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Resumen

La nanotecnologia ha desarrollado herramientas de relevancia biomédica mediante
la sintesis de nanomateriales con caracteristicas especificas que les confieren propiedades
muy especificas. En especial, las nanoparticulas de plata (AgNPs) destacan por sus
excelentes propiedades antimicrobianas y en los Gltimos afios se ha investigado su
potencial como agente anticancerigeno. No obstante, los métodos tradicionales para la
sintesis de nanoparticulas confieren un caracter citotoxico al producto, cuyo efecto en
aplicaciones biomédicas, no discrimina células sanas. Con el fin de producir
nanoparticulas mas biocompatibles se han desarrollado métodos de sintesis limpios, los

cuales se basan en la reduccion de metales por métodos libres de precursores tdxicos.

Las formulaciones comerciales conocidas como Argovit®, consisten en AgNPs derivadas
de sintesis limpia y estabilizadas con polivinilpirrolidona. En estudios previos, algunas
formulaciones de Argovit® han mostrado efectos antiproliferativos en distintas lineas
tumorales. Ademas, su uso en dispositivos médicos con aplicaciones veterinarias y
humanas esta aprobado en paises de la ex Union Soviética. Por lo anterior, en el presente
trabajo se investigd el potencial antiproliferativo, la via de muerte celular y la generacion
de especies reactivas de oxigeno de cinco formulaciones de Argovit® en la linea celular
HCT-15 de cancer de colon. Asi mismo se examind su citotoxicidad en cultivos primarios

de células de sistema inmune de ratones BALB/c.

Las formulaciones de Argovit® exhibieron un efecto antiproliferativo e indujeron
apoptosis en cultivos de células HCT-15. Sin embargo, esta muerte celular no fue
directamente promovida por la generacion de ROS. Se encontrd una gran cantidad de
restos celulares en los tratamientos con la concentracion mas alta de AgNPs. Aunado a
esto, la diferencia en el efecto antiproliferativo registrado por citometria y los conteos
celulares, sugieren la posible induccién de autofagia como un mecanismo de muerte

celular adicional.

Los tratamientos de mayor accion antiproliferativa en la linea tumoral resultaron en una
ligera citotoxicidad en el modelo de células sanas. Es necesario evaluar la citotoxicidad

en modelos méas complejos para confirmar la selectividad.
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1. Introduccidon

La nanotecnologia contribuye al tratamiento de diversas enfermedades mediante el
disefio de herramientas capaces de atravesar barreras biologicas y actuar como agentes
terapéuticos de forma directa. Un ejemplo de estas herramientas son los aglomerados de
atomos o moléculas, con longitud menor que 100 nm en sus tres dimensiones,
denominadas nanoparticulas [1, 2]. Estos materiales poseen caracteristicas atractivas
como su gran area superficial, propiedades Opticas distintas a las que presenta el material
en bulto, relativa facilidad para su sintesis con tamarfio y forma modificables, asi como la

posibilidad de funcionalizar o recubrir sus superficies [3].

Desde la antigliedad la plata ha sido utilizada como antibiético y hoy en dia su forma
nanoestructurada o coloidal ha encontrado muchas mas aplicaciones en la medicina. Las
nanoparticulas de plata (AgNPs) poseen excelentes propiedades antimicrobianas, con
efectividad comprobada contra bacterias, hongos y virus resistentes a multiples farmacos
[4]. Ademaés, en los ultimos afios se ha incrementado el interés en el estudio de su
actividad antiproliferativa contra diferentes tipos de cancer. Sin embargo, su aplicacion
biomédica se ha visto limitada porque, a pesar de sus atractivas propiedades los métodos
empleados para la sintesis de AgNPs confieren toxicidad inherente al producto final [3].
En este sentido, existen alternativas para la produccién de nanomateriales con mayor
biocompatibilidad con sintesis mas limpias, asi como la aplicacion de recubrimientos de

superficie [5].

El cancer es una enfermedad multifacética, extremadamente variable en su aparicion
y desarrollo, caracterizada por el crecimiento y division celular descontrolados. Es
causado por una combinacion compleja de factores genéticos, fisiologicos y ambientales.
Las células cancerosas son autosuficientes en términos de sefiales de crecimiento y si el
sistema inmune no logra controlar este crecimiento desmedido, la enfermedad progresa

con la aparicién de tumores y posteriormente se produce metastasis [6].

El cancer de colon es un problema significativo alrededor el mundo, pues es el tercer tipo
de cancer mas comun y se estima que 700 mil personas mueren al afio a causa de esta
enfermedad. El cancer es la tercera causa de muerte en Meéxico después de

complicaciones de la diabetes mellitus y enfermedades cardiovasculares. También, de



acuerdo con estadisticas la Organizacion Mundial de la Salud, en 2018 el cancer de colon

registro ser el tercer tipo de cAncer mas comun en México [7, 8].

En conjunto con el recto, el colon conforma el intestino grueso, cuya pared se compone
de cuatro capas. La capa llamada mucosa, es el revestimiento interno del tracto y esta
unida a una capa de tejido fibroso Ilamada submucosa. Posterior a la submucosa se
encuentra una capa muscular gruesa denominada muscularis y todo el tubo esta rodeado
finalmente por una capa de tejido conectivo llamada serosa, que cubre la mayor parte del
colon pero no el recto [9]. Antes de originarse el cancer de colon, usualmente ocurre un
crecimiento de tejido desde la mucosa hacia la luz intestinal, llamado pélipo. Estos
tumores benignos (adenoma) son producidos por defectos en la proliferacion celular,
diferenciacion o apoptosis en las células de esta capa. EI 95% de los canceres de colon
son adenocarcinomas y surgen de polipos que tienen potencial de transformaciéon a

tumores malignos [10-12].

Los tratamientos convencionales para el cancer de colon tienen una efectividad limitada
y producen diversos efectos secundarios. Ademas, el cancer de colon puede reaparecer
aun cuando el tejido canceroso haya sido eliminado por completo durante una cirugia
inicial [13, 14]. Un tratamiento adyuvante posterior a la cirugia, cuyo propo6sito es destruir

células cancerosas remanentes, es la quimioterapia.

La quimioterapia consiste en la administracion de medicamentos directamente en el
torrente sanguineo, o por via oral, los cuales alcanzan todas las areas del cuerpo [11]. El
farmaco mas comun para el tratamiento de cancer de colon es el 5-fluorouracilo (5-FU),
sin embargo este posee un tiempo de vida media muy corto (20 min) y una amplia
distribucién hacia tejidos sanos. Ademas, debido a su alta citotoxicidad en células no
tumorales, produce graves efectos secundarios como mucositis, diarrea, alteracion de la
microbiota intestinal, adelgazamiento del cabello, deficiencia severa de médula dsea,
alteracion hematoldgica y reacciones cutaneas [15-18]. Otros farmacos comunes son el
oxaliplatino, cuyo tratamiento estd limitado debido a sus efectos secundarios
neurotoxicos, y el farmaco irinotecan. Sin embargo, cuando estos farmacos son
empleados como monoterapia, la tasa general de respuesta favorable de los pacientes con

cancer de colon es de menos del 40% [19, 20].

En general, no existe un modelo de tratamiento definitivo a seguir y que sea totalmente

efectivo. Por ejemplo, en el tratamiento inicial de cancer colorrectal mestastasico se usan



varias combinaciones de protocolos de quimioterapia, las cuales comprenden al menos
dos de los tres medicamentos comunes mencionados previamente [14]. Es por ello que
en los Ultimos afios se han examinado alternativas, entre ellas la incorporacion de
nanoparticulas al tratamiento de cancer. Actualmente se desarrollan nanoparticulas de
plata con nuevas formulaciones con el objetivo de disminuir su toxicidad sobre las células

sanas e incrementar a su vez, el efecto antiproliferativo en células cancerosas [21-24].

Entre las principales ventajas de usar AgQNPs como agentes terapéuticos contra el
cancer destacan su reactividad quimica comparablemente baja, su capacidad de lograr
accion sinérgica en conjunto con pequefios volimenes de farmacos, asi como en conjunto
con quimioterapia [24]. Al mismo tiempo, una de las principales rutas de exposicion a
nanoparticulas es la ingestion. Se estima que la persona promedio en paises desarrollados
es expuesta a 101>-10 particulas finas (0.1-1 um) a ultra finas (<100 nm) cada dia [25].
Por ello, el uso de un modelo de cancer de colon resulta ademas relevante para estudiar

cémo influye la funcidn intestinal (absorcién) en la respuesta celular a las AgNPs.

En el presente trabajo se evaluo la actividad antiproliferativa de las nanoparticulas
de plata Argovit® en la linea tumoral HCT-15 correspondiente a cancer de colon. La
preparacion comercial de nanoparticulas de plata Argovit® posee actividad
antimicrobiana, asi como efectos antivirales y antiinflamatorios aparentes [26]. Asi
mismo el uso de Argovit® estd aprobado en Rusia para dispositivos médicos con
aplicaciones veterinarias y humanas [27-30]. Por ello, con el objetivo de valorar su
posible aplicacion médica como agente anticancerigeno, fue preciso examinar los
mecanismos de muerte celular inducidos y la generacion de especies reactivas de oxigeno
(ROS). Ademas, para vincular los efectos observados en el modelo tumoral con las
propiedades fisicoquimicas del nanomaterial, se caracterizaron las AgNPs por medio de
dispersion dinamica de luz (DLS), microscopia electronica de transmision (TEM) y
espectroscopia ultravioleta-visible (UV-Vis). Finalmente se estudié la toxicidad de las
nanoparticulas de plata en un modelo celular sano, para lo cual se emplearon cultivos

primarios de linfocitos y monocitos de bazo de ratones BALBI/c.



2. Antecedentes

Distintos autores reportan actividad antiproliferativa propia de las nanoparticulas
frente a diferentes lineas tumorales. Buttacavoli et al. reportan el uso de AgNPs obtenidas
de Klebsiella oxytoca en la linea celular SKBR3 de cancer de mama. Tras la exposicion,
encontraron que la muerte celular ocurre principalmente por apoptosis y autofagia

inducida por especies reactivas de oxigeno (ROS) [31].

Verano Braga et al. evaluaron la actividad antiproliferativa de las nanoparticulas
comerciales NanoXact™ con recubrimiento de citrato, de 20 y 100 nm de didmetro, en la
linea tumoral LoVo correspondiente a carcinoma de colon humano. A partir de los
resultados encontraron que las nanoparticulas de menor tamafio generan una mayor
concentracion de ROS intracelular [32]. Por otra parte, Sahu et al. evaluaron las
nanoparticulas comerciales Biopure® de 20 nm en la linea celular Caco2 de
adenocarcinoma colorrectal humano y observaron que, en ausencia de estrés oxidativo,
existe una mayor citotoxicidad debido a dafios en el ADN y lesiones mitocondriales [4].
Juarez-Moreno et al. analizaron la citotoxicidad de las nanoparticulas Argovit® con
recubrimiento de polivinilpirrolidona en diferentes lineas tumorales, entre ellas la DLD-
1y HT-29 de carcinoma colorrectal humano. En estos estudios se encontré un efecto
citotoxico mediado por ROS dependiente del tiempo y la dosis [33]. El efecto de estas y

otras formulaciones en lineas tumorales, se resume en la Tabla 1.

Tabla 1. Efecto de distintas formulaciones de AgNPs en lineas tumorales.
AgNPs T?;nn?? ° [AgNPs] Linea tumoral Mecanismo de accién | Ref.
Obtenidas  de | NA NA SKBR3. Céncer | Apoptosis y autofagia
Klebsiella de mama. inducida por ROS 31
oxytoca
NanoXactTM®. | 20y 100 | 0.02 LoVo. Carcinoma | AgNPs de 20nm
Recubrimiento mg/mL de colon. generaron mas ROS que
de citrato. las de 100nm, las cuales | 32
no pueden ingresar a la
célula.

BioPure® 20 1 mg/mL | Caco2. Aumento de la

estabilizadas Adenocarcinoma | citotoxicidad, dafio al

con citrato colorrectal ADN y lesiones 4
mitocondriales, en
ausencia  de  estrés
oxidativo




Sintesis con | 20 NA HTC116. Apoptosis inducida por
extracto de Carcinoma las AgNPs fue un proceso
plantas colorrectal. dependiente de p53, que 34
involucra la produccion
de ROS y cascadas de
JNK.
Argovit® 35+15 |12mg/mL | DLD-1, HT-29. | Efecto citotoxico
Recubrimiento Carcinoma mediado  por  ROS, 33
de PVP colorrectal dependiente del tiempo y
la dosis.
Sintesis con | 6 NA HCT116, HT-29. | Dafio mitocondrial y en
naringenina . Carcinoma ADN mediado por ROS, 35
colorrectal gue condujeron a la
muerte celular.
20, 30 y | 1 mg/mL | Caco2. Las NPs fueron
60 Adenocarcinoma | absorbidas y disueltas
colorrectal intracelularmente.
Respuestas celulares
BioPure® inducidas por iones Ag*
Estabilizadas liberados de las NPs.| 25
con citrato Citotoxicidad
dependiente del tiempo y
concentracién, pero no
del tamafio.
Estrés oxidativo.

3. Marco teédrico

3.1. Microscopia Electronica de Transmision (TEM)

Historicamente, ante la limitada resolucion de imagen que ofrecen los microscopios
Opticos, la cual esta impuesta por la longitud de onda de la luz visible, se desarrollaron
los microscopios electrénicos. EI microscopio electronico de transmision (TEM por sus
siglas en inglés) permite visualizar componentes de muestras cuyas dimensiones son
menores a 100 nm, i.e. nanoestructuras [36]. EI mecanismo de obtencion de imagenes de

un TEM esta compuesto de distintos elementos, como se ilustra en la Figura 1.

El cafion de electrones genera el haz de electrones, que puede ser enfocado por medio de
aperturas metalicas y lentes electromagnéticas al interior de la columna. Debido a la
dualidad onda-particula de los electrones, estos pueden ser desviados por campos
magnéticos o eléctricos para lograr el enfoque del haz [37]. De este modo los electrones
son dirigidos hacia la muestra, la cual se ubica sobre el portamuestras, también llamada

rejilla de TEM. Esta consiste en un marco metalico con una pelicula a base de carbono y



se encuentra montada en un brazo mecanico para controlar la posicion y sujetar la muestra

[37].

El anélisis por TEM requiere que las muestras sean lo bastante delgadas para que una
cantidad suficiente de electrones pueda atravesar la muestra y ser transmitida, para
generar una imagen interpretable en un tiempo razonable (Figura 2). Es por ello que,
generalmente, el grosor de la muestra debe estar dentro de los 100 nm. Nanomateriales
1D, como monocapas (grafeno o pozos cuanticos), nanotubos y nanoalambres, puntos
cuanticos y nanoparticulas son lo suficientemente delgados para ser analizados por TEM

sin realizar modificaciones en la preparacion de la muestra [36].

A) Cafidn de electrones B)
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EU DZ Lentes proyectores
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Sistema de registro
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Figura 1. Diagrama A) de los componentes del TEM y B) de rayos para la formacion de imagen
con electrones trasmitidos. Imagen adaptada de Williams et al. [36].

Caracteristicas como la densidad o la composicion de la muestra, influyen en la
transmision de los electrones. Generalmente la intensidad de la sefial de electrones
transmitidos es funcion de la energia del electron y del nimero atomico (Z) promedio en

la muestra [36].

Luego de incidir en la muestra, los electrones transmitidos son enfocados de vuelta y

luego magnificados por un sistema de lentes electromagnéticos ubicados justo después de



la muestra, llamados lentes objetivos (Figura 1). A lo largo del sistema de obtencién de
imagenes, la direccion de emision de los electrones puede ser modificada con lentes

electromagnéticas como condensadores y lentes proyectoras [38].

Al final de su trayecto, los electrones llegan a una pantalla, dispositivo de carga acoplada
(CCD), o placa fotogréafica. Este elemento convierte la intensidad de los electrones a
intensidad de luz. Finalmente la imagen puede ser almacenada de forma digital [37].

