que se busca obtener en el sistema
bioconjugado, sin embargo, también seria recomendable evaluar el desempefio del
bioconjugado con el aislado proteico (Bio+Prot) In vivo.
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6 Conclusiones

Se sintetizaron nanoparticulas de plata por el método del poliol, a una temperatura de
70°C y 120 minutos de sintesis, que presentan plasmon superficial entre 423 y 428 nm.

La reaccidon de éxido-reduccién que se da para pasivar la plata idnica provoca la oxidacién
del polietilenglicol (PEG), dejando un polimero con grupos funcionales carbonilo de
aldehido y, también, grupos carboxilicos.

Se logré sintetizar nanotransportadores de AgNPs, a una concentracion de 1.48 % de
AgNPs en agua desionizada, por autoensamble, pH a 9 y 72 h de reposo, consiguiendo
distribucién monomodal y didmetro medio de 182,946,6 nm.

Se logrd extraer aglutinina de soya a partir del frijol de soya (Glycine max), pero con
algunas impurificaciones de otras proteinas como se pudo observar en el gel de
electroforesis, en donde, para las muestras de la fraccion T2 de la cromatografia de
afinidad se presenta la banda de SBA, comparada con el control positivo, especificamente
de sus subunidades, a un peso molecular aproximado de 30 000 Da.

La bioconjugacion, de los nanotransportadores de AgNPs con la SBA comercial y la
muestra extraida por cromatografia de afinidad se desarrollé6 en condiciones de
temperatura de 9°C, agitacién de 150 rpm, por un tiempo de 8 horas y pH de 5.8.

Se evalud la toxicidad del nanotransportador de AgNPs bioconjugado, con SBA comercial y
SBA purificada, en ensayos In vitro. Las dosis D1 de 59.30 uM de ambos bioconjugados
muestran efectos citotdxicos en las células utilizadas (MDA-MB-231), siendo mayor la del
bioconjugado con la SBA comercial. Por lo tanto, la bioconjugacién de los
nanotransportadores con la SBA comercial y con la proteina aislada del frijol de soya
mejora la actividad citotdxica del nanotransportador, permitiendo una mayor disminucion
de la viabilidad celular cuando éste se encuentra bioconjugado.
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7 Recomendaciones

Es necesario mejorar la técnica de purificacidon de la proteina, o utilizar otro método para
conseguir el mayor porcentaje de pureza de la SBA.

Se recomienda evaluar diferentes condiciones de pH para la bioconjugacién de los
nanotransportadores de AgNPs con la proteina. De esta manera determinar la efectividad

de bioconjugacion.

Realizar estudios In vitro del bioconjugado con la proteina purificada en células normales y
en lineas celulares de cancer de mama.

Ademas, continuar la investigacidn del bioconjugado en estudios In vivo.
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