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Capitulo 1. Introduccion

1.1 Cancer: un problema de salud publica

El cancer se define como un amplio grupo de enfermedades que puede afectar a cualquier
parte del organismo, refiriéndose principalmente a “tumores malignos” o ‘“neoplasias
malignas”. El cancer es producido por una transformacion de las células normales a células
cancerosas por medio de un proceso en varias etapas que desencadena la formacion de

tumores malignos [1].

Esta patologia se asocia con la interaccion entre factores genéticos de la persona y algunos
agentes externos, tales como: carcinégenos fisicos, como las radiaciones de tipo ultravioleta
y ionizantes; carcindgenos quimicos, como el asbesto, los componentes de cigarros, las
aflatoxinas (contaminantes de los alimentos), el arsénico, y carcindgenos biol6gicos, como

ciertos virus, bacterias y parésitos [2].

Ademas, el cancer en edades de 30 a 69 afios es la primera o segunda causa principal de
muerte prematura, en 134 de 183 paises, y ocupa el tercer o cuarto lugar en otros 45 paises
mas. En México, el cancer se ubica en la segunda posicién como principal causa de muerte

de la poblacién.

En cuanto a la incidencia, que se define como el nimero de casos nuevos de una enfermedad
en una poblacién y en un periodo determinados y puede expresarse como el nimero absoluto
de casos nuevos en un afio 0 como tasas (numero de casos nuevos por 100.000 personas por
afio) [3]. Se estima que la incidencia de cancer a nivel mundial excedera los 27 millones de
nuevos casos por afio para 2040, un aumento del 50% en los 18.1 millones estimados en
2018. De los 15.2 millones de muertes prematuras por enfermedades no transmisibles en todo

el mundo en 2016, 4.5 millones (29.8%) se debieron a cancer [2,4].



Segun las estimaciones de la OMS (Organizacion Mundial de la Salud), en el 2016 en edades
de 70 a 91 afios se identificd al cancer como la primera o segunda causa de muerte en 172
paises, y ocupa el tercer o cuarto lugar en 22 paises adicionales (Figura 1) [5].

Ranking de mortalidad
prematura por cancer (0-63)

1era (48)

2da (43)

Jera-4ta (22) “
5ta - 10ma (59)

- Sin datos I:l No aplica

World Health
Organization

@ WHO 2018, Al rights reserved

Figura 1. Mapa global que presenta la clasificacion nacional del cAncer como causa de muerte
en edades inferiores a 70 afios en 2016. El nimero de paises representados en cada grupo de
clasificacion se incluye en la leyenda entre paréntesis. Los colores de la grafica representan la
posicion del cancer como causa de muerte en los paises marcados. Fuente: Organizacion Mundial de
la Salud. Adaptado de: “Global Map Presenting the National Ranking of Cancer as a Cause of Death
at Ages Below 70 Years in 2016”.

Especificamente, el cancer es actualmente la causa principal de muerte prematura en la
mayoria de los paises con IDH (indice de Desarrollo Humano) alto o muy alto, incluido
Canada y los Estados Unidos, en América del Norte; Argentina y Chile en América del sur,
la mayoria de los paises de Europa (incluidos Francia, Alemaniay el Reino Unido), Australia

y Nueva Zelanda en Oceania, y Japon, la Republica de Corea, y Singapur en Asia [5].

Al ser una enfermedad compleja, los patrones y tendencias en mortalidad varian
notablemente entre paises y a través de tipos especificos de cancer. Estas variaciones son

debidas a las diferencias en los estilos de vida cambiantes y otros factores locales.



NUmero de casos nuevos estimados en 2018, a nivel mundial, ambos sexos, todas las edades

A

Pulmon
093 876 (11.6%)

Otros canceres
4 446 448 (24.6%)

Mamario
2 088 B49 (11.6%)

Cuello uterino
382 069 (2.1%)
Rifion
403 262 (2.2%)
Leucemia
437 033 (2.4%)
Pancreas
458 918 (2.5%)
Linfoma no-Hodgkin
509 590 (2.8%)

Colorrectal
1 849 518 (10.29%)

Vejiga
549 393 (3%)
Tiroides Prostata
567 233 (3.1%) 1276 106 (7.1%)
Cervical Estémago
569 847 (3.2%) 1033 701 (5.7%)

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

Total : 18 078 957

Numero de muertes estimadas en 2018, a nivel mundial, ambos sexos, todas las edades

Pulmon
1761 007 (18.4%)

Otros canceres
2 802 D46 (29.3%)

Colorrectal
880 792 (9.2%)

Leucemia
309 006 (3.2%)
Cervical
311 365 (3.3%)
Prostata
358 089 (3.8%)

Pancreas
432 242 (4.5%)

Estomago
782 685 (8.2%4)

Higado
781 631 {8.2%4)

Eséfago Mamario
508 585 (5.3%4) 626 679 (6.6%)

Total : 9 555 027

Figura 2. Gréaficos de incidencia y mortalidad a nivel mundial de distintos tipos de cancer en
ambos sexos y todas las edades. A) En el caso de la incidencia se muestran los canceres con mayor
numero de casos diagnosticados en 2018. B) La mortalidad se presenta con el nimero de defunciones
y porcentaje de estas en los 10 canceres con mas numero de muertes. Fuente: GLOBOCAN



La ultima version de la base de datos GLOBOCAN (septiembre de 2018) incluye
estimaciones de la incidencia, mortalidad y prevalencia de 36 tipos de cancer para 185 paises
del mundo. La figura 2 muestra graficos con la incidencia y la mortalidad de los principales
canceres a nivel mundial en ambos sexos y todas las edades. Se identifico al cancer de pulmén
como el cancer con mayor incidencia (11.6%) y mortalidad (18.4%). Los datos estiman un
total de 18 078 957 casos nuevos de todos los tipos de cancer, registrando un total de 9 555
027 muertes, el 52.8% de los casos nuevos totales en ese afo [5].

La figura 2B muestra distintos tipos de cancer con la mayor mortalidad a nivel mundial en
todas las edades y ambos sexos. Los 10 canceres con mayor mortalidad se presentan en el
siguiente orden, por nimero de muertes y porcentaje: 1. Pulmoén (1 761 007/18.4%), 2.
Colorrectal (880 792/9.2%), 3. Estobmago (782 685/8.2%), 4. Higado (781 631/8.2%), 5.
Mamario (626 679/6.6%), 6. Eséfago (508 585/5.3%), 7. Pancreas (432 242/4.5%), 8.
Prostata (358 989/3.8%), 9. Cervical (311 365/3.3%) y 10. Leucemia (309 006/3.2%) [5].