A) )
€ \ Hazincidente

retrodispersados
e secundarios

Muestra delgada

e dispersados e dispersados
elasticamente ineldsticamente
Haz directo

B)

Haz incidente
.
retrodispersados e secundarios

Muestra en bulto

Figura 2. Tipos de dispersion de electrones de una muestra A) delgada y B) en bulto. Imagen
adaptada de Williams et al. [36].

3.2. Dispersion de Luz Dinamica (DLS)

Una técnica para estudiar sistemas coloidales es la dispersién dinamica de luz (DLS
por sus siglas en inglés). Una de las principales aplicaciones de esta técnica es la

determinacion del tamafio de nanoparticulas.

En la Figura 3 se muestra un arreglo tipico de la técnica DLS. Un haz de luz
monocromatica atraviesa una solucion que contiene las nanoparticulas y ocurren eventos

de dispersion. Cuando el tamafio de las particulas dispersas es <1/10 de la longitud de



onda de la luz incidente (i.e. A/10), la luz dispersada tendra la misma energia (dispersion
elastica) de la luz incidente, y es independiente del &ngulo (uniforme en todas direcciones)
[39].

[

Correlacionador digital
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dispersada

i
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Detector

Figura 3. Diagrama de técnica DLS. Imagen adaptada de Rdz et al. [40].

Las particulas en solucién se mueven en pequefios patrones aleatorios debido a las
colisiones con moléculas de disolvente que lo rodean (movimiento Browniano). A
temperatura constante las particulas pequefias se difunden a mayor velocidad que
particulas grandes [41]. Sin embargo, con DLS se miden billones de particulas que sufren
difusion aleatoria en una solucion, por lo que sus posiciones con respecto al detector (y
el niumero de fotones detectados) estan cambiando constantemente. Por tal razén,
tendremos una intensidad promedio de luz dispersada que llega al detector, la cual fluctda

sobre escalas de tiempo muy corto (de micro-a nanosegundos).

Tales fluctuaciones dependientes del tiempo se relacionan con la velocidad de
movimiento de las nanoparticulas por medio de una funcion de autocorrelacion. La
funcién de autocorrelacion se analiza ajustando numéricamente los datos mediante

calculos basados en distribuciones de tamafio de particula supuestas [41].

Con el analisis de la fluctuacion dependiente del tiempo se obtiene el coeficiente de
difusion de las particulas. De esta manera, por medio de la relacion Stokes-Einstein, se
puede conocer el diametro de una particula esférica si se conoce la viscosidad de la
solucion. En este sentido, particulas grandes registraran un menor ndmero de

fluctuaciones en un mismo periodo de tiempo, que particulas pequefias [40].
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Esta técnica es especialmente util para estudiar la monodispersidad de nanoparticulas y
determinar pequefios cambios en el diametro medio luego de la adsorcion de
moléculas/capas, cuando se aplica un recubrimiento [40]. Sin embargo, es importante
considerar que una suposicion clave en los célculos de DLS es que las moléculas o
particulas analizadas deben ser esféricas [41]. En otras palabras, el diametro
hidrodindmico (dn) es el diametro de una esfera dura hipotética que se difunde a la misma

velocidad que la particula que se esta midiendo [39].

3.2.1. Potencial zeta (C)

Debido a que no existe una técnica satisfactoria para medir la carga superficial de
nanoparticulas en solucion, una practica comun es medir el potencial zeta (€). En la Figura
4 se muestra una nanoparticula con carga superficial positiva, por lo que iones de carga
opuesta presentes en la solucién son fuertemente adsorbidos. Esta capa de iones opuestos

permanece unida rigidamente y recibe el nombre de capa de Stern.

Doble capa eléctrica

A
O 0 OOCaCa de Capa difusa \
o © 259900 ;
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O o0-Q (T
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PR Bl o
©°%°0 °/ o
O ! ‘ : e e e
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mV

0 Distancia de la superficie de la particula

Figura 4. Potencial z. Adaptado de Park et al. [42].



Fuera de la capa de Stern hay una capa difusa en la que los iones positivos superan a los
iones negativos y equilibran el exceso en la capa de Stern. La composicién de la capa
difusa es dindmica y varia de acuerdo como varios factores, p.e., pH, concentracion y
fuerza idnica [39]. El potencial electrostatico en la superficie de la particulas disminuye
conforme se incrementa la distancia, a travées de la capa de Stern y se aproxima a cero al
final de la capa difusa, donde se encuentra la mayor parte de la solucién. En conjunto, la
capa de Stern y la capa difusa conforman lo que se conoce como doble capa eléctrica.

Estas son importantes para determinar las fuerzas entre las particulas coloidales [43].

Cuando se aplica un campo eléctrico a la suspension, las particulas cargadas se mueven
hacia el electrodo opuesto (electroforesis). Dentro de la capa difusa existe un plano
hipotético que actla como la interface entre las particulas en movimiento y la capa de
dispersante a su alrededor durante la electroforesis. Este plano hipotético es el plano de
deslizamiento caracteristico y el potencial zeta corresponde al potencial en esta interfase
particula-fluido. El potencial zeta se puede medir rastreando la velocidad de una particula

cargada negativa o positivamente que se mueve a través de este campo eléctrico [43].

La relacion entre el potencial zeta y la estabilidad coloidal no es tan clara como es descrita
a menudo. Con frecuencia se afirma que valores de { cercanos a 0 mV corresponden a
suspensiones de particulas inestables, mientras que un valor de +30 proporciona
estabilidad [44].

3.3. Espectroscopia UV-Vis

Cuando se hace incidir un haz de luz (radiacion electromagnética) sobre una
sustancia en disolucion, una fraccion de la luz atraviesa la muestra (se transmite), mientras
que otra fraccion es absorbida. La espectroscopia UV-vis es una técnica empleada para
medir cuanta luz absorbe una muestra en disolucion. Esto se logra midiendo la intensidad

de luz que logra atravesarla, basado en la ley de Beer-Lambert [45].

En atomos y moléculas hay niveles de energia discretos y la diferencia de energia entre
estos niveles es también un valor discreto. Es decir que, para excitar un atomo/molécula
de un estado basal E1 a un estado excitado E2 debe absorber una cantidad especifica de

energia. Generalmente los estados excitados son de corta duracion y los &tomos regresan
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a su estado basal con la emision de energia (E21). La diferencia de energia entre ambos
estados corresponde a una cierta longitud de onda A (o frecuencia) de radiacion
electromagnética y esto dependerd del tipo de transicion. Por ejemplo, en la region
ultravioleta-visible (UV-vis) del espectro electromagnético, ocurren transiciones

electronicas [45].

Cuando un atomo o molécula absorbe radiacion ultravioleta (A = 100-380 nm) o visible
(A = 380-760 nm), la energia de esta radiacion provoca una redistribucién de electrones
de los estados de energia mas bajos, hacia estados de mayor energia. Visto de otra forma,

los 4&tomos y moléculas absorben energia y son desestabilizados temporalmente [46].

Una de las aplicaciones de la espectroscopia UV-vis en la caracterizacion de
nanomateriales es estudiar la resonancia de plasmén superficial localizada. Los
plasmones consisten en oscilaciones colectivas de electrones libres en materiales
metalicos. En nanoparticulas metalicas, estas oscilaciones ocurren en un volumen finito
limitado por las dimensiones de la particula y son promovidas por una cierta frecuencia
de radiacion electromagnética (frecuencia de resonancia) [47]. En este sistema, la
longitud de onda de la luz incidente es mucho mayor que el diametro de las particulas
(d<<)). Cuando los electrones libres de una nanoparticula metélica son promovidos por
el campo eléctrico incidente para oscilar colectivamente a la frecuencia resonante, la luz
es absorbida por la nanoparticula [48] (Figura 5). La intensidad, grosor y ubicacion de la
banda de plasmon en espectro de absorcion dependera de la forma, tamafio y composicion
(elementos quimicos) de la nanoparticula [40, 47].

25
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Figura 5. Espectros de absorcion tedricos de nanoparticulas de plata de viarios didmetros. Imagen
adaptada de Saion et al. [49].
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3.4. Espectroscopia de Fluorescencia

La espectroscopia de fluorescencia o espectrofluorimetria se emplea para analizar la
fluorescencia emitida por una muestra. En la Figura 6 se muestra el diagrama de bloques
de un espectrofluorimetro. La fuente de luz es necesaria para excitar la muestra de interés,
para generar los estados excitados cuya emision queremos observar al explotar la
fotoluminiscencia. Convencionalmente se utiliza una lampara de xen6n como fuente de
luz. Con el monocromador de excitacion M1 se selecciona la longitud de onda de la
fuente, que excitara la muestra. A su vez, el monocromador de emision M2, selecciona la
longitud de onda emitida por la muestra que sera enviada al detector. La fluorescencia es
medida en un angulo de 90° para minimizar la cantidad de luz de excitacion que llega al
detector [50].

_—> —_— ¢ Muestra

Fuente de luz Monocromador
de excitacion

Monocromador
de emisién

Detector

Figura 6. Diagrama Optico simplificado de un espectrofluorimetro. Imagen adaptada de Ceroni
et al. [50].

Para registrar un espectro de emisién, se fija en el monocromador M1 la longitud de onda
que excitara la muestra, Aex, Mmientras que el monocromador M2 examina un intervalo de
longitudes de onda. De esta forma se mide como varia la intensidad de luminiscencia con

la longitud de onda de emision Aem [50].

De manera contraria, para registrar un espectro de excitacion es necesario fijar el
monocromador M2 a una cierta longitud de onda Aem, mientras que el monocromador M1

de excitacion se varia para analizar el intervalo espectral al cual la muestra absorbe [50].
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3.5. Viabilidad Celular: ensayo de exclusién vital con azul tripano

Cuando se estudia la citotoxicidad de una sustancia es necesario medir parametros
celulares que reflejen la viabilidad de una poblacion. Uno de los métodos mas sencillos
es el ensayo de exclusion del colorante vital azul tripano. La membrana celular es
impermeable a este colorante, por lo que solamente puede penetrar en células cuya
membrana ha sufrido rupturas. De esta manera el citoplasma de dichas células se colorea
de azul debido a la union del colorante con proteinas intracelulares [51]. Por medio de
conteos en el microscopio se puede determinar el numero de células vivas, las cuales se
muestran pequefias y redondas, mientras que las células muertas luciran hinchadas y de

color azul oscuro.

3.6. Citometria de Flujo

La citometria de flujo es una técnica empleada para detectar y medir simultdneamente
multiples pardmetros de células individuales en una suspension. Estos parametros abarcan
la granularidad citoplasmica, tamafio celular (propiedades fisicas), contenido de ADN-
ARN, antigenos citoplasmicos, nucleares y de la superficie de la membrana. Los
antigenos de superficie, citoplasmicos y nucleares, se consideran propiedades extrinsecas
de la célula debido a que su deteccion requiere de anticuerpos conjugados con
fluordforos. Por otro lado, las propiedades fisicas de la célula son propiedades intrinsecas
porque no se requieren reactivos exdgenos para su deteccidn. Estos parametros se miden
gracias a los sistemas que componen a un citometro de flujo: el sistema de transporte de

fluidos, el sistema Optico, el sistema electronico y el sistema informatico [52].

El sistema de transporte de fluidos comienza con un area de recepcion de muestras
donde se colocan las microplacas o tubos de ensayo. La suspension celular es transportada
por presion de aire en un sistema de tuberia que conduce a la cdmara de flujo, la cual es
una boquilla conica (Figura 7). En la camara de flujo la muestra esta rodeada por una
corriente de fluido de enfoque libre de células, lo que produce una configuracién de flujo
laminar. El fluido de enfoque exterior obliga las células de la muestra a alinearse en una
sola fila. Posteriormente en la zona de deteccion, el flujo de células se encuentra con un

laser en el punto de intercepcion de la luz y genera una sefial dptica [52, 53].
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Los laseres pueden emitir luz intensa, coherente (ondas de luz paralelas y
unidireccionales), monocromatica (un unico color o longitud de onda), dando como

resultado una baja divergencia y un alto brillo de las sefiales generadas [52].

Muestra
Fluido de (células en suspensién)
enfoque |
@
Enfoque
hidrodinamico
D
L
D Fluorescencia emitida
D por células teiidas
_Fuente de 9
 luz laser ‘/ Luz dispersada en
: D direccion frontal y lateral

Figura 7. Esquema general de funcionamiento de un citémetro de flujo.

Las sefiales 6pticas mas comunes son la dispersion de la luz en angulo hacia adelante (2
a 10 grados) y en angulo recto (Figura 8). La primera es proporcional al tamafio de la
célula, y la segunda se relaciona con las caracteristicas de la célula, como la granularidad

citoplasmica y la configuracién nuclear.

Detector de dispersion lateral
Medicion de la complejidad celular

Detector de dispersion
hacia adelante
Medicion del tamafio de
la célula

Luz del haz
incidente

Figura 8. Relacion entre la dispersion de la luz con el tamafio/estructura de la célula.

Por otro lado, la deteccion de antigenos citoplasmicos, nucleares y de la superficie de la
membrana, asi como el contenido de ARN-ADN, requiere de otro tipo de sefial Optica

distinta: la sefial de fluorescencia. Las sefiales fluorescentes son generadas con
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anticuerpos o moléculas marcadas con fluoréforos que reaccionan de forma especifica
con diferentes antigenos celulares. Para el caso de &cidos nucleicos, estos pueden tefiirse
directamente por la unién con agentes intercalantes, que generan una sefial fluorescente.
Las células etiquetadas con fluoroforos absorben la luz del laser incidente y emiten una

longitud de onda mayor, lo que se denomina fluorescencia [52, 53].

Una serie de dispositivos oOpticos son utilizados para dirigir la luz incidente, la luz
reflejada y la fluorescencia hacia los detectores. En los detectores, los fotones de luz
inciden y se convierten en electrones (efecto fotoeléctrico). Finalmente, el sistema
informético se encarga del almacenamiento de datos, la seleccion y la visualizacion

grafica en una pantalla [52].

3.7. Tincién Anexina V / loduro de Propidio

La apoptosis es un proceso de muerte celular cuidadosamente regulado, donde los
restos celulares son ingeridos y reutilizados por células vecinas. Se diferencia de la
necrosis, por cambios morfoldgicos y bioquimicos caracteristicos como la compactacion
y fragmentacion de la cromatina nuclear, la pérdida de la asimetria de la membrana
plasmatica, contraccion del citoplasma y la exteriorizacion de fosfatidilserina. La
fosfatidilserina es un fosfoglicérido constituyente de la membrana plasmatica, el cual, en
células viables se encuentra con mayor abundancia en la cara citosélica de la membrana.
Sin embargo, en células apoptéticas la fosfatidilserina es traslocada hacia la cara

exoplasmica y el aumento de su exposicion es reconocido por células fagociticas [54, 55].

La anexina V es una proteina (35.8 kDa) de unién a fosfolipidos dependiente de Ca?*, la
cual tiene una alta afinidad por fosfatidilserina. Los conjugados de anexina V con
fluoréforos, luego de unirse a moléculas de fosfatidilserina, proveen una sefial
fluorescente que permite identificar células apoptéticas. No obstante, la anexina V
también puede pasar a través de la membrana comprometida de células muertas y unirse
a las moléculas de fosfatidilserina al interior de la célula. Este inconveniente puede
solucionarse por medio de una contratincion, por ejemplo, incorporando ioduro de
propidio (Figura 9). El ioduro de propidio es un agente intercalante capaz de tefiir el ADN
en el nucleo de células dafadas, lo que permite discriminar las células apoptoticas de las

células necrdticas [55, 56].
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Figura 9. Tincion de célula A) apoptdtica y B) necrética con ioduro de propidio y anexina V.
Abreviaciones IP: ioduro de propidio y FS: fosfatidilserina.