El cancer sigue constituyendo una de las principales causas de morbilidad y mortalidad del
mundo, con aproximadamente 18,1 millones de casos nuevos en el mundo en el afio 2018
(Gltimos datos disponibles a nivel mundial estimados dentro del proyecto GLOBOCAN). Las
estimaciones poblacionales indican que el nUmero de casos nuevos aumentara en las dos

préximas décadas hasta 30 millones al afio en 2040 [5].



Mujeres

Incidencia Mortalidad

Mamario
626 679 (15%)

Mamario o )
2 088 849 (24.2%6) tros canceres

1085 315 (26%)

Otros canceres
2 482 031 (28.8%)

Pulmén
576 060 (13.8%)
i " Leucemia
Linfoma no-Hodgkin Colorrectal 159 485 (3.105)
224 877 (2.6%) 823 303 (9.5%)
Higado Esofago
244 sa%{\z'.asarfi% 151 395 (3.6%) Colorrectal
olorre:
295 dlé (::;%) Ovario 396 568 (9.5%)
stomago 184 799 (4.4%)
349 947 (4.1%) Pulmén ¢ !
Utero 725 352 (8.4%) Pancreas Cervical
382 069 (4.4%) Tiraid cervical 205 332 (4.9%) 311 365 (7.5%)
iroides ervica Higado Estémago
436 344 (5.1%) 569 847 (6.6%) 233 256 (5.6%) 269 130 fs%%}
Total : 8 622 539 Total : 4 169 387
. ) Hombres :
Incidencia Mortalidad
Pulmén
Other cancers Pulmén e

1237 693 (23%) 1184 947 (22%)

Otros canceres
2892 790 (30.6%)

Linfoma 8 réstata
=71 1276 106 (13.5%)
no-Hodgkin = ¢ )
145 969 (2.7%) -
Vejiga Higado
148 270 (2.8%) . | 548375 (10.2%)
Leucemia e .
179 518 (3.3%) Leucemia
249 454 (2.6%)
Pancreas Rifién Colorrectal
226 910 (4.2%) 254 507 (2.7%) 1026 215 (10.9%)
Estomago Linfoma no-Hodgkin
Esofago 513 555 (9.5%) 284 713 (3%)
Esoéfago Estémago
357 190 (6.6%) 399 699 (4. ;&,) X 683 754 (7.2%)
Préstata Colorrectal Vejiga Higado
358 989 (6.7%) 484 224 (9%) 424 082 (4.5%) 596 574 (6.3%)
Total : 5 385 640 Total : 9 456 418

Figura 3. Graficos de incidencia y mortalidad de distintos tipos de cAncer en hombres y mujeres
de todas las edades a nivel mundial. Los gréficos demuestran los tipos de cancer con mas incidencia
y mortalidad en hombres y mujeres. Obtenido de: OMS, International Agency for Research on
Cancer. GLOBOCAN

Si bien es cierto que el cancer afecta a toda la poblacion en general, existen factores que
determinan el tipo de cancer que mas afecta a hombres y mujeres en distintas edades. Se
observa en la figura 3 que el cancer de mayor incidencia en mujeres es el cancer de mama
con 2 088 849 de casos reportados en 2018, representado el 24.2% de los casos totales, con
un total de 626 679 (15%) de defunciones reportadas por este cancer. Mientras tanto en
hombres, se reporta al cancer de pulmén con un total de 1 184 947 (22%) casos
diagnosticados y un total de 1 368 524 (14.5%) de defunciones en 2018, volviéndolo el cancer

de mayor incidencia y mortalidad en hombres de todas las edades.



En el caso especifico de la leucemia, se observa en la figura 3, en el grafico de mortalidad de
mujeres por cancer, un total de 129 488 (3.1%) defunciones, posicionandolo como el décimo
cancer mas mortal en mujeres. En hombres, la leucemia es el octavo cancer mas incidente,
con un total de 179 518 (3.3%) casos diagnosticados, y el décimo lugar en cuestion de

mortalidad con un total de 249 464 (2.6%) defunciones totales registradas en 2018.

Céancer en México

La magnitud de los efectos del cancer en la salud de México no es muy diferente al panorama
mundial, pues es la tercera causa de muerte, después de las enfermedades cardiovasculares y

la diabetes. En 2018 representd el 14.7% de las defunciones totales en el pais [6].

Casos estimados en México en 2018, ambos sexos, todas las edades
Incidencia Mortalidad

Colorrectal
Mamario 7 084 (8.5%)

27 283 (14.3%)

Prostata

6915 (8.3%)
Otros canceres
Otros canceres 27 127 (32.5%)
67 150 (35.2%)
Mamario

rost
25049 (13.1%) 6 B84 (8.2%)

Higado
6 B68 (8.2%)
Colorrectal

Leucemia 14 900 (7.8%)

6 406 (3.4%)

Higado
7265 (3.8%)

Ovario
2765 (3.3%)
Tiroides Cervical
12 122 (6.4%) 4121 (4.9%)
Cervical Leucemia
7 869 (4.1%6) 4 470 (5.4%)

Pulmén
6733 (8.1%)

Utero
7266 (3.6%) A Estémago
Estomago Pulmén Péncreas 6034 (7.2%)

7 546 (4%) 7811 (4.1%) 4475 (5.4%)

Total : 190 667 Total : 83 476

Figura 4. Graficos de casos estimados de incidencia'y mortalidad en México en 2018 de distintos
tipos de cancer. Los graficos muestran los totales de casos diagnosticados, defunciones y el
porcentaje que estos representan en el total. Fuente: GLOBOCAN

En México en 2018 se diagnosticaron un total de 190 667 casos de cancer, con un total de 83
476 muertes, representando el 43.8% de los casos totales confirmados, lo que representa un
problema de salud publica.
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Aproximadamente la mitad de todas las muertes por cancer fueron resultado de tumores
pulmonares, gastricos, hepaticos, de prostata, de mama o colorrectales, como se puede

observar en la figura 4. Sin embargo, existen otros canceres que representan un alto nimero

de incidencia y mortalidad en México, como pancreas, Utero, cervicales y leucemia [6].