3.8. Fragmentacién del ADN

La degradacion del ADN por endonucleasas es un rasgo bioquimico caracteristico de
la apoptosis y la deteccidn de rupturas en su estructura de doble hélice (extremos romos)
es una técnica comun para estudiar dicho proceso de muerte celular. La deteccion de los
fragmentos, de tamafio 180-200 pb, es posible mediante el marcaje de los extremos 3-
OH’ expuestos, usando el nucledtido desoxiuridina-5’-trifosfato (dUTP) modificado con

fluoréforos (Figura 10).

3 5
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Figura 10. Esquema de la reaccion TUNEL.
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Esta reaccion se conoce como TUNEL (por sus siglas en inglés “Terminal
deoxynucleotidyl transferase-dUTP nick end labeling”) y es catalizada por la enzima
desoxinucleotidil transferasa terminal (TdT) [57]. La sefial fluorescente resultante de esta
unién puede ser visualizada por microscopia de fluorescencia o citometria de flujo y

existen Kits comerciales disponibles para su ejecucion.

3.9. Especies Reactivas de Oxigeno (ROS)

En condiciones fisiolégicas normales, un pequefio porcentaje del oxigeno
metabolizado (1-2%) por organismos aerobicos, es reducido parcialmente al radical
superoxido (O2+—). Un radical es un &tomo, molécula o ion con uno 0 mas electrones de
valencia desapareados. Casi todos los radicales son quimicamente muy reactivos,
modificando la estructura de las moléculas con las que reaccionan y, por lo tanto, sus
propiedades. A menudo los productos de estas reacciones son otros radicales y puede

propagar una reaccion en cadena que altera muchas mas moléculas [58].

El superoxido y otras moléculas altamente reactivas que contienen oxigeno, tanto
radicales (radical hidroxilo OHe—) y no radicales (p.e. peroxido de hidrégeno H202) son
Ilamadas especies reactivas de oxigeno (ROS por sus siglas en inglés). Niveles
homeostaticos y fisioldgicos de ROS son necesarios para regular diferentes procesos
celulares, incluida la funcion de transportadores/canales ionicos, activacion de proteina
quinasa/fosfatasa, expresidn genética y otros procesos de sefializacion intracelular [59].
Sin embargo, niveles altos de ROS intracelulares pueden provocar la oxidacion inmediata
de biomoléculas cercanas [60, 61], despojandolas de sus funciones normales. Ademas la
sobreproduccién de ROS genera un desbalance en el ambiente rédox celular, cuyos
efectos resultan altamente toxicos, lo que se denomina estrés oxidativo [54]. Existen
muchos mecanismos para la generacion de ROS en las células. Sin embargo su mayor
fuente en células eucariotas es la cadena de transporte de electrones (CTE) en

mitocondria, siendo el anion superoxido O2+— la ROS primaria generada.

Entre los mecanismos de defensa usados, por la mitocondria, para proteger contra la
toxicidad de las ROS esté el uso de enzimas que inactivan el superdxido convirtiendolo

primero en H2O> por la superoxido dismutasa (SOD) y luego a H20 por la catalasa u otras
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enzimas. Asi mismo, las moléculas antioxidantes como la vitamina E y el 4cido a-lipoico

protegen contra el estrés oxidativo [54, 59].

La produccién celular de ROS se mide comunmente con sondas fluorogeénicas, es
decir, compuestos que se vuelven fluorescentes tras la interaccion con ROS. Uno de estos
compuestos es la hidroetidina (HE) o dihidroetidio. Esta molécula posee una débil
fluorescencia azul y puede atravesar la membrana plasmatica. Al ser oxidado por ROS,
genera el compuesto 2-hidroxi-etidio (E*) de fluorescencia roja. Este producto es retenido
en el nacleo, donde se intercala en la doble hélice del ADN, lo que incrementa su
fluorescencia [61-63].

La HE ha sido utilizada para la deteccién de superoxido mitocondrial, aunque su derivado
MitoSOX Red™ se desarroll6 para proporcionar una localizacién mas especifica de este
organelo. MitoSOX Red™ contiene un sustituyente catiénico de trifenilfosfonio que
dirige selectivamente esta sonda hacia mitocondrias respirando activamente, donde se
acumula debido al potencial de membrana mitocondrial (Figura 11). Al interior de este
organelo es oxidado especificamente por superoxido a 2-hidroxi-etidio y se une

posteriormente al ADN mitocondrial [63].
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Figura 11. Oxidacion de MitoSOX Red™ al interior de la mitocondria.

Durante la activacion de vias apoptdticas, la mitocondria desempefia un papel
fundamental. La permeabilizacion de la membrana mitocondrial, y la subsecuente
liberacion de factores pro-apoptoticos, puede ser desencadenada por incrementos en la
produccién de ROS. Por esta razén las sondas HE y MitoSOX utilizadas para estudiar la

generacion de superoxido mitocondrial y la ejecucion de apoptosis [64].
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4. Hipotesis

Distintas formulaciones de nanoparticulas de plata Argovit® tienen un efecto
antiproliferativo mediado por especies reactivas de oxigeno (ROS) contra células de
cancer de colon humano, asi como un caracter inocuo en cultivos primarios de linfocitos

y monocitos de ratones BALBI/c.

5. Objetivos

5.1. Objetivo General

Evaluar la actividad antiproliferativa de nanoparticulas de plata Argovit® en una
linea tumoral de cancer de colon humano (HCT-15), asi como su posible toxicidad en un

modelo celular sano.

5.2. Objetivos Especificos

Caracterizar las formulaciones de AgNPs por medio de Microscopia Electrénica de

Transmision (TEM), espectroscopia UV-vis y Dispersion de Luz Dindmica (DLS).

Evaluar por medio del ensayo de exclusion vital con azul tripano, la viabilidad celular
de la linea HCT-15 luego de 24 h de exposicién a cinco formulaciones distintas de
AgNPs.

Determinar la via de muerte celular inducida por la exposicion a las AgQNPs, mediante

la tincion con Anexina V / loduro de propidio.

Examinar de manera cualitativa la induccion de apoptosis, estudiando la

fragmentacion de ADN mediante ensayo TUNEL.
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Analizar la generacion de especies reactivas de oxigeno mitocondriales por medio de

la tincion con Mitosox™,

Estudiar por citometria de flujo, la viabilidad celular de cultivos primarios de
linfocitos y monocitos de bazo de ratones BALB/c, luego de 24 h de exposicion a las
formulaciones de AgNPs.

6. Metodologia

6.1. Formulaciones de AgNPs

Las cinco formulaciones de nanoparticulas de plata Argovit® fueron donadas por el
centro cientifico y de produccion Vector-Vita Ltd® (Novosibirsk, Rusia). La preparacion
de Argovit® posee 12 mg/mL de plata metalica estabilizada con 188/mL de
polivinilpirrolidona (PVP). Asi mismo, las formulaciones contienen 200 mg/mL de
AgNPs dispersas en agua Yy fue con base a esta concentracidn que se prepararon diluciones
con agua inyectable. Para las cinco formulaciones se optd por evaluar cuatro

concentraciones (20 tratamientos en total): 0.01, 0.1, 1 y 10 mg/mL de AgNPs.

6.2. Caracterizacion de las AgNPs

La morfologia de las 5 formulaciones de nanoparticulas fue analizada por medio de
microscopia electronica de transmision (TEM) utilizando un microscopio JEM-2010
(JEOL®), a un voltaje de aceleracion de 200 kV. A partir de las micrografias de TEM,
con el software ImagelJ se determind el diametro de los nlcleos metalicos de las AgNPs
y se elaboraron histogramas de la distribucion de tamafios (n=150). El potencial zeta ()
y didmetro hidrodinamico (dw) fueron determinados por dispersion dindmica de luz (DLS)
con el equipo Zetasizer Nano Ns modelo DTS 1060 (Malvern Instruments®). Asi mismo
las AgNPs se caracterizaron por espectroscopia UV-Vis en el rango de 200-800 nm con
un espectrofotdbmetro modelo JENWAY 6705 UV/Vis (Cole-Parmer®), para lo cual se

prepararon diluciones de las AgNPs en agua desionizada. Todas las caracterizaciones se

20



efectuaron en las dispersiones acuosas de las formulaciones de Argovit® (agua como
medio dispersante). Finalmente las formulaciones de nanoparticulas se analizaron por
espectrofotometria de fluorescencia. Se analizaron muestras de 10 mg/mL de AgNPs en
medio de cultivo RPMI-1640 suplementado con 10% de suero bovino fetal y 0.01% de
antibiodtico-antimicotico, con el espectrofluorimetro Cary Eclipse (Agilent

Technologies®©).

6.3. Cultivo Celular

Para este trabajo se utilizo la linea celular de adenocarcinoma colorrectal HCT-15,
adquirida de la American Type Culture Collection (ATCC®). Las células se cultivaron
en medio RPMI-1640 (Biowest©) suplementado con 10% de suero bovino fetal
(Biowest®©) y 0.01% de antibiotico-antimicotico (Biowest©). Las células se proliferaron
y mantuvieron de acuerdo con las recomendaciones de la ATCC en placas Petri con medio
de cultivo, en condiciones de incubacién a 37°C con 5% de dioxido de carbono (COy);
las células se observaron diariamente con un microscopio invertido Axio Observer.Al
(Carl Zeiss©). El medio de cultivo se reemplaz6 cada 2 dias y se efectuaron pases luego

de alcanzar 80% de confluencia en la placa.

6.4. Ensayo de Viabilidad

Para conocer el efecto de las nanoparticulas sobre la viabilidad celular se utilizo el
ensayo de exclusion de azul tripano. En placas de 96 pozos, se afiadieron 190 pL de
suspension celular con una densidad de 10,000-20,000 células por pozo y 10 pL de
AgNPs. Para cada tratamiento se realizaron tres experimentos independientes (Figura 12),

por triplicado.
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Figura 12. Esquema del montaje de ensayo de viabilidad.

Se afiadié un control negativo de medio RPMI-1640 suplementado y un control positivo

con solucion salina fisioldgica (SSF). Las células se incubaron a 37°C con 5% de CO> por
24 h.

Posterior a la incubacion, se afiadieron 2 pL de azul tripano al 4% en cada pozo (Figura
13) y se fijaron las células con 20 uL de formaldehido al 37% (concentracién final 3.7%).

o Anadir 190 pL de 6 Afadir 10 pL de AgNPs:
suspensién celular con concentraciones finales
1x10%— 2x10° células/pozo 0.01,0.1,1y 10 mg/mL
{\ ‘ecscces0e000
\ 00006000@@9@ / 0CO00000e0
\) 0000000090060 eeeeee@eeeo
%eaeaee@eeoa | —
CO0EOOB060 @006060@90@@
000000000600 00000000000
6200860608008 000000000000
0000000000060 000000000000
900000000000
Placa de 96 pozos b
—
Incubar 24 ha 37°C Teifiir con 2 pL de azul C?rgar 3P comm
con 5% de CO; tripano [0.4%] y fijar con 20 cam'ara de Neubauer y
uL de formaldehido [37%] realizar conteo de cada

experimento

g -

Figura 13. Esquema del ensayo de exclusion vital con azul tripano.

El nimero de células viables en cada pozo, se determin6 por medio de conteos en una

camara de Neubauer, con un microscopio Optico. Para ello se resuspendié cada pozo
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(experimento) y se cargaron 10 pL de suspension celular en la camara; se consider6 como

viables aquellas células que permanecieron sin tefiir.

El promedio de células viables en los pozos de control negativo se designé como el 100%
de viabilidad. De esta manera, el porcentaje de viabilidad celular de cada experimento

independiente se calculé como sigue:

S no.cel viab/pozo
% viabilidad,,,, = —— — X 100%
prom cél viables control negativo

Finalmente, el porcentaje de viabilidad del tratamiento en cuestion se obtuvo calculando
el promedio de los tres experimentos independientes. Este procedimiento se realiz6 para

cada placa del triplicado.

6.5. Via de Muerte Celular

Con el objetivo de estudiar el mecanismo de muerte celular inducido por las AgNPs,
se utilizo el kit Alexa Fluor® 488 Annexin V/Dead Cell Apoptosis (invitrogen®©). Antes
de comenzar se ajusté la suspension celular para colocar 25,200 células por pozo. Para
montar el ensayo se incluyd un control negativo (CST: 200 uL de suspension celular en
medio suplementado), asi como también un control positivo para anexina V (CAV: 150
uL de suspension celular en medio sin suplementar y 50 uLL de H2O2) y uno para ioduro
de propidio (CIP: 100 pL de suspension celular con medio suplementado y 100 pL de
agua inyectable). Se afadieron los diferentes estimulos (10 uL de AgNPs en 190 uL de

suspension celular) y se incubd a 37°C con 5% de CO- durante 24 h.

Una vez concluido el tiempo de exposicion, se afiadieron 5 plL de la solucion
amortiguadora 5X de union a anexina (suministrado por el proveedor) y 1 pL de anexina
V a cada pozo del control CAV. Para el control CIP se afiadi6 1 pL de ioduro de propidio
(100 pg/mL) a cada pozo y finalmente para cada uno de los tratamientos se afiadieron 1
pL de anexina V y 1 puL de ioduro de propidio. Las células se incubaron a 37°C durante
15 minutos y posteriormente se analizaron 10,000 eventos (células) con el citometro de
flujo Attune® NXT (Life Technologies). La fluorescencia de la anexina V se detect6 a
530/30 nm con un filtro en el canal BL1 y la del ioduro de propidio a 603/48 nm con un

filtro en el canal VL3.
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Figura 14. Esquema del montaje de ensayo con ioduro de propidio y anexina V.

6.6. Ensayo TUNEL

Para estudiar la fragmentacion del material genético ante la exposicién a las AgNPs
se realiz6 un ensayo TUNEL, para lo cual se utilizé el kit Click-iT TUNEL Alexa Fluor®
(invitrogen®©). Luego de la incubacion con AgNPs se retir6 el medio de los pozos y se
lavaron con PBS. Se afiadieron 100 pL de formaldehido al 3.7% y se incubaron las placas
durante 15 minutos a temperatura ambiente. Posterior a los 15 minutos se retir0 el
formaldehido y se afiadieron 100 uL etanol al 70% a cada pozo. Las placas se incubaron
a temperatura ambiente durante 20 minutos y los pozos se lavaron dos veces con agua
desionizada. Se prepar6 un control positivo con una solucién de ADNasa | de acuerdo
con la Tabla 2 y se agregaron 100 pL a los pozos control. La placa se incubé a temperatura

ambiente durante 30 minutos.

Tabla 2. Solucién DNAsa |
Componente de reaccion Cantidad por pozo [uL]
Agua desionizada 89
Solucion amortiguadora ADNasa | 10
(Componente H)
ADNasa (Componente G) 1
VVolumen total 100

Se agregaron 50 pL de solucién amortiguadora de reaccion TdT a cada pozo permitiendo

que la solucion se expandiera completamente sobre la superficie y se incubaron las placas
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a temperatura ambiente durante 10 minutos. Posteriormente se retird la solucién
amortiguadora de reaccion TdT y se prepar0 la mezcla de reaccion de acuerdo con las
especificaciones de la Tabla 3. Se afiadieron 50 pL de la mezcla de reaccion a cada pozo
y se incubaron a 37° C durante 1 h. Luego de la incubacién se lavaron los pozos dos veces

con BSA al 3% en PBS durante 2 min cada uno.

Tabla 3. Mezcla de reaccion TdT
Componente de reaccion Cantidad por pozo [puL]
Solucién amortiguadora de reaccion TdT 47
(Componente A)
EJUTP (Componente B) 1
TdT* (Componente C) 2
Volumen total 50

Para preparar una solucién madre de la solucién amortiguadora aditiva de reaccion Click-

IT se le agregaron 625 uL de agua desionizada y con esta se elaboré la mezcla de reaccion

Click-iT conforme a las especificaciones de la Tabla 4.

Tabla 4. Mezcla de reaccion Click-iT
Componente de reaccion Cantidad para dos pozos

[nL]

Solucién amortiguadora reaccion 97.5

Click-iT (Componente D)

Solucion amortiguadora aditiva de 2.5

reaccion Click-iT

Volumen total 100

Una vez preparada la mezcla de reaccion, inmediatamente se anadieron 50 pL de la misma a cada
pozo y las placas se incubaron a temperatura ambiente y protegidas de la luz durante 30 minutos.

Se retird la mezcla de reaccion y se lavo cada pozo con BSA al 3% en PBS 1X durante 5 minutos.

Finalmente se examinaron los pozos con el microscopio Axio Observer.Al (Carl Zeiss©)
en la configuracion de contraste de epifluorescencia y se obtuvieron imagenes

representativas de los tratamientos.
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6.7. Especies Reactivas de Oxigeno Mitocondriales

La generacion de superéxido mitocondrial se evaludé utilizando el reactivo
MitoSOX™ Red (invitrogen®©). Para preparar una solucién madre 5 mM de MitoSOX™
Red (PM =759 g/mol) se disolvio el contenido de uno de los viales (50 pg) suministrados
por el proveedor, con 13 pL de dimetilsulféxido (DMSO). Posteriormente se diluyd la
solucion madre para preparar una solucion de trabajo cuya concentracion estuviera a 43
uM. Para el ensayo se emplearon ~10,065 células por cada pozo. Como control positivo
se utilizo el inductor de ROS H202 (170 uL de suspension celular y 30 uL de H2Oy). Se
emplearon medio RPMI suplementado y solucion salina fisiolégica como controles
negativos (190 uL de suspension celular y 10 uL del control). Luego de afadir los
estimulos (10 uL de AgNPs en 190 uL de suspension celular) se incubaron las células
durante 24 h a 37°C con 5% de COx.

RPMI : SSF
C 1§ H,0,
NP1c|l O 11D >
NP2 0|l Bl L
NP3 & mog‘;)riL mgﬁnL mg}mL : mgl/OmL v.
NP4 #|. - ] wvw
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Figura 15. Esquema del montaje de ensayo con MitoSOX.

Luego del periodo de exposicidn, se afiadieron 2 uL de la solucion de trabajo MitoSOX
a cada pozo (concentracion final 0.42 uM) y se incubd a 37°C por 10 minutos. Finalmente
las muestras se analizaron mediante citometria de flujo, donde se consideraron 10,000
eventos. La fluorescencia de MitoSOX se detecté a 580 nm con un filtro en el canal VL4

(710/50) y se analiz6 con respecto al tamafio celular (dispersion hacia delante).
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6.8. Modelo Celular Sano

6.8.1. Cultivo Primario

Para evaluar la citotoxicidad de las formulaciones de AgNPs en un modelo celular
sano, se realizaron cultivos primarios de monocitos y linfocitos aislados de bazo de
ratones BALB/c sanos. Este experimento se realizd con la aprobacion del comité de ética
de la Universidad Autonoma de Baja California, Valle de las Palmas, con nimero de
expediente 001/2019, siguiendo la norma NOM-062-Z00-1999 (Figura 16).

Diseccion del animal Perfundir el 6rgano ) Disgregar el érgano
con agua inyectable A mecanicamente
’

& L i

| g RS
/
\\,\ A

Analisis de la
e Montar ensayos de o viabilidad celular por
Lavados citotoxicidad citometria de flujo

Figura 16. Esquema de elaboraciéon de cultivo primario y analisis de citotoxicidad de las
formulaciones de AgNPs.

Para el aislamiento del bazo, los ratones fueron sacrificados por dislocacién cervical
y diseccionados. Cada bazo recolectado fue perfundido con agua inyectable y disgregado
mecanicamente con pinzas de diseccion. Las células de bazo se lavaron con solucion
salina 0.9% y se lisaron los eritrocitos restantes con solucion salina hipertonica.
Finalmente, las celulas se lavaron 3 veces y se sembraron en placas Petri con medio RPMI
1640 suplementado con 10% de suero bovino fetal (FBS) y 1% de antibiotico-

antimicético. Se mantuvieron en incubaciéon a 37°C con 5% de CO».

27



6.8.2. Ensayo de Viabilidad

Para conocer el efecto de nanoparticulas sobre la viabilidad celular se sembraron 2 x
10° linfocitos 0 monocitos de bazo de raton BALB/c por pozo en placas de 96 pozos en
presencia de las diferentes concentraciones de AgNPs (0.01, 0.1, 1 y 10 mg/mL) (Figura
12). Se realizaron tres experimentos independientes por triplicado. Se consideraron 2
controles negativos, uno con medio RPMI-1640 suplementado y otro con solucién salina

fisioldgica. Las células se incubaron a 37°C con 5% de CO; durante 24 h.

Posterior a la incubacion, los experimentos se analizaron por citometria de flujo, donde
se determind la viabilidad celular por tamafio y granularidad comparando contra los

controles negativos.

6.9. Analisis Estadistico

Los resultados de los ensayos de exclusién de azul tripano, Anexina V / loduro de
propidio y MitoSOX se analizaron estadisticamente usando el software Prism version 6
(GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA). Se realizaron analisis de varianza (ANOVA) de
dos factores y pruebas post-hoc de Bonferroni o Tukey segun se indica. Se considero el

nivel de significancia * p <0.05.

7. Resultados
7.1. Caracterizacién de las AgNPs

Las micrografias de TEM (Figura 17) revelaron la morfologia principalmente
esferoidal de los nlcleos metalicos, aunque particulas triangulares también se observaron
(Figura 17.D) de manera poco frecuente.

El diametro promedio (dag) de las particulas metélicas fue de 16.4 + 8.0 nm, 25.4 + 13.2
nm, 19.0 £ 9.3 nm, 16.4 + 8.1 nm y 30.6 £ 23.2 nm para las formulaciones NP1-NP5,

respectivamente. Sin embargo la distribucion de tamafios indica la presencia de
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nanoparticulas de distintas dimensiones, donde predominan didmetros en el intervalo de

10-20 nm (marca de clase 15), por lo que las cinco formulaciones son polidispersas.
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Figura 17. Micrografias de TEM no representativas y distribucion de tamafios de Argovit®. Barra
=20 nmen A) NP1. Barra = 50 nm en formulaciones B) NP2, C) NP3, D) NP4 y E) NP5.

Las micrografias de TEM presentadas en la Figura S1 (seccion Anexos) son
representativas de las muestras de AgNPs y ofrecen una vision mas precisa del tamafio y
aglomeracion.

Los espectros de absorcion de las formulaciones de AgNPs se determinaron a

diferentes concentraciones, como se muestra en la Figura 18.
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Figura 18. Caracterizacion de AgNPs por espectrofotometria UV-Vis. Espectros de absorcion de
las formulaciones de Argovit® diluidas en agua desionizada: A) — E), NP1 a NP5
respectivamente.

Las formulaciones NP1 a NP4 exhiben un pico de absorbancia a longitudes de onda
entre 400-415 nm mientras que, para la formulacion NP5 (Figura 18.E) no se observa un
pico definido, ni siquiera con la concentracion de 2 mg/mL, sino una distribucion de tipo
“meseta”. Este pico, comun entre las formulaciones, corresponde a la resonancia de
plasmén superficial caracteristica de la plata nanométrica [65]. Ademas, las
formulaciones 2 y 4 exhiben un segundo pico de menor intensidad. La aparicion de dos o
mas picos de plasmon superficial (Figura 18.B) y el ensanchamiento de los mismos

(Figura 18.D) se debe a la presencia de particulas irregulares (no esfericas), por ejemplo
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del tipo triangular como las que se aprecian para la micrografia de la NP4 (Figura 17.D)
[66].

El didmetro hidrodinamico (d+) y potencial zeta ({) de las nanoparticulas suspendidas en
agua se resumen en la Tabla 5. De acuerdo con los bajos valores de ({ << [30| mV), las
formulaciones mostraron ser poco estables en este dispersante, lo que aumenta la
tendencia de las nanoparticulas de formar agregados (Figura S1) [67]. Respecto al indice
de polidispersidad, los valores de las formulaciones NP2 y NP5 corresponden a
soluciones monodispersas (PdI< 0.4). Sin embargo, de la Figura 17 vemos que las cinco

formulaciones son de caracter polidisperso [39].

Tabla 5. Caracteristicas fisicoquimicas de las AgNPs usadas en este trabajo.

Propiedades NP1 NP2 NP3 NP4 NP5
Diametro promedio de las 16.4+8.0 | 25.4+13.2 | 19.020.3 | 16.4+8.1 | 30.6+23.2
particulas metélica dag (hm)
alr?:)rlbu0|on de tamafio TEM 540 560 5_40 5_40 5_80
du (nm): plata metélica + PVP 448.7 90.4 43.8 483.2 121.1
indice de polidispersidad 0.813 0.270 0.433 0.555 0.280
£ (mV) -0.872 -4.56 5.13 -0.464 -1.46
Morfologia Esferoidal
Contenido de plata metélica 12 mg/mL
Contenido de PVP 188 mg/mL
Resonancia de plasmon 415 | 402,444 | 402 | 406,549 | 429
superficial (A nm)

Con el objetivo de determinar si las nanoparticulas poseen fluorescencia basal que pudiera
generar una contribucion durante la deteccion de los fluorocromos por citometria de flujo,
se analizaron por espectrofotometria de fluorescencia los tratamientos a la concentracion
de 600 pg/mL. En la Figura 19 se aprecian los espectros de emision y excitacion. En esta
se registré una emisién de intensidad significativa a 710 nm cuando se excita con una
longitud de onda de 351 nm (Aex). Sin embargo, esta sefial no corresponde a las
formulaciones de AgNPs sino a la placa de 96 pozos puesto que el comportamiento se
mantuvo cuando se leyo un pozo vacio. Ademas, el citometro de flujo posee s6lo dos
laseres de excitacion con longitudes de onda de 405 nm y 488 nm, por lo que se realiz6
una lectura con Aex = 405 nm (Figura 19.B) con lo cual se obtuvo una sefial de emision

de muy baja intensidad y sin picos de emision definidos.
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Figura 19. Espectros de emisién mediante excitacion a A) 351 nm, B) 405 nmy C) de excitacién
para emision a 710 nm. Las mediciones se realizaron con las AgNPs a concentracion de 10 mg/mL
de AgNPs disueltas en medio de cultivo RPMI-1640 suplementado con 10% de SBF y 0.1% de
antibidtico.

7.2. Viabilidad Celular

La actividad antiproliferativa de las AgNPs se evalu6 con el colorante de exclusion
vital azul tripano después de 24 h de exposicidn a las diferentes formulaciones de AgNPs
a 4 concentraciones. En todos los casos se observaron células muertas (tefiidas) solamente
en las dosis mas elevadas (1 y 10 mg/mL). Asi mismo, los tratamientos con 10 mg/mL de
AgNPs exhibieron una cantidad considerable de restos celulares y aglomerados, con
excepcion de las formulaciones NP3 y NP5. Con 0.01 y 0.1 mg/mL de AgNPs, la
presencia de restos y aglomerados en los cuadrantes de la camara de Neubauer fue

practicamente nula durante los conteos.

32



T ——

R
s O
—— .

Figura 20. Vista de la camara de Neubauer. Tratamiento representativo. Con flechas azules
células tefidas (muertas) y con flecha naranja célula intacta (viable). Imagen obtenida a 40x en el
microscopio Zeiss Axio Lab.Al.

Para analizar los datos, se graficaron los porcentajes de viabilidad celular de los cultivos
tratados durante 24 h con AgNPs en comparacion con el control negativo (Figura 21). El
andlisis de varianza muestra que, el efecto de los tratamientos sobre la viabilidad de la
linea HCT-15 depende exclusivamente de la dosis de nanoparticulas utilizada. Asi mismo
la prueba post-hoc de Bonferroni reveld aquellos tratamientos cuyo efecto difiere
significativamente con respecto al control. De esta manera, se encontrd que la exposicién

a 10 mg/mL de AgNPs disminuyé de forma significativa la viabilidad celular.
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Figura 21. Viabilidad celular determinada por conteos en camara de Neubauer de las tinciones
con azul tripano. Las células consideradas viables son aquellas que no presentan tincion. Los
resultados representan la media + desviacion estandar de tres ensayos independientes por
triplicado. Significancia *p < 0.05 respecto al control.
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Asi mismo, para analizar posibles efectos sobre la morfologia celular se obtuvieron
imagenes de los ensayos luego del periodo de exposicion a Argovit®. En la Figura 22 se
muestra un campo representativo de los tratamientos con 1 mg/mL de AgNPs. En esta se

distinguen claramente células tefiidas y células intactas, asi como pocos restos celulares.

Figura 22. Células HCT-15 tras 24 h de exposicién a 1 mg/mL de NP5. Con flechas naranja
células intactas y con flechas verdes células tefiidas. Imagen obtenida a 40x con contraste de fase
del microscopio Zeiss Axio Observer.Al.

7.3. Via de Muerte Celular

Los mecanismos de muerte celular inducidos por las AgNPs se estudiaron por
citometria de flujo mediante la tincion con anexina V y yoduro de propidio. Como se
observa en el grafico de densidad (Figura 23), la poblacién celular se separ6 en 4 grupos:
células viables (sin tefiir), apoptéticas tempranas (tefiidas con Anexina V), apoptéticas

tardias (tefiidas con IP y Anexina V) y necrdticas (tefiidas con IP).
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BL1-A
Figura 23. Grafico de densidad representativo de la tincion con AV/IP de células HCT-15 tratadas
24 h con Argovit®. Andlisis de la poblacion celular por intensidad de la sefial de ioduro de
propidio (VL3-A) y anexina V (BL1-A). Fraccién de células viables (-/-), apoptoticas tempranas
(+/-), apoptéticas tardias (+/+) y necréticas (—/+).

A partir del porcentaje de eventos registrados en cada cuadrante, se elaboraron gréficas
poligonales para las diferentes formulaciones (Figura 24). Se observé de forma mas
abundante una via de muerte celular en los cultivos de HCT-15 por apoptosis,
principalmente por un proceso de apoptosis tardia. En menor proporcion (menos del 10%
en todos los casos) se registrO muerte celular por necrosis. Sin embargo, ningln
tratamiento resulto tener diferencias significativas con respecto al control de muerte

celular (5 £+ 5% del total de eventos).

Ya que el ensayo no incluy6 controles especificos para apoptosis tardia y temprana, los
porcentajes correspondientes de estos grupos se expresd6 como “células apoptoticas”

(apoptoticas tempranas + apoptoticas tardias), para el andlisis estadistico (Figura 25.A).

En este sentido, todos los tratamientos exhibieron una diferencia altamente significativa
(****) con respecto al control CAV+ de apoptosis (95 + 5% del total de eventos). De
acuerdo con el andlisis de varianza de dos factores, la concentracion de las nanoparticulas
resulté ser el factor con mayor influjo sobre la induccion de apoptosis como via de muerte
celular. Sabiendo esto, se efectud la prueba de comparaciones multiples de Tukey para
identificar aquellas concentraciones con mayor influencia sobre la respuesta. Todas las

diferencias obtenidas resultaron ser significativas * con respecto a la dosis de 10 mg/mL.
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Figura 24. Mecanismos de muerte celular inducidos tras 24 h de exposicion a Argovit®.
Porcentaje de células apoptoticas tempranas (AV*/IP ), apopt6ticas tardias (AV*/IP*) y necroéticas
(AV/IPY). Los resultados representan la media de tres ensayos independientes por cada

tratamiento.
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Figura 25. Porcentaje de células A) apoptoéticas, B) viables y C) con aumento en la produccion
de superdxido mitocondrial tras 24 h de exposicion a Argovit®. Los resultados representan la
media de tres mediciones por cada tratamiento. Se considerd significativo un valor de p<0.05 y
todas las diferencias * estan indicadas con respecto a la concentracion de 10 mg/mL.