Hombres

Incidencia

Préstata
25049 (29.3%)

Otros canceres
25030 (29.2%)

Mortalidad

Préstata
6 915 (17.1%)

Otros canceres
10 023 (24.736)

Pulmén
4081 (10.1%)
Linfoma SBN
Pancreas 1424 (3.5%)
2240 (2.6%) Linfoma no-Hodgkin
f:sﬁl.o(?%) 1552 (3.8%) Colorrectal
Linfoma no-Hodgkin Colorrectal Rifién 3719 (0.2%)
2844 (3.3%) 7795 (5.1%) 1678 (4.15%)
Higado
3450 (4%) . Pancreas "
Leucemia Testiculo 2106 (5.2%) Higado
3543 (4.1%) 4603 (5.4%) 3361 (8.3%)
Estémago Pulmén Leucemia Estémago
3921 (4.6%) 4560 (5.3%) 2449 (6%) 3201 (7.9%)
Total : 85 616 Total : 40 509
Mujeres
Incidencia Mortalidad
Mamario
& B84 (16%)
Otros canceres Mamaric Otros canceres
27 027 (25.7%) 27 283 (26%) 11 148 (25.9%)
Cervical
4121 (9.6%)
Leucemia Vesicula biliar
2863 (2.7%) 1302 (3%)
Pulmén . Higado
3251 (3.1%) Tiroides Leucemia 3 507 (8.2%)
. 10188 (9.7%) 2021 (4.7%)
Estomago
3625 (3.5%) )
Higado Pancreas
3815 (3.6%) i 2369 (5.5%) Colorrectal
Ovario Cervical Pulmén 3365 (7 B%6)
4 750 (4.5%) 7 869 (7.5%) 2652 (6.2%)
Colorrectal Utero Ovario Estémago
7105 (6.8%) 7 266 (6.9%) 2 765 (6.4%) 2833 (6.6%)

Total : 105 051

Total : 42 967

Figura 5. Graficos de incidencia y mortalidad de distintos tipos de cancer para hombres y
mujeres en México en 2018. Los graficos muestran los canceres mas incidentes y mortales por

género. Fuente: INEGI
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En México, el cancer de prostata tiene la mayor incidencia (25 049 casos) y mortalidad (6
915 defunciones) en hombres. Asi mismo, en mujeres el cancer de mama cuenta con la mayor
incidencia (27 283 casos) y mortalidad (6 884 defunciones) (Figura 5). También se observan
diferencias en cuanto al nimero de casos diagnosticados segun el género, siendo en hombres
de 85 616, mientras que en mujeres hubo un total de 105 051 casos nuevos. En cuanto a la

mortalidad, fallecieron un total de 40 509 hombres y 42 967 mujeres [6].

La leucemia es un cancer que se posiciona en los 10 més incidentes y mortales en hombres y
mujeres a nivel mundial y en México. Tan solo en México en 2018 se diagnosticaron 3 543
casos en hombres y 2 863 casos en mujeres, asi mismo se contabilizaron un total de 2 440
hombres fallecidos y 2 021 mujeres fallecidas por leucemia en ese periodo. Estos numeros
suponen que fallece el 68.8% de hombres diagnosticados y el 70.5% de mujeres respecto al
total de diagndsticos de leucemia en México en 2018. Por lo mismo, se debe tener en cuenta
este padecimiento como una de las principales razones de muerte a nivel nacional y mundial,

ya que afecta tanto a hombres como mujeres de todas las edades y tiene una alta mortalidad

[6].
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1.2 Leucemia

La leucemia es un tipo de cancer cuyo origen es en la medula 0sea, el tejido blando central
de los huesos donde se forman las células sanguineas. La leucemia involucra a los glbulos
blancos, los cuales son componentes de la sangre que ayudan en el combate de infecciones y
se dividen y diferencian de manera organizada a medida que el cuerpo los requiera. Sin
embargo, en las personas con leucemia se produciran una cantidad mayor de globulos blancos

anormales que no funcionaran correctamente [7].

En la figura 6 se muestra un esquema de diferenciacion celular en la sangre, comenzando por
células madre contenidas en la médula 6sea, continuando con la formacion de lo que seran

los precursores hematopoyéticos y, por lo tanto, precursoras de leucemias.
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Figura 6. Esquema de diferenciacion celular en sangre. De manera general, las células madre
contenidas en la médula 6sea darén lugar a la maduracién de células linfoides o mieloides. Estas
células seran precursoras de todas las células que la sangre contendra. Una proliferacion no
organizada de estas células generara los distintos tipos de leucemia: linfocitica o mieloide.
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La causa principal de la leucemia es desconocida, sin embargo, se presentan a los factores
genéticos y ambientales como los principales causantes de la enfermedad. La leucemia puede
aparecer cuando existe una mutacion en el ADN [3,8].

Su clasificacién se da en funcion de la velocidad de evolucion y de los tipos de células
involucrados, como se menciond anteriormente. EI primer tipo de clasificacion se centra en
la velocidad de desarrollo de la leucemia [8]:

e Leucemia aguda: es un tipo de leucemia en donde las células inmaduras no cumplen
con sus funciones y se multiplican anormalmente rapido, causando un deterioro mas
acelerado. Requiere de un tratamiento agresivo y oportuno. Es mas comun en la
poblacién infantil.

e Leucemia cronica: en este caso las células se acumulan lentamente y pueden
funcionar con normalidad durante un tiempo, sin embargo, se desarrollan tumores
malignos. Esta leucemia se genera mayormente en pacientes de edades adultas o
mayores.

El segundo tipo de clasificacion toma en cuenta el glébulo blanco que afecta:

e Leucemia linfocitica: afecta a células linfociticas (linfocitos) que forman parte del
sistema inmune.

e Leucemia mieloide: afectan a células mieloides, que participan en la formacion de

plaquetas y globulos rojos.

Los sintomas méas comunes en los nifios son: moretones, piel palida, fiebre y un

agrandamiento del bazo o higado.

En esta patologia, la médula 6sea se ve comprometida debido al desplazamiento de células
normales con la proliferacion de un mayor numero de globulos blancos inmaduros, lo que da
como resultado la falta de plagquetas sanguineas, que son importantes en el proceso de
coagulacién de la sangre. Esto significa que las personas con leucemia se pueden lesionar

facilmente, sangrar en exceso o desarrollar lesiones hemorragicas (petequias) [8].
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Los globulos blancos, que participan en la lucha contra los patégenos, pueden estar
suprimidos o ser disfuncionales. Esto podria causar que el sistema inmunol6gico de la
persona no pueda combatir una infeccion simple o comenzar a atacar otras células del cuerpo.
Debido a que, la leucemia impide que el sistema inmunitario funcione normalmente, algunas
personas experimentan infecciones frecuentes, que van desde amigdalas infectadas, llagas en
la boca o diarrea, hasta neumonia potencialmente mortal o infecciones oportunistas.
Finalmente, la deficiencia de glébulos rojos conduce a anemia, que puede causar disnea y
palidez [8,9].