En los tratamientos con NP1, el mayor porcentaje apoptosis se indujo con la
concentracion mas alta de nanoparticulas, sin embargo, al igual que con la formulacién
NP3, no existen diferencias significativas en la cantidad de apoptosis inducida con las
diferentes concentraciones de AgNPs. En otras palabras, su efecto permaneci6 invariable
en el intervalo de concentraciones evaluadas.

Las formulaciones NP2, NP4 y NP5 registraron los menores porcentajes de apoptosis con
la concentracion de 10 mg/mL, mientras que la mayor cantidad de apoptosis se indujo
con 0.1-1 mg/mL de AgNPs. Particularmente, el efecto de la formulacion NP4
permanecio invariable (~26% de apoptosis) antes de disminuir significativamente (6.9%

de apoptosis) en los ensayos con la concentracién mas alta de nanoparticulas.
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7.4. Analisis de Apoptosis por Microscopia de Fluorescencia

Para respaldar de manera cualitativa la induccion de apoptosis se efectud un ensayo
TUNEL de las células de adenocarcinoma colorrectal expuestas a Argovit®. Se
obtuvieron imégenes de microscopia de epifluorescencia, en las que se capturaron tres
campos distintos de cada tratamiento evaluado. Las imagenes revelaron un nimero
significativo de células marcadas positivamente (brillantes), haciendo evidente la
fragmentacion del ADN. Los campos mas representativos se muestran en la Figura 26.
Con las concentraciones mas altas se observaron pocas células apoptéticas, mientras que
los restos celulares y aglomerados (visualizados como manchas oscuras) fueron
predominantes, lo que confiere un aspecto tdrbido a las imagenes. Por el contrario, a
concentraciones bajas se observan campos mas despejados con células definidas, algunas

de estas brillantes.
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Figura 26. Ensayo TUNEL. Campos representativos de cada tratamiento. Imagenes obtenidas a
40x con la configuracion de epifluorescencia del microscopio Zeiss Axio Observer.Al.




7.5. Especies Reactivas de Oxigeno Mitocondriales

La generacion de superdxido mitocondrial en células HCT-15 tratadas con diferentes
formulaciones de AgNPs se evalué como se describe en la metodologia. Por medio de
citometria de flujo se identificd aquella porcion de la poblacion cuya intensidad de
fluorescencia superara la intensidad registrada por el control negativo (produccién basal
de superéxido mitocondrial), eventos tomados como positivos para la generacion de
superdxido mitocondrial. En la Figura 27, tales células con produccion de ROS
mitocondriales corresponden a los eventos registrados por encima del valor del control
positivo de intensidad 1073.

R1 - C10

0.001 500 1000
FSC-A (1073)
Figura 27. Gréfico de densidad representativo de la tincion con MitoSOX de células HCT-15
tratadas 24 h con Argovit®. Andlisis de la poblacién celular por tamafio (forward scatter FSC-A)
e intensidad de la sefial de fluorescencia (VL4-A). Fraccion de células positivas para O2'~ en
cuadrantes —/+y +/+.

A partir del porcentaje de eventos positivos para generacion de ROS mitocondirales, se
elabor6 una grafica poligonal con los resultados de exposicion a las diferentes
formulaciones (Figura 25.C). De acuerdo con el ANOVA de dos factores, el efecto de la
concentracion de las AgNPs (****) sobre la generacion de ROS en mitocondria resulta
significativamente mayor que el efecto de la formulacién (***) o de la interaccion entre
ambos factores (**). Cabe mencionar que en todos los tratamientos, la produccion de O2"-
fue significativamente menor (****) que el control positivo (95 + 5%) con peréxido de

hidrogeno.

Por medio de la prueba post-hoc de Tukey, para cada formulacion de nanoparticulas se
identificaron las concentraciones cuyos efectos sobre la produccion de O2" exhibieron

diferencias significativas entre si. Las formulaciones NP1 y NP2, no registraron
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variaciones importantes en el numero de eventos positivos a las diferentes
concentraciones de AgNPs, por lo que sus efectos son en esencia constantes. El resto de
formulaciones exhibieron diferencias significativas con respecto a 10 mg/mL,
concentracion a la cual registran su mayor porcentaje de células O>"~ positivas. En general
los efectos las formulaciones NP3-5 describen comportamientos muy similares e incluso
coinciden en las concentraciones 0.1 y 1 mg/mL, con las cuales se registrdé la menor

cantidad de células con produccién de O2" (~36%).

7.6. Viabilidad de Modelos Celulares Sanos

Con el objetivo de estudiar la citotoxicidad de Argovit® en células sanas, se
realizaron cultivos primarios de linfocitos y monocitos de bazo de ratones BALB/c y se
sometieron a los distintos tratamientos con AgNPs. En la Figura 28 se muestran las

respectivas graficas de viabilidad elaboradas a partir de los datos de citometria.
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Figura 28. Viabilidad celular de cultivos primarios de raton BALB/c tratados con Argovit®. Los
resultados representan la media + desviacion estandar de tres ensayos independientes. El anélisis
estadistico se realizd en comparacion con células no tratadas y con significancia * p < 0.05.

Se puede apreciar que las formulaciones fueron practicamente inocuas en linfocitos,
mientras que en monocitos exhibieron una citotoxicidad importante. En este ultimo
sistema los tratamientos con 0.01, 0.1, y 1 mg/mL de AgNPs registraron viabilidad entre
70-80%. Al incrementar la dosis a 10 mg/mL la viabilidad disminuyd abruptamente a

~46%, efecto que supero incluso la maxima toxicidad registrada en el modelo tumoral
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(55.48% de viabilidad celular con Img/mL de NP5). En este sentido, con las cinco
formulaciones, el efecto de la concentracion mas alta de nanoparticulas resulto
significativo (****) respecto a las demas concentraciones. A su vez, el efecto de todos
los tratamientos sobre la viabilidad de los monocitos fue significativo con respecto al

control como se muestra.

8. Discusion

El presente trabajo tuvo como objetivo estudiar el potencial antiproliferativo de las
formulaciones de nanoparticulas de plata Argovit® en la linea celular HCT-15 de
adenocarcinoma colorrectal humano. Se presentan resultados de una primera
aproximacion en la determinacidn de su desempefio como posible agente terapéutico en

el tratamiento de cancer de colon.

La caracterizacion por medio de TEM, UV-vis, y DLS de las formulaciones de
AgNPs utilizadas como insumo en los experimentos celulares que aqui se exponen,
posibilita su contraste con otras formulaciones y representa un avance en las estrategias

metodoldgicas para garantizar la reproductibilidad de este tipo de estudios.

Posteriormente, se realizaron diferentes ensayos bioldgicos para determinar

viabilidad celular, vias de muerte celular y generacion de especies reactivas de oxigeno.

Los tratamientos consistieron en la exposicion de las células a cinco diferentes
formulaciones de AgNPs durante 24 h. Con el uso de tinciones de exclusion vital,
marcadores moleculares y citometria de flujo se cuantificé la proporcion de células
viables, apoptdticas y necroéticas, asi como de células con sobreproduccion de superédxido
(O2) mitocondrial. Finalmente se estudid la citotoxicidad de Argovit® en un cultivo
celular sano. Para tal fin se realizaron cultivos primarios de linfocitos y monocitos de
bazo de raton BALB/c.

En las micrografias obtenidas por TEM se observa que las formulaciones
contienen nucleos metalicos de tamafios que van desde 5 nm hasta 40 nm, e incluso hasta

los 60 u 80 nm en algunos casos. La presencia de nanoparticulas con diametros tan
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variados favorece la formacion de aglomerados de AgNPs en las formulaciones (Figura
S1) [39].

Por otro lado, la determinacion del didmetro hidrodindmico que incluye la capa de
polimero y la primera capa de solvatacion, sera siempre mayor que el nicleo metalico
determinado en alto vacio por TEM [68]. Esta caracteristica se puede apreciar para las
diferentes formulaciones reportadas en la literatura, algunas de las cuales se resumen en
la Tabla 6. No obstante, de manera similar a este trabajo, algunos autores reportan valores

mucho mayores de diametro hidrodindmico (en comparacién con el diametro del nucleo

metélico).
Tabla 6. Relacién diametro metalico / didmetro hidrodinamico de diferentes
formulaciones de AgNPs.
Formulacion Diametro Diametro Medio Ref.
promedio de | hidrodindmico | dispersante
particula (nm) para DLS
metalica (nm)
Argovit® 35 70 Agua 33
BioPure®. 20.4 27.3 NaCl 2.0 mM
Estabilizadas en buffer 4
de citrato.
BioPure®. 18.8+4.9 40+ 4 Medio de
Estabilizadas en buffer | 29.5 +5.8 43+1 cultivo DMEM 25
de citrato. 58.3+4.2 88 +2
106.5+4.3 135+ 6
NanoXact™. 19.2+2.2 206 £1.7 Buffer de
Estabilizadas en buffer | 99.4 + 7.0 93.1+3.8 citrato 2 mM 32
de citrato.
nanoComposix© 88+18 429.9+75.9 Agua  grado
Estabilizadas buffer de | 20.1 + 2.3 28.1+4.0 cultivo celular
citrato de sodio. 445+ 43 83.0+14.7 69
959+ 3.8 98.0+0.8
Recubiertas con PVP | 70 £ 20 75+ 20 Agua  estéril 68
ultrapura
nanoComposix®©. 20319 27.0+10.8 Agua
Estabilizadas en buffer | 79.8 + 5.1 79+ 25.2 desionizada 108
de fosfato 1126+ 7.8 111.6 £29.9
Sintetizadas por | 24.4+9 27.1+23 Agua
reduccién de AgNO; 109
con &cido galico.
NanoAmor. 69 + 3 118 Solucién Stock 114
Recubiertas con PVP
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Butler et al. determinaron un diametro hidrodinamico de 429.9 £ 75.9 nm para una
formulacién comercial de AgNPs de 10 nm seguln las especificaciones del producto, y
cuyo valor confirmado por TEM fue de 8.8 £ 1.8 nm (Tabla 6). De acuerdo con los autores
esto se debid a la presencia de aglomerados en la solucion de AgNPs [69]. De la misma
manera, el analisis de las concentraciones stock de Argovit® registrd valores muy grandes
de didmetro hidrodinamico (Tabla 5) en casi todas las formulaciones (con excepcién de

NP3), las cuales también exhibieron severa aglomeracion.

De acuerdo con la literatura, las técnicas de dispersion de luz no pueden resolver
particulas individuales que han sido aglomeradas, sino que estos conjuntos de
nanoparticulas son detectados como una Unica particula, lo que resulta en un diametro
calculado mayor (Figura S2). [39, 69]. Ademas, la poca estabilidad de las formulaciones,
de acuerdo con los valores de potencial zeta obtenidos, aumenta ain mas la tendencia de
las nanoparticulas a formar aglomerados [67, 70]. En combinacion, estos resultados de
caracterizacion proporcionan evidencia de que las nanoparticulas utilizadas fueron

polidispersas y poco estables en agua.

Por afiadidura, en un medio biolégico complejo como el medio de cultivo RPMI 1640
(rico en proteinas, sales, vitaminas y azUcares), esta estabilidad tiende a disminuir ain
mas [71]. Tras la interaccion con las biomoléculas disueltas en el medio, estas son
adsorbidas a la superficie de la nanoparticula y crean una corona proteica, lo que
incrementa alin mas el du de la particula efectiva que finalmente tendra interaccion con
la célula. Incluso el ambiente rico en sales y electrolitos podria modificar la carga
superficial de las NP y por lo tanto £, lo que promueve la desestabilizacion del coloide
[72]. Por tal motivo resulta crucial caracterizar las nanoparticulas en el medio de interés

de acuerdo con el experimento, y estudiar su estabilidad en el mismo.

Cabe sefalar que, en la gran mayoria de los trabajos consultados en la literatura,
ademas del tiempo de exposicion y la concentracion, la respuesta celular también es
influida por el tamafio de las AgNPs. Como consecuencia de su pequefio tamafio, una de
las propiedades mas atractivas de los nanomateriales en general, es su gran area

superficial.

Para ilustrar la importancia de esta propiedad, a pesar de administrar una misma
concentracion en masa de nanoparticulas (mg/mL), las AgNPs de 10 nm presentaran un
area superficial y cantidad de nanoparticulas (no. de AgNPs/mL) mucho mayores que
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AgNPs de 50 nm por ejemplo. Esto aumenta la posibilidad de interaccion con
biomoléculas y con la célula misma, lo que puede originar respuestas celulares
completamente distintas.  Asi, en un estudio con células de pulmén humano,
independiente del recubrimiento (citrato o PVP), AgNPs de 10 nm resultaron ser toxicas

mientras que aquellas de 40 y 74 nm no lo fueron [73].

No obstante, las AgNPs utilizadas en este trabajo mostraron ser polidispersas, 1o que
dificulta el analisis de los efectos de las formulaciones las células HCT-15. Por tal motivo,
no resultaria apropiado atribuir los efectos observados en este trabajo directamente con el
didmetro promedio de las nanoparticulas cuando las formulaciones presentan amplios

intervalos de tamafo.

Con respecto al efecto antiproliferativo de las nanoparticulas, los resultados del
ensayo de exclusion vital con azul tripano muestran que todas las formulaciones
registraron su mayor actividad (porcentajes de viabilidad ~30%) con la concentracion

mas alta evaluada.

Bajo el microscopio, la morfologia y color de las células permanecid inalterada con los
tratamientos mas diluidos (0.01 y 0.1 mg/mL de AgNPs). En el conteo de estos ensayos
se observaron exclusivamente células viables. Hasta la concentracion de 1 mg/mL se pudo
apreciar un namero reducido de células tefiidas en los cuadrantes de la camara de

Neubauer (Figura 20).

Al examinar los ensayos con 10 mg/mL de AgNPs el nimero de células sin tefir
disminuyé considerablemente (hasta un 70% comparado con los controles) en las
reticulas de la cdmara, mientras que aumentd, de manera cualitativa, el nimero de restos
celulares y aglomerados. A excepcion de los tratamientos con NP4, la disminucion de la
viabilidad celular no fue lineal, es decir, el efecto antiproliferativo de las AgNPs no fue

proporcional con la concentracion administrada.

Los ensayos con NP2 exhibieron los menores porcentajes de viabilidad con respecto a las
demas formulaciones, sin embargo el ANOVA mostr6 que el efecto del factor
formulacion sobre la viabilidad celular de HCT-15 no fue significativo. Asi mismo, la
prueba post-hoc de Tukey (datos no mostrados) revel6 diferencias significativas solo

entre los tratamientos con NP3 y NP5.
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El efecto de la concentracion mas alta de AgNPs (la mayor citotoxicidad), fue
significativo con relacion a 1 mg/mL (*) de NP3, y con respecto a 0.01 (*) y 0.1 mg/mL
(**) de NP5, tratamientos que resultaron en altos porcentajes de viabilidad, incluso por
encima del 100%. En este sentido, dichas formulaciones parecen haber ejercido un efecto
estimulante o proliferativo a bajas concentraciones, y un efecto téxico con altas

concentraciones de AgNPs.

En toxicologia esta respuesta bifasica (estimulacion o efecto benéfico a bajas
concentraciones e inhibicion o toxicidad a concentraciones altas) de sistemas biologicos
se denomina hormesis [74]. De manera similar, la exposicion a una formulacion de
Argovit® exhibio un efecto hormético sobre la multiplicacion y longitud de los brotes de
cafia de azucar en un estudio previo [75]. Ante tal comportamiento, con el fin de evitar
promover el crecimiento de tumores y el progreso de la enfermedad en modelos
experimentales mas complejos, serd fundamental estudiar y delimitar el posible intervalo

de concentraciones de NP3 y NP5 cuyo efecto sea proliferativo.

El caracter antiproliferativo de las AgNPs en células cancerosas es una cualidad
deseable en la valoracién de su potencial terapéutico. No obstante, su aplicacién no sera
conveniente si su efecto desencadena una respuesta inmune en modelos mas complejos.
Por ello, con el fin de determinar el mecanismo de muerte celular inducido por las

formulaciones de AgNPs, se llevo a cabo la tincion fluorescente con AV/IP.

El hecho de que las formulaciones de Argovit® inducen muerte celular
predominantemente via apoptosis, lo cual fue ademas corroborado con el ensayo TUNEL
(Figura 26), resulta conveniente para su uso en aplicaciones biomédicas. En todos los
tratamientos con Argovit®, a las 24 h de exposicion se registré de manera predominante
apoptosis tardia, mientras que la contribucién por necrosis se mantuvo por debajo del
10% (Figura 24).

Si bien, la muerte celular mediada por apoptosis (que no origina procesos inflamatorios)
es preferible sobre la necrosis, se ha reportado que de manera equivalente, las células
apoptoticas en una etapa tardia liberan patrones moleculares asociados a dafio (DAMPS),

como por ejemplo productos de degradacion del ADN.

La incubacién de macrofagos o células dendriticas con estos DAMPs resultd en la
liberacion de citocinas pro-inflamatorias [76, 77]. Asi mismo, se ha estudiado la respuesta

pro-inflamatoria de células de cancer de colon expuestas a AgNPs. Miethling-Graff et al.
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reportaron un incremento significativo en la liberacion de la citocina IL-8 al sobrenadante
de células LoVo tratadas con solo 10 pg/mL de AgNPs con tamafio de 10, 20, 40, 60 y
100 nm [78]

Sin embargo, esto podria no representar un inconveniente en modelos in vivo, puesto que
las células apoptdticas en etapa temprana pueden ser fagocitadas por las células vecinas
a la neoplasia, lo que ofrece un sistema de limpieza oportuno. Ademas, si la apoptosis
tardia persiste o es masiva en el tumor, el aumento en la expresion de citocinas inducen
la inmunidad adaptativa, ofreciendo una actividad inmune eficiente alrededor de la zona

a tratar.

En 2005 Casares et al. informaron que la implantacion subcutanea de células CT26 de
carcinoma de colon tratadas con doxorrubicina en ratones BALB/c singénicos
inmunocompetentes, induce una respuesta anticancerigena del sistema inmune
adaptativo. En dicho trabajo se inocularon células CT26 vivas en un costado y células
tratadas previamente con el farmaco anticancerigeno (24-48 h) en el costado opuesto de
los animales. Al momento de su inoculacion, las células tratadas se encontraban en etapa
de apoptosis tardia y lograron reducir el desarrollo de tumores hasta en un 45% en el dia
30 y en un 30% en el dia 120. Curiosamente la implantacion de células cancerosas
necroticas, o células que fueron tratadas con doxorrubicina junto con el inhibidor de
caspasas zVAD (inhibidor de apoptosis), no indujeron esta respuesta inmune protectora
[79].

En la linea Caco2 de cancer de colon humano, Sahu et al. reportaron un descenso en el
contenido de ADN de doble hebra (integro) dependiente de la concentracién, con AgNPs
de 20.4 nm, tamafio similar al de las nanoparticulas utilizadas en este trabajo,
estabilizadas con citrato. El dafio creciente en ADN se observo en el intervalo de

concentraciones de 1-20 ug/mL [4].

En muchos casos el tipo y/o la cantidad de estimulo determina si una célula muere por
apoptosis o necrosis. Por ejemplo, a bajas dosis muchos farmacos anticancerigenos
inducen apoptosis, mientras que a dosis altas pueden resultar en necrosis [80]. En el
presente estudio se mostro que, independientemente de la dosis, cada formulacién indujo
practicamente la misma proporcion de necrosis en la linea HCT-15, mientras los ensayos
con 10 mg/mL de AgNPs registraron una disminucion de la apoptosis total con respecto

de las demas concentraciones (con excepcion de la formulacion NP1).

47



Luego de analizar los resultados de ambas técnicas, a pesar tener principios distintos,
los porcentajes de viabilidad obtenidos por citometria de flujo describen un efecto
antiproliferativo distinto de aquel determinado por el ensayo de exclusion de azul tripano
(Figura S3). Como se sefialo anteriormente la mayoria de las formulaciones mostraron
una mayor citotoxicidad con la concentracion mas alta evaluada (10 mg/mL) en los
ensayos con azul tripano. Sin embargo, esto no se observo en el ensayo AV/IP, el cual
usa marcadores moleculares especificos que revelan la muerte celular por apoptosis o

necrosis de una poblacion celular.

Al examinar las imagenes de contraste de fases (ejemplo en Figura 22), las células que
resultaron tefiidas luego de la exposicién, la tincion y fijacion, no exhiben cambios
morfoldgicos (con respecto a las no tefiidas) caracteristicos de muerte celular [51, 54]. Es
por esto que sugerimos que una de las causas de esta diferencia significativa sea que, la
tincion de algunas células consideradas no viables pueda no corresponder al colorante
azul tripano, sino que se trate de células vivas que pudieron haber internalizado las
AgNPs. Con las evaluaciones realizadas en este trabajo no se puede determinar la

internalizacion de las AgNPs.

Sin embargo, la internalizacion celular de nanoparticulas de diferente composicion y
tamafo en lineas tumorales es una caracteristica reportada en la literatura. Miethling-
Graff. et al. estudiaron la internalizacion celular de AgNPs estabilizadas con citrato, con
ndcleo metélico de 20 nm en células LoVo de adenocarcinoma colorrectal. Encontraron
que a diferencia de tamafios mayores (40, 60 y 100 nm), nanoparticulas de 20 nm (cercano
a los tamafios promedio de las formulaciones de Argovit®) mostraron una mayor
internalizacion y se detectaron en citosol tanto de manera individual como en
aglomerados de varios micrometros de didmetro [78]. Como resultado de una alta
internalizacion de AgNPs Argovit® las células HCT-15 podrian adoptar la coloracion del
coloide, algo similar a lo observado por Hainfield et al. En dicho trabajo, luego de 17 h
de exposicion a nanoparticulas de oro (AuNPs), las células B7-474 de cancer de mama
exhibieron el color rojo caracteristico de las nanoparticulas en suspension usadas,

haciendo evidente su internalizacion [81].

Aunado a esta razén, otro hecho que contribuye a esta diferencia es que, por medio del
ensayo de exclusion vital con azul tripano resulta imposible diferenciar entre células que
murieron por apoptosis y/o necrosis. Solo podrian ser tefiidas poblaciones en etapas muy

avanzadas donde la apoptosis ya es irreversible pero la célula conserva su membrana [51,
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82]. En este sentido se estaria sobreestimando la viabilidad y se obtendrian casos con
porcentajes mayores del 100% (101.8% con 1 mg/mL de NP3y 104.2% con 0.1 mg/mL
de NP5) y altos valores de desviacion estandar (+ 49.3% y + 56.2% con 1 mg/mL de NP1

y NP3 respectivamente).

Aunado a estas razones, una posible opcion para observar diferencias significativas entre
la viabilidad determinada con azul tripano y por citometria de flujo con el ensayo de

AV/IP es que, la via de muerte celular no sea solo por apoptosis 0 necrosis.

En un trabajo previo realizado por Castro-Gamboa et al. se sugirio la induccion de una
respuesta autofagica citoprotectora en células dendriticas derivadas de médula 6sea de
raton C57BL/6, ante la exposicion a una formulacion de Argovit®. En dicho trabajo se
determind la viabilidad celular por medio del ensayo con calceina AM (actividad
metabolica), asi como por medio de la tincion con AV/IP, luego de 12 h de exposicion a
0-1.0 pg/mL de AgNPs. Con el ensayo AV/IP los autores no encontraron un efecto
citotdxico importante (viabilidad celular > 95% en todos los tratamientos): solo con la
concentracion mas alta de AgNPs (1.0 pg/mL) observaron una ligera contribucion por
apoptosis temprana, mientras que ninguna concentracion mostrd un impacto por
apoptosis tardia. No obstante, la exposicion a 1.0 pg/mL de AgNPs causé una
disminucion significativa de la viabilidad basada en la actividad metabdlica. Por tal
motivo los autores sugieren que la viabilidad basada en la actividad metabélica estuvo
afectada probablemente debido a la pérdida de constituyentes citoplasmaticos (proteinas,

organelos dafados) por efecto de autofagia inducida por las AgNPs [83].

Con una formulacidn distinta de AgNPs, Han et al. estudiaron los efectos de la exposicion
(25 pg/mL por 24 h) en la linea celular murina TM4 (células sertoli) por TEM. En las
micrografias observaron numerosos autofagosomas conteniendo material celular en
degradacion [84]. Por su parte Buttacavoli et al., al no observar un porcentaje
significativo de muerte por apoptosis ni fragmentacion del ADN en células SKBR3
(cancer de mama) expuestas a AgNPs (5 ug/mL por 24 h), investigaron la induccién de
autofagia como mecanismo de muerte celular. Por medio de tinciones especificas para
actividad lisosomal/vacuolar, asi como el anélisis de la expresion de marcadores
autofagicos con Western blot, reportaron un mecanismo de muerte celular autoféagica

prominente [31].
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Durante la privacion de nutrientes a la célula, la autofagia proporciona componentes
citoplasmicos a los lisosomas por medio de vesiculas de doble membrana, Ilamadas
autofagosomas. Esto para su degradacion y reciclaje, con lo cual se sintetizan nuevas

proteinas y organelos, o se metabolizan para suministrar energia [85].

Sin embargo, su activacion excesiva (macroautofagia), puede conducir a la muerte celular
al destruir grandes porciones del citoplasma, en situaciones donde la célula no es capaz

de activar la apoptosis canonica. En este sentido, la célula se “canibaliza” [80, 85, 86].

En efecto, existe evidencia de mecanismos de evasion de apoptosis en cancer de colon,
mediante la sobreexpresion de genes y proteinas anti-apoptoticas, asi como la reduccion
en la expresion de genes pro-apoptoticos [86]. En el trabajo realizado por Van der zande
et al. se reportd que, luego de 24 h de exposicion a AgNPs de 20 nm (25 pg/mL), entre
los procesos bioldgicos regulados de manera dominante, se encontré una fuerte

regulacién positiva de vias anti-apoptoticas [25].

De acuerdo con la literatura, un mecanismo clave para la evasion de apoptosis en células
de céncer de colon es la mutacién de la proteina supresora tumoral p53. En células sanas
p53 es un factor de transcripcion que se activa luego de un ligero dafio al ADN [54]. Su
activacion provoca la detencion del ciclo celular en fase G1 para permitir la reparacion
del ADN. Si el dafio es grave y no puede ser reparado con éxito, la proteina p53

desencadena la apoptosis mediante la liberacion de Bax y supresion de Bcl-2 [86].

La p53 mutada se ha encontrado en mas del 50% de todos los tipos de cancer humano y
especificamente en aproximadamente 80% de los tipos de cancer colorrectal. Esta pérdida
en la funcién de p53 disminuye la sensibilidad a dafio en ADN vy facilita la evasion de
apoptosis mediada por p53 en células cancerosas, lo que ofrece resistencia a diferentes

farmacos quimioterapéuticos [86].

También se ha reportado que en celulas HCT116 con p53 mutada, la apoptosis inducida
por 5-FU y oxaliplatino se redujo significativamente con respecto a la actividad de p53
natural [87]. Asi mismo, la exposicion con AgNPs de 20 nm sintetizadas con extracto de
Catharanthus roseus, provoco un aumento de la producciéon de ROS, activacion de la
cascada de sefializacion JNK y disminucion en el potencial de membrana mitocondrial en
células HCT116, pero no en HCT116 p53~. Con estos resultados Satapathy et al.
sugirieron que la induccion de apoptosis por efecto de dichas AgNPs derivadas de plantas
es un proceso dependiente de p53 [34]. Gurunathan et al. encontré que la expresion de
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distintos genes involucrados en la ruta de sefializacion de p53 sufrieron tanto regulacion
positiva como negativa, tras la exposicion a AgNPs de 6 nm (2-10 pg/mL por 24 h). Esta
regulacion aberrante de las proteinas efectoras p53 provocd ademas arresto del ciclo
celular [35].

En caso de estar frente a un mecanismo de evasion de apoptosis en HCT-15 provocado
por la persistencia del estimulo, i.e. una gran cantidad de AgNPs presentes tanto en el
ambiente extracelular como intracelular, es posible que las células puedan estar
experimentando un proceso masivo de autofagia que conduce a su muerte. Sin embargo,
las células no viables por autofagia no tendrian interaccion ni con la AV ni con el IP en

etapas tempranas de muerte celular.

De esta manera, el descenso significativo de la apoptosis con 10 mg/mL de AgNPs de
algunas formulaciones, asi como el aumento de restos celulares y aglomerados observado
durante los conteos de dichos ensayos en el microscopio, podrian ser el resultado de la

muerte por autofagia de porciones considerables de células.

Frente a la posibilidad de que, bajo estas condiciones experimentales, algunas
formulaciones de Argovit® induzcan la muerte celular de HCT-15 por un proceso
desproporcionado de autofagia, las determinaciones realizadas por azul tripano y AV/IP

no tendrian una coincidencia en cuanto al nUmero de células viables.

Por estas razones, seria adecuado complementar estos resultados mediante el estudio del
flujo autofagico y la generacion de vacuolas con los distintos Kits comerciales para la
tincion dual de autofagia/citotoxicidad, asi como por microscopia electrénica de
transmision. Incluso, para componer un panorama de las respuestas celulares a lo largo
del tiempo total de exposicion (24 h), resultaria conveniente evaluar estas concentraciones
de AgNPs con tiempos de exposicion méas cortos. De esta forma se elucidarian efectos
tempranos y se tendrian puntos de referencia de los efectos de Argovit® en células HCT-
15.

Luego de identificar las posibles razones para observar diferencias entre la viabilidad
determinada con cada tincion, resulta imprescindible considerar los parametros celulares
en los que se basan los distintos ensayos para medir la citotoxicidad y seleccionar el méas

adecuado para los objetivos de nuestro disefio experimental.
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El principal interés en la determinacion de la via de muerte celular fue determinar si las
AgNPs inducia una via de muerte celular por apoptosis 0 necrosis, ya que esta ultima se
ha asociado con procesos inflamatorios y de necrosis en tejido cuando se escala a
experimentos in vivo. Asi mismo, uno de los propdsitos de este estudio es examinar la
relacion de la via de muerte celular con la generacion de ROS y la fragmentacion de ADN,
como se ha descrito en otros trabajos [35, 78, 88-93]. Por esta razdn, a partir de este punto
y a lo largo del presente trabajo, se tomara como referencia la viabilidad celular

determinada mediante citometria de flujo.

Con excepcion de NP1, el efecto de las formulaciones en la viabilidad celular
describe comportamientos similares: se registra una viabilidad inicial de ~70% en los
ensayos con la dosis mas diluida de AgNPs (0.01 mg/mL), seguido de porcentajes por
debajo de este valor inicial con las siguientes dos concentraciones (dosis mayores en uno
y dos oOrdenes de magnitud) y finalmente un singular incremento de la viabilidad
(significativo en al menos tres de las cuatro formulaciones que exhiben esta condicién)

en los ensayos con 10 mg/mL de AgNPs, que supera los valores iniciales de viabilidad.

Con base en este comportamiento observado, el 50% de viabilidad celular deberia
alcanzarse a una dosis comprendida entre 0.1 y 1 mg/mL de AgNPs, intervalo donde se
registra la mayor actividad antiproliferativa. En tal caso, dichas concentraciones serian
mucho mayores que la concentracion inhibitoria media (ICso) de los farmacos de primera

eleccion para el tratamiento de cancer de colon, reportadas en la literatura.

En el trabajo realizado por Cheng et al. se determind una 1Cso de 2.102 x10°3 mg/mL del
farmaco 5-fluorouracilo en células SW480, es decir, apenas un quinto de la dosis mas
baja estudiada en este trabajo [94]. Ademas, de acuerdo Mohammadian et al. el
profarmaco conocido como capecitabina (P.M. 359.35 g/mol), el cual es activado por las
células tumorales a 5-FU, registrd valores de ICso de 1.175x107 y 5.857x10™* mg/mL en
las lineas tumorales HT-29 y HCT116 respectivamente [95, 96]. En estas mismas lineas
celulares, se determiné una ICso de 1.827x10° mg /mL (HT-29) y 6.913 x10™* mg/mL
(HCT116) para el farmaco oxaliplatino (P.M. 397.3 g/mol) [95, 97].