La leucemia es uno de los canceres mas comunes y la principal causa de mortalidad por
cancer en nifios. La leucemia linfocitica aguda (LLA) es el tipo mas comdn de esta
enfermedad en nifios, representando el 73% de todos los casos de leucemia en nifios, mientras
que la leucemia mieloide aguda (LMA) es el tipo de enfermedad méas comdn en personas de
edad entre 20 a 40 afios, y la leucemia linfocitica crénica (LLC) y leucemia mieloide cronica

(LMC) son mas observados en adultos mayores [9].

La incidencia de la leucemia varia considerablemente segun la geografia y el subtipo, segun
un analisis de las bases de datos sobre el cancer de la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS). Sin embargo, es el cancer infantil mas comln y abarca el 30% de padecimientos de

cancer en menores de 15 afios [10].
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Leucemia en México

En Meéxico, asi como en el mundo, se reporta a la leucemia como el cancer con mayor
incidencia'y mortalidad en infantes. El Instituto Nacional de Estadistica y Geografia (INEGI)
realiz6 un estudio en 2018 en el que evidencia que en México durante el periodo de 2011 a
2016, aproximadamente el 50% de las muertes por tumores malignos en la poblacion de 0 a
17 afios se deben a cancer en 6rganos hematopoyéticos (mayormente leucemia). La figura 7
demuestra los porcentajes de defunciones atribuidos a los cinco principales tumores malignos

registradas en un periodo de 2011 a 2016 para nifios con edades entre 0 y 17 afios [6].

Total
Tatal
Tatal
Total
Total

™
=]
=

Hombres
Mujeres
Hombres
Mujeres
Hombres
Mujeres
Hombres
Mujeres
Hombres
Mujeres
Hombres
Mujeres

3 2014 2015 2016

=

2011 2012 20:

Principales tumores malignos:

m Organos hematopoyéticos (CB8-C95)

m Encefalo y otras part es del sistema nervioso central (C70-C72)
Huesosy de los cartilagos articu leres (C40-C41)

ETejido Infatico (CB1-CB6)

m Tejidos mesotelislesy de lostejidos blandos (C45-C49)

Figura 7. Porcentaje de muertes observadas para los cinco principales tumores malignos en la
poblacién de 0 a 17 afios seguin sexo. Periodo de 2011 a 2016. El estudio excluye defunciones de
personas con residencia en el extranjero y edad no especificada. Se utilizd la Clasificacion Estadistica
Internacional de Enfermedades y Problemas Relacionados con la Salud (CIE-10). Fuente: INEGI

Las gréaficas de la figura 7 posicionan a la leucemia y otros tumores en 6rganos

hematopoyéticos en México como la principal causa de muerte por tumores malignos en
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menores de edad, abarcando un aproximado 50% de las defunciones totales en el periodo

2011-2016. Se observa una diferencia minima entre sexos [6].

La tasa de mortalidad en el caso especifico de los tumores malignos en 6rganos
hematopoyéticos expone que dos de cada 100 000 personas de 0 a 17 afios fallecen debido a

esta causa. La proporcién en mujeres y hombres es la misma en tasa de mortalidad.

El cancer en adultos jévenes no es muy comun, sin embargo, existen distintos tipos que se
desarrollan en este periodo de la vida. Los canceres infantiles estan relacionados
generalmente a cambios celulares en el ADN presentes en el desarrollo del embrién o en los
primeros afios de vida, en cambio, en los adultos jovenes se ve fuertemente influenciado por
su estilo de vida [2,6].

Los canceres mas comunes en jovenes menores de 25 afios son la leucemia (un tipo de cancer
de 6rgano hematopoyético) y los linfomas (una de las formas de cancer de tejido linfatico),
por otro lado, en edades de 26 a 29 afios la incidencia incrementa en cancer cervical, de mama

y colon.

En México, la poblacién de 18 a 29 afios presenta una alta mortalidad en cancer de 6rganos
hematopoyéticos en el periodo de 2011 a 2016, con un intervalo de 27.1% a 30.9%, un
porcentaje menor en comparacion con los porcentajes de muertes en infantes debido a esta
enfermedad. La figura 8 muestra los porcentajes de muertes observadas para los cinco
principales tumores malignos en la poblacion de 18 a 29 afios durante el periodo de 2011 a
2016 [6].
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Figura 8. Porcentaje de muertes observadas para los cinco principales tumores malignos en la
poblacién de 18 a 29 afios segun sexo. Periodo de 2011 a 2016. El estudio excluye defunciones de
personas con residencia en el extranjero y edad no especificada. Se utilizé la Clasificacion Estadistica
Internacional de Enfermedades y Problemas Relacionados con la Salud (CIE-10). Fuente: INEGI

Las tasas de mortalidad de esta poblacion (18 a 29 afios) en ese periodo (2011 a 2016)
alcanzan un promedio en hombres de tres muertes por cada 100 000 y dos muertes en mujeres

por cada 100 000 para el caso del cancer en 6rganos hematopoyéticos.

Al calcular las tasas de mortalidad para las cinco principales causas de muerte por tumores
malignos en jovenes de 18 a 29 afios, se observan diferencias para hombres y mujeres:
mientras tres de cada 100 000 varones de 18 a 29 afios fallecen por esta causa en ese rango
de edad, en ellas se presentan dos fallecimientos de cada 100 000 mujeres del mismo grupo
de edad [6].