Por otra parte, Jang et al. reportaron una ICso de 0.04 mg/mL en celulas HT-29 tratadas
por 24 h con el farmaco irinotecan [98, 99]. En este trabajo, NP4 causé la muerte del 31%
de la poblacion celular con la cuarta parte de esa concentracion. Por este motivo, con el

fin de identificar la maxima actividad antiproliferativa de las formulaciones NP2 a NP4,
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resultaria conveniente estudiar concentraciones ligeramente mayores (puesto que la
mayor citotoxicidad se encuentra desplazada hacia 0.1 mg/mL) esperando obtener una

ICso menor que la de este farmaco.

Con respecto a la formulacion NP5 la mayor citotoxicidad se concentra en 1 mg/mL,
experimento que registr6 el mayor efecto antiproliferativo de los 20 tratamientos
evaluados. En general resulta clara la necesidad de evaluar el efecto de un espectro méas
amplio de concentraciones, especialmente aledafias a las concentraciones de mayor
actividad antiproliferativa. De este modo, al reunir mas datos se podria calcular una 1Csgo

con mayor precision con un modelo matematico adecuado.

En relacion con el comportamiento observado en los tratamientos con NP1 (Figura S3.B),
su toxicidad parece depender de la dosis administrada. De este modo, con 10 mg/mL
apenas se alcanza una viabilidad de 65%, por lo que se esperaria un mayor efecto
citotoxico a concentraciones mas elevadas que no pueden ser evaluadas bajo estas
condiciones experimentales. Lo anterior debido a que la méaxima concentracion de AgNPs

proviene de la suspension stock de Argovit®.

A pesar las altas concentraciones de Argovit® necesarias para generar un efecto in
vitro equiparable al de algunos farmacos de primera eleccion (0.1-1 mg/mL contra 6x10°
4-1x10" mg/mL), es importante reflexionar acerca de los graves efectos secundarios, asi
como el desarrollo de mecanismos de resistencia de algunos tipos de cancer frente a los

farmacos comunes.

Mas aun, en el trabajo realizado por Was et al. se demostré que las células de cancer de
colon HCT116 y SW480 experimentan senescencia (arresto irreversible del ciclo celular),
y algunas adquieren varias caracteristicas de células madre luego del tratamiento con 5-
FU o irinotecan. La acumulacion de células cancerosas senescentes se ha asociado con la
resistencia a farmacos, mientras que la presencia de células madre cancerosas promueve

la reaparicion del cancer luego de completar la intervencion terapéutica [14].

Es por esto que, con el fin evitar la resistencia a farmacos y la recurrencia de tumores en
experimentos in vivo, asi como potenciar la actividad anticancerigena de los tratamientos
con Argovit®, la aplicacion combinada de estos agentes (AgNPs + farmaco) podria

representar una alternativa adecuada.
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En efecto, muchos modelos terapéuticos para cancer de colon implican la
administracion de dos 0 més de estos fArmacos en conjunto para lograr una respuesta mas
eficaz. Uno de los tratamientos mas comunes implica el uso de 5-FU en combinacion con
leucovorina (&cido folinico), la cual incrementa el efecto del primero mediante la
inhibicién de la timidilato sintasa [14, 100, 101].

En cancer colorrectal avanzado o metastasico, se utiliza la combinacion de los farmacos
irinotecan y 5-FU [98, 102, 103]. Se ha sugerido que la respuesta Optima de esta
combinacion depende de la secuencia de administracion, duracion de la exposicion y la
frecuencia de administracion de cada uno de los farmacos [104]. Asi mismo, el
tratamiento multiquimioterapico conocido como FOLFIRINOX comprende el uso de los

cuatro farmacos 5-fluorouracilo, leucovorina, irinotecan y oxaliplatino.

En este sentido, de lograr una sinergia aditiva con Argovit® y farmacos de primera
eleccion la cantidad requerida de cada agente se veria reducida, en el mejor de los casos

de manera significativa, asi como los severos efectos secundarios.

Se ha reportado que nanoparticulas de oro cargadas con 5-FU incrementan el efecto
citotoxico hasta dos veces en células de cancer de colon obtenidas de un tumor humano
[15]. Brown et al. unieron el componente activo de oxaliplatino a AuNPs funcionalizadas
con una monocapa de polietilenglicol (PEG), mejorando la entrega y la actividad
antiproliferativa del farmaco en lineas celulares de cancer de colon luego de 72 h de
exposicion. En células HCT116 resultaron ser igual de activas que el control de
oxaliplatino, mientras que en células RKO, HCT-15 y HT-29 demostraron ser 1.3, 4.6 y
5.6 veces mas citotdxicas respectivamente [23].

Por su parte Tumala et al. también reportaron la actividad antitumoral de oxaliplatino al
encapsularlo en AuNPs (Ox-AuNPs). En células HCT116, las AuNPs por si solas
resultaron ser practicamente inocuas en todas las concentraciones estudiadas (0.5-10 uM)
mientras que con Ox-AuNPs la viabilidad se redujo significativamente. Ademas esta
conjuncién farmaco-NP presenta una citotoxicidad in vitro ligeramente mayor que el
farmaco puro, lo que fue consistente con una mayor reduccion del tamafio del tumor en

un modelo in vivo con ratones BABL/c [24].

De esta manera la cantidad necesaria de cada agente en Ox-AuNPs, asi como los efectos
secundarios, se vieron reducidos en el modelo in vivo [24]. Teniendo esto en cuenta, la

administracion combinada de Argovit® con el farmaco o la sintesis del conjugado
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farmaco-Argovit® podria mejorar su eficacia terapéutica, por lo que valdria la pena

evaluar la actividad antiproliferativa como una primera aproximacion.

En este sentido Sdnchez-Navarro et al. reportan un método sencillo para la sintesis verde
de AgNPs y funcionalizacion con 5-FU mediante el uso de extracto de guanabana,
Annona muricata, el cual funge simultaneamente como agente reductor y de
funcionalizacion durante la sintesis. El tamafio promedio de las nanoparticulas resultantes
fue de 16.46 nm, similar al diametro promedio de las formulaciones NP1, 3 y 4 de
Argovit® [66].

Ademas de valorar la eficacia de las formulaciones de Argovit® con respecto a los
farmacos de primera eleccion en lineas celulares de cancer de colon, resulta apropiado
también comparar su desempefio con el efecto antiproliferativo de otras formulaciones de
AgNPs. En la Tabla 7 se compila el efecto de distintas formulaciones sobre la viabilidad

celular de lineas de cancer de colon.

Tabla 7. Exposicion de lineas celulares de cancer de colén a AgNPs por 24 h.
Linea Formulacién AgNPs Tamafio Conc. Viabilidad Ref.
celular (nm) [ug/mL] (%)
HCT116 6 2 ~80
. . 10 ~10
AT-29 Sin recubrimiento - 5 75 35
10 ~6
LoVo . 10 ~52 78
cNoann2i>'[(raa§I)TM estabilizadas 20 10 266
60 ~85
HCT-15 NP1 | 16.4+8.0 81.26
Argovit® NP2 | 25.4+13.2 7451 Presente
Estabilizadas con | NP3 | 19.0 + 9.3 10 71.80 trabaio
PVP NP4 | 164+ 8.1 68.72 )
NP5 | 30.6+23.2 70.10
Caco2 . ® - 1 ~83
(I?c:(r)]ilij{reatoestablllzadas 204 10 = 4
20 ~34
Caco?2 5 ~79
20.3+1.9 25 77
BioPure® estabilizadas 5 ~72
con citrato 34.4£34 25 ~94 25
5 ~72
61.2+5.3 25 77
DLD-1 25 ~63
35 5 ~49
Argovit® 10 ~5 33
HT-29 Estabilizadas con PVP 25 ~63
35 5 ~43
10 ~4

55



Cabe mencionar que en los trabajos consultados se evaluaron intervalos de
concentraciones pequerfias (por debajo de las concentraciones aqui evaluadas), por lo que
se considerd adecuado comparar sus efectos respecto de la concentracion inmediata de
Argovit® (0.01 mg/mL). De esta manera, algunos trabajos reportaron mayor eficacia con

concentraciones ligeramente por encima y debajo de 0.01 mg/mL de AgNPs.

Asimismo, en vista de las bajas concentraciones de los farmacos de primera eleccion que
tienen un efecto importante sobre la viabilidad celular, seria conveniente evaluar dosis
maés diluidas de AgNPs. Esto con el fin de elucidar mejor el espectro de actividad
antiproliferativa de Argovit® y escudrifiar posibles tratamientos que proporcionen mayor

eficiencia.

En vista del potencial antiproliferativo las formulaciones Argovit® en HCT-15y de
la induccién predominante de muerte celular via apoptosis, es preciso reflexionar sobre

los mecanismos moleculares implicados en la activacion de esta via.

Se sabe que uno de los factores que contribuyen a la induccidn de apoptosis es el aumento
de los niveles de ROS y los efectos derivados (dafio mitocondrial y en ADN, inactivacién

de proteinas, peroxidacion de lipidos) [57].

Si bien el fenotipo canceroso implica una condicion de niveles elevados de ROS
intracelulares, que promueven su crecimiento y proliferacion, al mismo tiempo estas
células son mas sensibles a un incremento de ROS que las células sanas. Por tal motivo,
el uso de agentes que induzcan ROS para atacar cancer, es uno de los mecanismos de
accion de algunos farmacos. Ejemplo de ello son los farmacos basados en quinonas, como
doxorrubicina, geldanamicina, y mitoxantrona, por mencionar algunos [57]. De manera
similar se ha reportado que la produccion de ROS y el subsecuente estrés oxidativo
desempefian un papel clave en la citotoxicidad de las AgNPs, promoviendo la activacion

de vias de muerte celular dependientes de la mitocondria [88-93].

En un estudio previo Juarez-Moreno et al. reportaron un incremento de la produccion de
ROS y de células apoptoéticas con la linea HelLa de cancer cervicoturerino y las lineas
MDA-MB-231 y MCF7 de cancer de mama, luego de 24 h de exposicién a una
formulacién de Argovit®. Este aumento mostrd ser dependiente de la dosis de AgNPs,

en el intervalo de concentraciones de 1.25-10 pg/mL [33].
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Un estudio molecular detallado sobre la citotoxicidad de AgNPs en la linea de cancer de
colon HCT116 fue realizado por Gurunathan et al. En dicho estudio la exposicion a
AgNPs (2—10 pg/mL durante 24 h) provoco la pérdida de potencial en la membrana
mitocondrial, lo cual se asocid con la creciente acumulacion de ROS que originé el
descenso de la viabilidad celular. De acuerdo con los autores, la despolarizacion de la
membrana mitocondrial aumenta luego la produccion de ROS, que es el principal factor
que activa las rutas intrinsecas de apoptosis. Ademés, como podria esperarse, el dafio
mitocondrial mengud la produccion de ATP. En general el efecto de las AgNPs sobre
todos estos pardmetros exhibié una relacion lineal con la concentracion de las mismas
[35].

Miethling-Graff estudid los efectos de AgNPs recubiertas con citrato, en células LoVo de
cancer de colon humano. Con 24 h de exposicién, encontrd que el aumento del numero
de células apoptéticas y necréticas, asi como de los niveles de ROS intracelulares,
dependia del tamafio (40, 20 y 10 nm) y de la concentracién de las nanoparticulas
(intervalo de concentraciones de 2.5-10 ug/mL). De este modo, con una concentracion
de 10 pg/mL las AgNPs mas pequefias indujeron el mayor nimero de células apoptoticas
y necréticas, asi como la mayor cantidad de ROS a las 24 h de exposicion [78]. Ademas,
en dicho trabajo se llevd a cabo un estudio proteémico cuantitativo de las células
expuestas a 10 pg/mL de AgNPs de 20 nm. La proteina peroxoredoxin-1 implicada en la
regulacion del ambiente redox celular, mostr6 gran regulacion positiva, lo que sugiere el
incremento en los niveles de peroxidos por efecto de las AgNPs. En este estudio ademas
se determind que las nanoparticulas indujeron cambios estadisticos en la “via de
disfuncion mitocondrial”. Entre las proteinas reguladas negativamente se encontraron
componentes del complejo I, 111 IV y V de la cadena de transporte de electrones, lo que
probablemente atenda la produccion de ATP [78].

De acuerdo con nuestros datos (Figura 25), la generacion de O2™~ en una porcion de la
poblacién celular no exhibe una correlacion con la porcién de células apoptoticas (o con
la muerte celular en general) necesariamente en todo el intervalo de concentraciones
evaluadas. Con excepcion de NP1, todas las formulaciones mostraron porcentajes de
eventos positivos para O2 y apoptosis muy proximos (diferencia de menos de 15%) entre
si, a las concentraciones 0.1 y 1 mg/mL (Figura S4). NP4 mostro ademas correlacion en

la frecuencia de estos dos grupos con 0.01 mg/mL de AgNPs.
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En este sentido, algunos autores reportan que la despolarizacion de la membrana
mitocondrial por efecto de las nanoparticulas, agudiza a su vez la produccion de ROS en
cancer de colon [35]. Por tal motivo, con el fin de ganar un mejor entendimiento del papel
de la mitocondria en la citotoxicidad ejercida por las AgNPs, seria conveniente medir el

efecto de estas concentraciones en el potencial de membrana mitocondrial.

Por otro lado, con la concentracién mas baja de nanoparticulas se registrd6 una menor
cantidad (~23%) de eventos apoptoticos que de eventos O»" positivos. Una posible razén
de dicha diferencia es que, a pesar de inducir una cantidad importante de ROS
mitocondriales con 0.01 mg/mL de AgNPs, los niveles intracelulares no sean lo

suficientemente altos como para romper el equilibrio rédox y desencadenar apoptosis.

Es por ello que, con el fin de complementar estas evaluaciones y determinar si las células
con los tratamientos que indujeron apoptosis experimentan ademas estrés oxidativo, se
sugiere el empleo de ensayos capaces de medir los niveles de ROS de la poblacién celular
(liberacidn al medio de cultivo) o marcas caracteristicas de estrés oxidativo como la

carbonilacion de proteinas o la generacion de malondialdehido (MDA) [32].

El MDA es el producto final de la peroxidacién de acidos grasos poliinsaturados, por lo
que representa un marcador bioldgico de estrés oxidativo. Se han desarrollado muchos
métodos con los cuales por medio de la medicion de los niveles de esta molécula se puede

cuantificar el estrés oxidativo in vitro e in vivo [105].

Otra posible razon es que la acumulacion de ROS mitocondriales no sea el principal factor
que desencadene muerte celular en los cultivos de células HCT-15 expuestas a 0.01
mg/mL de Argovit®. Con esta misma concentracion (10-20 pg/mL), y nanoparticulas de
tamafo similar (20.4 nm), los resultados de Sahu et al. tampoco soportan una relacién
directa del estrés oxidativo con la citotoxicidad de las AgNPs en células Caco2. A pesar
de registrar una disminucion (de ~40%) significativa en la viabilidad, el potencial de
membrana y el contenido de ADN intacto, los autores no detectaron ningin aumento en

los niveles de ROS intracelulares [4].

Algo similar ocurrié en los tratamientos con la concentracion mas alta (10 mg/mL).
Curiosamente, con esta cantidad de nanoparticulas se registrd el incremento en el nimero
de células O2~ positivas y la disminucion de células apoptoticas, ambos eventos
significativos. Esta divergencia apoya la idea de la activacion masiva de la autofagia,
sugerida anteriormente en esta discusion.
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Desde 1998 se habia observado que las mitocondrias despolarizadas, un elemento
caracteristico de la apoptosis, eran eliminadas rapidamente por autofagia en hepatocitos
primarios. Asi, al eliminar las mitocondrias dafiadas las células previenen la liberacion de
componentes pro-apoptoticas de este organelo para evitar la apoptosis [80]. Incluso, en el
tratamiento de casos avanzados de cancer colorrectal, algunas intervenciones buscan la
inhibicion farmacoldgica de la autofagia como estrategia para mejorar la eficacia de las
terapias [106].

La autofagia misma no representa una via de muerte celular, sino una estrategia de la
celula en su intento por sobrevivir en condiciones de estrés, como el que se induce por
terapia [106]. Es solo cuando la célula falla en este intento de sobrevivir con procesos
masivos de vacuolizacion (degradacion de porciones importantes del citoplasma), que la
autofagia conduce a la muerte de la célula. De esta forma se tendrian células HCT-15 con
niveles de ROS mitocondriales elevados que evitan morir, y células que mueren por la
activacion masiva de autofagia y cuya muerte no puede ser detectada por los ensayos de

viabilidad utilizados en este trabajo.

Para realizar una valoracion preliminar integra de las formulaciones de Argovit®
como posibles agentes terapéuticos, ademas de investigar su actividad antiproliferativa

en un modelo tumoral resulta preciso estudiar su citotoxicidad en un modelo celular sano.

Previamente en este trabajo, se sefial6 el caracter inocuo de Argovit® en cultivos de
linfocitos de bazo de ratones BALB/c. Sin embargo, en el modelo de monocitos, los
cuales constituyen una de las primeras lineas de defensa contra patdgenos y agentes
extrafnos, las AgNPs presentaron una citotoxicidad significativa con una clara dosis-

dependencia en las cinco formulaciones.

Existe poca informacion acerca del efecto de AgNPs en cultivos primarios de
monocitos/macréofagos de raton, sin embargo hay reportes de la citotoxicidad en lineas
celulares humanas y murinas. Carlson et al. reportan la toxicidad tamafo- y dosis-
dependiente en macrofagos alveolares de rata tratados con AgNPs de 15, 30 y 55 nm por
24 h, donde las particulas méas pequefias exhibieron un efecto citotoxico mayor. En este
estudio ademas se reportan valores de ICsp de 27.87 £ 12.23,33.38 £ 11.48 y >75 pg/mL
respectivamente [107].

En el trabajo de Park et al. se estudio el efecto de la formulacion comercial nanoComposix
de AgNPs de 20, 80 y 133 nm en la linea RAW 264.7 de macrdfagos de raton. En este
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modelo las nanoparticulas disminuyeron considerablemente la actividad metabdlica luego
de 24 h de exposicion, siendo las de 20 nm las que indujeron una mayor reduccion. Con
4 h de exposicion solo las nanoparticulas de 20 nm en concentracion de 100 pg/mL
exhibieron un incremento significativo en la produccion de ROS, mientras que las otras
solo registraron un efecto minimo [108]. En este articulo, también se midi la liberacion
de marcadores de inflamacion con 24 h de exposicion a AgNPs (IL1a, IL1p3, IL6, MIP1a,
MIP1 B, MIP2, GCSF y TNFa). La exposicion a los tres tamafios de nanoparticulas
resultd en la liberacion de marcadores de inflamacion; todos fueron inducidos en mayor

medida por las AgNPs de 20 nm.

Martinez-Gutierrez et al. trataron la linea celular THP-1 de monocitos humanos (leucemia
monocitica) activados con forbol miristato acetato (PMA) y tratados con AgNPs de 24
nm, durante 24 h. Ellos reportan la secrecion de las citocinas inflamatorias IL-6 y TNF-a
con concentraciones > 10 ug/mL [109]. Butler et al. reportan que bajas concentraciones
de AgNPs recubiertas con citrato de sodio, de 10 nm (15 pg/mL) y 20 nm (20 pg/mL)
indujeron la generacién de micronucleos en este mismo modelo. Ademas las AgNPs
produjeron rupturas en la cadena de ADN debido a la liberacion de iones de plata (Ag®)

tras la endocitosis por las células THP-1 [69].

En la Tabla 8 se concentran datos de viabilidad celular en monocitos humanos/murinos
de esta y otras fuentes. En todas estas referencias el efecto citotdxico fue dependiente de
la dosis y del tamafio de las particulas. De acuerdo con este comportamiento, en la tabla
se aprecian las minusculas concentraciones (10-50 pg/mL) de otras AgNPs capaces de
matar a una fraccion significativa de monocitos, mientras que 1000 pg/mL de las
formulaciones de Argovit® apenas disminuyen en un ~30% la poblacién de monocitos.
Este hecho refleja el carécter toxico de otras formulaciones de nanoparticulas contra el
bajo efecto citotoxico de Argovit®, lo que pone en evidencia su potencial aplicacion

biomédica.

Un detalle destacable en este trabajo, es el hecho de que los tratamientos con Argovit®
resultaran practicamente inocuos en linfocitos primarios de raton y considerablemente
nocivos para monocitos. Este evento es consistente con lo descrito por Greulich et al. en
monocitos y linfocitos T aislados de sangre periférica humana. De manera similar estas
células primarias se expusieron a AgNPs de 70 nm recubiertas con PVP durante 24 h.

Luego de la exposicion se registro un efecto toxico importante en monocitos mientras que
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en las poblaciones de linfocitos T no hubo efecto significativo. Esto estuvo directamente
relacionado con la presencia de aglomerados de AgNPs en el citoplasma de los monaocitos
(detectado por microscopia Optica, citometria de flujo y microscopia electronica de
barrido), de lo cual no se encontr6 evidencia en linfocitos incluso luego de 7 dias de
exposicion [68]. Ademas, Zolnik et al. reportaron que las nanoparticulas son a menudo

tomadas primero por los fagocitos del sistema inmunitario como los monocitos [110].

Tabla 8. Viabilidad monocitos/macréfagos expuestos a AgNPs por 24 h.
Célula Formulacion AgNP Tamafio Conc. Viabilidad Ref.
(nm) [ng/mL] (%)
Macréfagos Sin recubrimiento 15 27.87
primarios de rata 30 33.38 50 107
55 >75
RAW 264.7 | Sin recubrimiento 44-106 2.5 74.3
Macréfagos  de 5 37.5 113
raton 10 5.5
THP-1 Monocitos | Sin recubrimiento 24 2 98.7
humanos 5 92.3
activados con 6.25 91 109
PMA. 12.5 66.7
50 41.5
THP-1 Monocitos | hanoComposix. 100 0-50 NG t6xico
humanos Estabilizadas en 50 0-50
buffer de citrato. 20 25 ~80.35
30 ~77.62
40 ~69.20
50 ~64.19 69
10 25 ~67.80
30 ~53.26
40 ~47.0
50 ~ 38.24
Monocitos Recubiertas con PVP 20 ~ 88.47
humanos 70 25 ~ 76.38 68
primarios 30 ~ 56.66
Monaocitos Argovit® NP1 | 16.448.0 74.80
primarios de raton | Estabilizadas | NP2 | 25.4+13.2 70.33 Presente
BALB/c con PVP NP3 | 19.0+9.3 1000 73.38 trabaio
NP4 | 16.4£8.1 73.10 J
NP5 | 30.6+23.2 74.38

En este sentido el proceso de incorporacion, y subsecuente citotoxicidad, de las AgNPs
esta profundamente relacionado con el papel que desempefian estas células del sistema
inmunitario durante la respuesta a agentes extrafios. Los monocitos forman parte del
sistema inmunologico, especificamente estan involucrados en la respuesta fagocitica, una
vez diferenciados a macrofagos tienen la capacidad de ingerir cuerpos extrafios y destruir

el agente invasor. Por su parte los linfocitos, que carecen de esta capacidad fagocitica,
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desempefian la funcion de reconocimiento de antigenos [111]. Por ello, al no poder los
linfocitos identificar antigenos en las nanoparticulas, no resulta extrafio observar una
mayor respuesta en los cultivos primarios de monocitos, como consecuencia de la
diferenciacion promovida por las AgNPs y probablemente el aumento de fagocitosis
[112].

El analisis del mecanismo de muerte celular inducido por las AgNPs en monocitos,
es otro punto importante a discutir en la valoracion de Argovit® como agente terapéutico.
Orlowski et al. probaron AgNPs (2.5, 5 y 10 ug/mL) altamente polidispersas (tamafios de
44-106 nm) estabilizadas con citrato en macr6fagos RAW 264.7 de raton durante 24 h de
exposicion. Con solo 5 pg/mL de AgNPs la viabilidad se redujo a mas de la mitad
(37.5+6.5%). Ademas de la considerable citotoxicidad, la muerte celular inducida por los
tratamientos ocurri6 de manera predominante por necrosis, superando con creces
(diferencias de 80 y 90% con 5 y 10 pg/mL respectivamente) el porcentaje de células
apoptdticas. Asi mismo detectaron la activacion de caspasa-1, lo que promoveria una

respuesta inflamatoria ante la presencia de las AgNPs [113].

También Foldbjerg et al. reportaron que AgNPs de ~70 nm recubiertas con PVP,
indujeron la produccion de ROS, apoptosis y necrosis en la linea THP-1 [114]. Teniendo
esto en cuenta, resulta primordial efectuar el ensayo con AV/IP con monocitos y
determinar las vias de muerte celular inducidas por las AgNPs utilizadas en este trabajo,

asi como su posible relacion con la produccién de ROS.

Cabe destacar que los tratamientos mas toxicos en monocitos primarios fueron aquellos
con 10 mg/mL de nanoparticulas, mientras que la mayor citotoxicidad en HCT-15 se
registr6 con concentraciones menores. Por ello podemos suponer que con la
diferenciacion de los monocitos de raton BALB/c hacia macrofagos, estos Gltimos pueden
internalizar incluso los aglomerados de AgNPs (maés frecuentes a concentraciones altas)
que las células tumorales no pueden. En otras palabras, las concentraciones de interés (las
de mayor de actividad antiproliferativa) en HCT-15 son distintas de aquellas que resultan

ser toxicas en los modelos de células sanas, con excepcion de la formulacién NP1.

Lo anterior resulta conveniente para realizar investigaciones complementarias, pues al
administrar estos tratamientos especificos en sistemas mas complejos (p.e. modelos in
vivo) se esperaria que fueran nocivos en células cancerosas e inocuos (o ligeramente

toxicos) en células sanas, lo cual supone una ventaja hacia una aplicacion terapéutica. De
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manera analoga, estudios previos han mostrado que Argovit posee actividad
antimicrobiana a concentraciones que no resultaron ser toxicas para células y tejidos de

mamiferos, como diferentes 6rganos de ratones y experimentos in vivo en ratas [115-117].

De este modo, administrar la formulacion y dosis adecuada de AgNPs en modelos
tumorales mas complejos (p.e. cultivos celulares 3D, ensayos in vivo, entre otros) podria
comprometer ligeramente (o incluso no hacerlo) la integridad de células sanas. Por otro
lado, con la intencidn de disponer formulaciones con alta actividad antiproliferativa y
accion especifica entre células sanas y cancerosas, la NP1 no parece ser buen candidato

para posteriores investigaciones contra el cancer de colon.

Un aspecto de gran interés en torno a la respuesta celular, es si la citotoxicidad
suscitada por diferentes formulaciones de AgNPs es producto de la interaccion de la
maquinaria celular con la propia particula, o con los iones Ag* que pueden ser liberados

del nanomaterial.

van der Zande et al. evaluaron el efecto de AgNPs (25 pg/mL de 20, 30, 60 y 110 nm
estabilizadas con citrato), asi como de AgNOs, en células Caco-2 (adenocarcinoma
colorrectal) y MCF7 (cancer de mama). El analisis transcriptomico revel6 una gran
similitud entre las respuestas de expresion genética a la plata en forma ionica y
nanoparticulada. También se demostrd la internalizacion y degradacion intracelular de las
AgNPs, lo que apoya el mecanismo “caballo de Troya”; los autores consideraron que los
efectos observados se deben Unicamente a la exposicién crénica a Ag*® como
consecuencia de la disolucidn intracelular de estas AgNPs, en lugar de mecanismos mas

complejos y especificos para nanoparticulas [25].

En un modelo distinto, células de leucemia mieloide aguda (linea celular SHI-1) fueron
tratadas con AgNPs recubiertas con PVP y iones de plata. En dicho trabajo, la
administracion conjunta de vitamina C pudo revertir por completo las ROS inducidas por
AgNPs, pero no pudo prevenir los cambios en el potencial de membrana mitocondrial, el
dafio en ADN ni apoptosis. Esto mostro que, si bien el aumento en los niveles de ROS
juega un papel importante en la citotoxicidad de las AgNPs, no es el Gnico mecanismo
por el cual las nanoparticulas ejercen su toxicidad. Asi mismo, las células expuestas a
AgNPs exhibieron niveles de ROS similares a los de las células tratadas con iones Ag",

sin embargo, los iones mostraron una mayor toxicidad que las nanoparticulas [118].
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De manera distinta, Verano-Braga et al. reportaron que las nanoparticulas de plata (10
pug/mL de NanoXact™ de 20 y 100 nm recubiertas con citrato) y los iones de plata (en
cantidades equivalentes) influyen en la expresion de conjuntos diferentes de proteinas, y
que un mayor namero de proteinas fue regulado por las nanoparticulas que por los iones
Ag" en células LoVo (adenocarcinoma colorrectal). Esto revelé que las nanoparticulas
desempefian un papel clave en la induccion del estrés celular. Particularmente la
administracion de nanoparticulas de 20 nm provocé una mayor produccion de ROS (30%
mas) que la cantidad equivalente de iones Ag* [32].

Por este motivo, seria interesante evaluar concentraciones equivalentes de sales de plata,
p.e. AgNOs, e investigar si generan efectos similares en HCT-15 cuando se efectuan las
mismas determinaciones. De esa manera podremos conocer si el recubrimiento de PVP,
asi como la aglomeracion de las AgNPs, permite o dificulta la liberacion de iones Ag* del

ndcleo metalico.

9. Conclusiones

Las formulaciones de Argovit® exhibieron un efecto antiproliferativo e indujeron
apoptosis en cultivos de células HCT-15. Es necesario evaluar el efecto a concentraciones

préximas a las de mayor eficacia para determinar la 1C50.

Se observé una generacién de ROS mayor a 40% en los cultivos tratados con 10
mg/mL de NP3-NP5, aunque estos tratamientos no fueron los que presentaron mayor
apoptosis. Por lo tanto, la induccién de apoptosis en la linea tumoral no fue promovida
directamente por la generacion de ROS. Debido a las diferencias de viabilidad observadas
entre la tincidn por citometria de flujo y por exclusion vital y debido a lo reportado en la

bibliografia se sugiere la posibilidad de una muerte celular causada por macroautofagia.

Los tratamientos de mayor accion antiproliferativa en la linea tumoral resultaron en una
ligera citotoxicidad en el modelo de células sanas. Es necesario evaluar la citotoxicidad

en modelos méas complejos para confirmar la selectividad.
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Anexos

NP1

4 s ".' 5
Figura S1. Micrografias de TEM representativas de las formulaciones de AgNPs. Barra =20 nm
en NP1; 50 nm en NP2, NP3 y NP4; 100 nm en NP5.
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Figura S2. Distribucion de didmetros de nanoparticulas por intensidad con DLS. Formulaciones

A) NP1 — E) NP5.
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Figura S3. Viabilidad celular determinada por A) conteos en cdmara de Neubauer de las tinciones
con azul tripano y B) citometria de flujo utilizando la tincion con AV/IP. Las células consideradas
viables son aquellas que no presentan tincion. Los resultados representan la media + desviacion
estandar de tres ensayos independientes por triplicado. Significancia *p < 0.05 respecto al control.
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Figura S4. Comparacion de las respuestas celulares con cada formulacion de AgNPs. Fraccion
con produccion de superdxido, apoptética, viable, y muerta de la poblacion celular luego de 24 h
de exposicion.
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