18



T 5 8|3 ¢ 8|3 &8 8|3 &8 8|3 ¢ |z & ;¢
= g &% g 5% g §|® g &£|% § 8/32 § %
2 = £ z 2 2 £ 2 = z 2 2

2011 2012 2013 2014 2015 2016

Principales tumores malignos:
u Organos digestivos (C15-C26)
 Organos genitales femeninos (C51-C58)
w Mama (C50)
u Organos hematopoy éticos (CBB-C95)
u Organos repratorios e intrator &icos (C30-C39)

Figura 9. Porcentaje de muertes observadas para los cinco principales tumores malignos en la
poblacion de 30 a 59 afios segin sexo. Periodo de 2011 a 2016. El estudio excluye defunciones de
personas con residencia en el extranjero y edad no especificada. Se utilizo la Clasificacion Estadistica
Internacional de Enfermedades y Problemas Relacionados con la Salud (CIE-10). Fuente: INEGI

En la poblacion de 30 a 59 afios se presenta al cancer de 6rganos digestivos como el cancer
con mayor porcentaje de mortalidad en ese periodo, sin embargo, se encuentra al cancer de
organos hematopoyéticos como el cuarto porcentaje de mortalidad en canceres para esa
poblacién, con un promedio de 7.3% en ambos sexos. La incidencia de cancer de 6rganos
hematopoyéticos en estas edades disminuye respecto a los anteriores grupos, pero se
mantiene en los primeros 5 con mas muertes, siendo desplazado por canceres de 6rganos

genitales, digestivos y de mama [6].
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Figura 10. Porcentaje de muertes observadas para los cinco principales tumores malignos en la
poblacién de 60 afios y mas seguin sexo. Periodo de 2011 a 2016. El estudio excluye defunciones
de personas con residencia en el extranjero y edad no especificada. Se utilizé la Clasificacion
Estadistica Internacional de Enfermedades y Problemas Relacionados con la Salud (CIE-10). Fuente:

INEGI

Por ultimo, se hizo un estudio en las personas mayores de 60 afios fallecidas por cancer,
donde se encuentra al cancer de 6rganos digestivos como la principal causa de muerte por
cancer en esta edad y en el periodo establecido entre 2011 y 2016. Seguido a este cancer, se
encuentran los de 6rganos genitales masculinos, respiratorios e intratoracicos y los de
6rganos genitales masculinos y de mama. El cancer de érganos hematopoyéticos no figura
en estas edades como los mas mortales, sin embargo, si llega a causar muertes rondando el

1% en esta lista [6,10].
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1.3 Tratamientos actuales contra el cancer.

En la actualidad existen mas de 100 tipos diferentes de cancer. Algunos tumores resultan
inofensivos (benignos), y a menudo suelen tratarse facilmente con cirugia o en algunos casos
con radioterapia para disminuir su reproduccion y propagacion. Los tumores cancerigenos
dafinos (malignos) representan un problema mayor a las personas que los presentan ya que
se multiplican con mayor rapidez [11].

En etapas iniciales, el cancer se denomina tumor primario. Al esparcirse a otras partes del

cuerpo, es un tumor secundario o metastasis [12].
Los tratamientos convencionales contra el cancer incluyen:

« Cirugia: Operacion para cortar y extirpar tejido canceroso.

e Quimioterapia: Medicamentos especializados en reducir o eliminar células
cancerosas.

« Radioterapia: Uso de rayos de alta energia (similares a los rayos X) para matar las
celulas cancerosas.

e Terapia hormonal: Las células cancerigenas no obtienen hormonas que necesitan
para crecer.

e Inmunoterapia: Trabaja con el sistema inmunitario del paciente para ayudarlo a
combatir células cancerigenas y a controlar efectos secundarios.

o Trasplante de células madre (trasplante de médula dsea): Generalmente
empleado en tratar canceres de la sangre, como la leucemia y de los ganglios
linfaticos. Remplaza las células de la médula 6sea que se pierden debido a dosis muy

altas de quimioterapia o radioterapia [11,12].

Se dice que un tratamiento tiene una respuesta completa al producirse la desaparicion de
todos los sintomas de la enfermedad, y que tiene una respuesta parcial si existe una
disminucion significativa de las lesiones que la enfermedad genera en el individuo. Existen
tratamientos curativos o paliativos. Dada la incapacidad actual de la ciencia para curar los

tipos de cancer mas agresivos en estados avanzados de evolucion, en algunas ocasiones es
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preferible aplicar un tratamiento paliativo que proporcione el menor grado posible de

malestar y conduzca a una muerte digna [13,14].

Por otra parte, se denomina un tratamiento experimental contra el cancer a las terapias
médicas destinadas a tratar el cancer, mejorando, suplementando o reemplazando los
métodos convencionales ya mencionados anteriormente. Generalmente se busca una
disminucion de los efectos secundarios de los tratamientos convencionales que en ocasiones

pueden ser muy severos, incluso causando la muerte del paciente [14,15].

Los tratamientos convencionales contra el cancer suelen tener muchos efectos secundarios,
estos ocurren cuando el tratamiento dafia a las células sanas del portador, pueden ser distintos

en cada persona, y variar segun los distintos medicamentos y tipos de tratamiento [13].

Los efectos secundarios mas encontrados en pacientes con tratamientos convencionales

contra el cancer son [13-15]:

Neutropenia: Existe una disminucion de los glébulos blancos, los cuales son las principales
defensas del cuerpo. Es muy comun al recibir quimioterapias, debido a que este tipo de
tratamientos se especializa en matar células que se multiplican rapidamente, como los
glébulos blancos sanos. Esto genera una tendencia en el paciente a contraer una infeccion

durante el tratamiento.

Pérdida del cabello: Es uno de los efectos secundarios mas comunes en el tratamiento de
cancer por quimioterapia, radioterapia, terapia dirigida y trasplante de médula 6sea o células
madre. Genera la caida parcial o total del cabello, una condicion llamada alopecia, dafiando
las células que lo producen. Suele ser un efecto temporal, pero incomodo en la mayoria de

los pacientes.

Néauseas y vomitos: Estos sintomas pueden manifestarse debido a muchos tratamientos contra
el cancer. Los vomitos abundantes pueden causar problemas de salud, y los vomitos graves
pueden hacer que se deba abandonar el tratamiento para el cancer. La radioterapia,

quimioterapia y terapias dirigidas son los principales activadores de esta condicion.
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Problemas con la memoria: Los medicamentos usados para tratar el cancer pueden hacer que
algunas personas tengan problemas para concentrarse o recordar cosas. A esto se suele llamar
el “quimiocerebro”y puede hacer mas dificil que los pacientes de cancer realicen su trabajo

o las tareas cotidianas.

Coagulos sanguineos (trombosis venosa profunda): es una afeccion que ocurre cuando se
forma un coagulo de sangre en una vena profunda. Estos coagulos por lo general se forman
en la parte inferior de las piernas, en los muslos o en la pelvis, pero también se pueden
producir en los brazos. A veces se desprende un coagulo o trombo y va a los pulmones. Los
pacientes con cancer, especialmente aquellos que estan recibiendo quimioterapia, tienen un

riesgo mucho mas alto de presentar trombosis venosa profunda que las demas personas.

Dolores agudos: EI cancer por si mismo y sus tratamientos podrian causar dolor y este podria
dificultar sus actividades cotidianas y disminuir su calidad de vida.

Los objetivos de la investigacidon en tratamientos contra el cancer son: determinar si el
tratamiento realmente funciona (eficacia del tratamiento) y si es lo suficientemente seguro

en cuestiones de efectos secundarios y adversos para el paciente (especificidad y seguridad).

Tratamientos para leucemia

Debido a que la leucemia se desarrolla en la sangre requiere, en la mayoria de los casos, la
combinacion de diversas terapias para mejor control de la enfermedad, y los periodos de

tratamiento son muy prolongados.

Es decision de los médicos especialistas el tipo de tratamiento necesario para cada paciente.
A continuacion, se detallan todos los que se usan en la actualidad para tratar la leucemia [13-
15].

Quimioterapia: Este tratamiento consiste en aplicar diversos tipos de farmacos y
generalmente se utiliza una combinacion de varios. Se aplica mediante distintas vias:
intravenosa, oral, intratecal (en el espacio del liquido cefalorraquideo). El subtipo de

leucemia a tratar determinara la eleccion del compuesto o combinacion de compuestos a
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utilizar y la via que se usara para aplicar. Las sustancias que se utilizan eliminan las células

malignas presentes en la sangre del paciente.

Radioterapia: La aplicacion de diversos farmacos y vias de administracion se deben a que el
tratamiento debe de ser “sistémico”, ya que, se trata de una enfermedad diseminada por la
sangre. La radioterapia, es un tratamiento local poco utilizado y solo en algunos casos
puntuales puede ser de ayuda (para controlar algun crecimiento especifico en un érgano

concreto) y en combinacidn con otras terapias.

Trasplante de células madre: Conocido generalmente como “trasplante de médula 6sea”,
pero en realidad se trata de un trasplante de células madre o progenitoras (o precursoras de
las células de la sangre) es un tratamiento que se utiliza como terapia con finalidad curativa
en algunas leucemias. Actualmente, también es conocido como trasplante de células de
sangre periférica, ya que, se obtienen a partir de la extraccion de sangre de la persona donante.
La sangre donante pasa por un proceso de filtrado (posterior a la estimulacion de la médula

Osea con farmacos, para obtener una mayor cantidad de células en la sangre).

El proceso de recoleccion en el donante suele ser doloroso, ya que se obtienen directamente
de la médula désea. Tras recogerlas y acondicionarlas se guardan para su posterior inyeccion
e infusion en la circulacion sanguinea del receptor, para que se dirijan a la médula Gsea y

proliferen nuevamente.

Este tratamiento se aplica en conjunto con algun tipo de quimioterapia en dosis
considerablemente altas para poder eliminar en su totalidad las células enfermas de la sangre
y médula 6sea. Por esto, el trasplante es un tratamiento de gran riesgo, que requiere medidas
especiales de aislamiento y cuidados para prevencién de complicaciones (infecciosas,

hemorréagicas, etc.) a corto y medio plazo.

Cuando las células progenitoras son obtenidas del propio paciente, se denomina un trasplante
autologo o autotrasplante. En cambio, cuando se trata de una persona externa (generalmente
familia cercana) es un trasplante alogénico. Son diversos los requerimientos para conseguir
un donante compatible, entre los cuales se encuentra tener buen estado general de salud, sin

enfermedades infecciosas transmisivas, etc [16].
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Inmunoterapia: Este tratamiento se enfoca en bloquear puntos especiales de las células que
conforman al sistema inmune del paciente, lo que permitird que se activen otras vias y células
del propio sistema de defensa del cuerpo, colaborando asi con la eliminacion de las células

malignas, siendo reconocidas como un peligro para el paciente.

En edades infantiles y avanzadas pueden llegar a tratarse de tratamientos intolerables. De
hecho, la quimioterapia intensa podria en realidad, acortar sus vidas. A menudo, el
tratamiento de estos pacientes suele ser de menor intensidad o frecuencia al aplicarse, ya que,

el tratamiento podria resultar incluso en una muerte prematura.

Los tratamientos de leucemiay sus efectos secundarios y baja especificidad han abierto lineas
de investigacion donde se buscan alternativas de tratamientos con menor riesgo, mejor
eficacia y una total especificidad. La nanotecnologia, como ciencia emergente ante esta
problematica, ha planteado las bases para generar estas alternativas [16].
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1.4 Nanotecnologia

La palabra nanotecnologia es usada extensivamente para definir a aquellas ciencias y técnicas
dedicadas al estudio, disefio, creacion, sintesis, control, manipulacion y aplicacion de
materiales, aparatos y sistemas funcionales a una nano escala, es decir, a una millonésima
parte de un milimetro (10° metros) y por tanto permiten trabajar y manipular de forma

individual &tomos y moléculas [17].

La nanotecnologia abarca cinco areas fundamentalmente:
1. Minerales y agroindustria.
2. Dispositivos médicos y salud.
3. Energia y medioambiente.
4. Materiales y fabricacion.
5

Electrdnica, informacion y comunicaciones.

Las areas que abarcan la mayoria de la investigacién hecha en nanotecnologia son
informatica, construccion, medicina, biologia, entre otras. En la actualidad, existen miles de
productos registrados generados con nanotecnologia, con uso mayoritario en la industria,
aungue las investigaciones mas avanzadas se registran en el campo de la medicina y la
biologia [17,18].

Desde el punto de vista sanitario, las investigaciones se centran en como aplicar la
nanotecnologia a la medicina para mejorar la capacidad de prevenir, diagnosticar,
comprender y tratar las enfermedades. Esta area especifica de la nanotecnologia esté definida
como nanomedicina [17].

Durante los dltimos afios, la nanotecnologia ha formado parte de los grandes avances
cientificos y tecnoldgicos alrededor del mundo. En México se registran importantes
fortalezas, en un censo en 2018 se registraron cerca de 140 empresas de nanotecnologia, un
grupo aproximado de 650 investigadores especializados en la materia; méas de 50 centros de

investigacién y universitarios dedicados a esta ciencia [17].
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Diversos estudios aseguran que el mercado mundial de la nanotecnologia duplicara su valor
durante los proximos cinco afios, superando los 290 000 millones de ddlares, de los cuales
10% correspondera a paises de América Latina, destacando la participacion de México y
Brasil [17,19].

En la actualidad, México cuenta con méas de 20 empresas que fabrican farmacos con
nanotecnologia y se han identificado mas de 200 proyectos de investigacion y desarrollo en
esa area, algunos de los cuales ya se aplican, entre los que destacan: deteccion temprana de
células cancerigenas, administracion o entrega inteligente de farmacos, mejora de los
métodos para la extraccion y purificacion del ADN y el uso de nanoparticulas como

potenciales agentes anticancerigenos y reparacion en tejidos dafiados [17,20].

El impulso a tecnologias disruptivas, como la nanotecnologia, generara ventajas competitivas
que permitiran destacar a México como un pais con potencial para ser un gran aliado en

materia de innovacion en el escenario internacional [17].
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1.5 Nanotecnologia en aplicaciones médicas

La nanomedicina es una rama de la nanotecnologia con aplicaciones directas en medicina,
que esta permitiendo el abordaje de las enfermedades desde el interior del organismo, a un
nivel celular o molecular. De este modo, los dispositivos con un tamafio menor de 100 nm
pueden entrar facilmente en la mayoria de las células mientras que, los menores de 20 nm

pueden transitar por el torrente circulatorio [20].

Existen métodos bien desarrollados para sintetizar nanomateriales, los que poseen
aplicaciones reales en la practica. Dado que las particulas son lo suficientemente pequefias
para penetrar en casi todos los espacios del cuerpo, incluidas células y organelos, estas
apuntan a potenciales usos en nanomedicina. Las investigaciones se centran en cémo aplicar
la nanotecnologia a la medicina para mejorar la capacidad de prevenir, diagnosticar,

comprender y tratar las patologias [20].

La nanomedicina ha permitido producir avances en el diagnéstico, prevencién y tratamiento
de las enfermedades, debido a su interaccion con las biomoléculas (proteinas y acidos
nucleicos). La nanomedicina define 3 areas principales en las que se centra su investigacion

para satisfacer fines médicos [21,22].

1. Liberacion de farmacos e ingenieria de tejidos. Esta area se enfoca en el desarrollo de
biomateriales nanoestructurados para construir sistemas que transporten y entreguen
farmacos de manera controlada. De igual manera, se combina con la biologia celular,
en el campo de la medicina regenerativa para reparar o reemplazar tejidos u 6rganos
dafados.

2. Diagnéstico. Esta rama de la nanomedicina se enfoca en el disefio de nano
dispositivos con la finalidad de identificar una enfermedad a nivel celular o molecular
por medio de nano sistemas de imagen o nano biosensores, los cuales contienen un
componente bioldgico capaz de detectar en tiempo real y con una alta sensibilidad un

compuesto determinado.
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3. Terapiay diagnostico (terandsticos). Aqui se busca disefiar y aplicar nanomateriales
que identifiquen una patologia y liberen moléculas terapéuticas simultaneamente y

de manera controlada.

Una de las aplicaciones directas de la nanomedicina es la investigacion oncoldgica, que
ilustra muchas de las potencialidades de esta ciencia en torno a la nanotecnologia. Se centra
en la busqueda de terapias y tratamientos mas eficaces y con menor riesgo de complicaciones

mediante el uso directo de la nanotecnologia [23].

El cancer comienza como una enfermedad localizada, que posteriormente se propaga a sitios
distintos de donde empezd (metastasis), proceso que involucra una serie de cambios
bioquimicos que hace del cancer un padecimiento muy complejo. Su tratamiento recae en
gran medida en la quimioterapia. EI mecanismo de accion de la mayoria de los agentes
quimioterapéuticos se basa en la interferencia de la proliferacion celular para evitar la
division celular descontrolada de las células cancerosas. Sin embargo, las células sanas
también se encuentran en constante proceso de proliferacion (en este caso regulada), por lo
que un antineoplasico no discriminara entre una célula sana y una maligna, traduciéndose en

efectos secundarios muy severos durante el tratamiento [20,21,23,24].

El desarrollo de tumores ocurre a nivel molecular cuando multiples subgrupos de genes
sufren alteraciones genéticas. Se desactivan los genes supresores de tumores o0 se activan
oncogenes, lo que conduce a la proliferacion maligna de células tumorales, infiltracion de
tejidos y disfuncién de 6rganos. EI microambiente tumoral tiene caracteristicas particulares
que pueden usarse para implementar estrategias terapéuticas basadas en las diferencias entre
tejidos normales y tumorales, como son el pH, grado de oxigenacion, expresion enzimatica,

activacion/inactivacion de genes y vascularizacion [16,21].

En la actualidad, la nanomedicina se desarrolla principalmente con estructuras llamadas
nanomateriales, cuyas dimensiones son similares en tamafio a muchas moléculas biolégicas.
Hoy en dia, los nanomateriales se utilizan mundialmente para mejorar los tratamientos y la
vida de los pacientes que sufren diferentes enfermedades incluyendo diversos tipos de cancer,

afecciones renales, infecciones microbianas, colesterol elevado, sintomas menopausicos,
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esclerosis multiple, dolores crénicos, asma y enfisema, entre otras. El éxito de los
nanomedicamentos disponibles en la actualidad radica en la capacidad para superar algunas
de las dificultades experimentadas por las moléculas de los farmacos [22,25].

Las nuevas aplicaciones de los nanomateriales en el campo medico son multiples y se han
basado principalmente por su actividad anti microbiana, ser moduladores de angiogénesis,
produccion de vacunas, por su actividad anti inflamatoria, regeneracion 6sea y dental, uso en

biosensores y para terapia antitumoral [25].

Las nanoparticulas utilizadas en la investigacion nanomédica sugieren mecanismos de accion
distintos a los de antibidticos tradicionales, proporcionando alternativas ante la creciente
resistencia. Entre las nanoparticulas que han demostrado tener propiedades microbicidas, las
mas importantes son las de plata, éxido de zinc, cobre y 6xidos de hierro. Tres mecanismos
son propuestos para la destruccion de microorganismos por parte de las nanoparticulas: el
estrés oxidativo, la liberacion de iones metalicos y los mecanismos no oxidativos [21,23].

Debido al tamafio de las nanoparticulas pueden atravesar la membrana celular y llegar al
medio intracelular bacteriano, donde generan un gran desbalance oxidativo elevando los
niveles de especies reactivas de oxigeno (ROS) que degradan los componentes esenciales de
las células bacterianas, responsables del mantenimiento de las funciones fisiolégicas y
morfoldgicas de las mismas, ademas generan dafio a nivel de membranay ADN produciendo

asi la muerte [23].

En el segundo mecanismo los iones metalicos son liberados de las nanoparticulas y son
absorbidos a través de la membrana, donde se altera el pH generando después la interaccion
con algunos de los grupos funcionales quimicos, induciendo el dafio en la actividad

enzimatica, cambios en la estructura celular y luego dafios fisiologicos [23].

Por ultimo, los mecanismos no oxidativos se relacionan con la cantidad de ROS asociados
con las proteinas, que no se ven aumentados pero que si provocan una disminucion en el

metabolismo energético de aminoéacidos, carbohidratos y nucleotidos.
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Las nanoparticulas multifuncionales mantienen su estructura mientras circulan en el cuerpo
y al llegar al sitio de accidn son alteradas por estimulos celulares unicos, que conducen a la
liberacion eficiente de farmacos, genes, agentes de contraste y otras moléculas funcionales.
Su liberacion controlada, la focalizacion especifica y la biocompatibilidad convertiran a las
nanoparticulas en la terapia personalizada en un futuro proximo. Sin embargo, todavia
existen algunas limitaciones y se necesitan mas datos para traducir los resultados obtenidos

en modelos animales en aplicaciones para los seres humanos [25].

En los dltimos afios, las nanoparticulas especificamente de plata han ganado mucho interés
debido a su buena conductividad, estabilidad quimica y su actividad catalitica y
antibacteriana. Las nanoparticulas de plata (AgNPs) se estdn convirtiendo en una de las
categorias de productos de mayor crecimiento en la industria de la nanotecnologia. Su fuerte
actividad antimicrobiana es la principal caracteristica para el desarrollo de productos con
AgNPs, actualmente, una amplia categoria de productos se encuentra disponible en el

mercado [26].
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1.6 Nanoparticulas de plata

Las nanoparticulas de plata (AgNPs) se han convertido en los nanomateriales disefiados con
el mayor grado de comercializacion debido a sus actividades antimicrobianas de amplio
espectro. Ademas, las AgNPs tienen efectos antifingico, antiviral, antibacteriano,

antiinflamatorio, antitrombotico y mejoran la cicatrizacién de las heridas [26].

Entre las nanoparticulas de metales nobles, las AgNPs presentan una serie de caracteristicas
como rutas de sintesis simples, morfologia adecuada y modificable, y una alta relacion de
superficie-volumen, sistema de administracién intracelular y otras caracteristicas que los

hacen viables en la utilizacion como farmacos, biosensores, catalizadores, etc [27].

En forma de nanoparticulas, la plata y otros metales nobles, muestran excelentes propiedades
para aplicaciones biotecnoldgicas [28]. En particular, para las AgNPs se ha establecido una
amplia gama de aplicaciones biomédicas, debido a su capacidad antibacteriana y toxicidad
selectiva a los microorganismos [29]. Este hecho ha renovado el interés cientifico por este
metal. Las AgNPs son ampliamente utilizadas en campos industriales para el revestimiento
de catéteres venosos, fabricacién de protesis vasculares, fabricacion de apoésitos para el
tratamiento para heridas cronicas y Ulceras o como constituyente incorporado al cemento
para el realineamiento de las fracturas 6seas [30,31]. También se utilizan en la purificacion
de agua filtrada y en la pintura de las paredes para proporcionar un medio aséptico en las
habitaciones de pacientes hospitalizados. Las propiedades que deben mostrar las AgNPs para
aplicaciones biomédicas, incluyen eficacia prolongada, altos niveles de actividad bactericida
y bacteriostatica, capacidad de prevenir infecciones en un amplio espectro de bacterias, alta
biocompatibilidad y baja toxicidad in vivo. En particular, la forma y la concentracion de las
AgNPs en disolucién son factores importantes para asegurar el contacto efectivo de las
particulas con las membranas bacterianas y en la determinacion de la cantidad de AgNPs

para inhibir eficazmente a las bacterias [32-34].

En aplicaciones virales de las AgNPs se ha demostrado que inhiben el VIH-1, el virus
Tacaribe (TCRV), el virus de la hepatitis B (VHB), el virus respiratorio sincitial

recombinante (VSR), el virus de la viruela del mono, el norovirus murino (MNV) -1y el
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virus A / HIN1 de la gripe. El grupo de trabajo de Xiang en el 2013 demostraron que las
AgNPs tienen efectos beneficiosos en la prevencion de la infeccion por el virus de la
influenza H3N2 tanto in vitro como in vivo [26,33].

Recientemente, se ha demostrado que las AgNPs tienen un gran potencial en el campo del
tratamiento del cancer porque participan de manera selectiva en la interrupcion de la cadena
respiratoria mitocondrial, lo que lleva a la produccidn de especies reactivas de oxigeno (ROS
por sus siglas en inglés) y la interrupcion de la sintesis de adenosina trifosfato (ATP). Se ha
observado que una baja concentracion de AgNPs pueden causar dafios en el ADN y
aberraciones cromosomicas (genotoxicidad), aunque no se ha registrado una citotoxicidad
significativa. Sin embargo, otro grupo de investigadores han demostrado que no se observan
efectos de genotoxicidad para diferentes células de cultivo humano tratadas con hasta 10

mg/ml de AgNPs capsuladas (didmetro 6-80 nm) [34].

Se ha creado una percepcion negativa del uso de AgNPs a partir de muchos datos
toxicoldgicos. Sin embargo, la toxicidad en si misma puede ser Util para las terapias contra
el cancer puesto que se han logrado resultados positivos al incorporar AgNPs en tratamientos
contra el cancer. No s6lo pueden interactuar pasivamente con las células, sino también mediar
activamente en los procesos moleculares para regular las funciones celulares. Un ejemplo de
estas aplicaciones es su uso en leucemia mieloide aguda (LMA). Diversas investigaciones
han concluido que las nanoparticulas de plata inducen un efecto citotoxico contra las células

leucémicas, por ejemplo, contra las células de Jurkat, K562 y THP-1 [33,34].

Recientemente, el grupo de trabajo del investigador Guo en 2013 estudiaron que las AgNPs
recubiertas con PVP (poli-vinil pirrolidona) pueden inhibir la viabilidad de las células de
leucemia mieloide aguda (LMA), incluyendo los casos aislados de pacientes con LMA en
concentraciones bajas, lo que sugiere un enfoque novedoso para el tratamiento de LMA en
el futuro. En otro estudio, llevado a cabo por el mismo grupo, se ha demostrado que las
AgNPs son capaces de entrar en las células K562, una linea celular de LMC (leucemia
mieloide cronica), de manera dosis-dependiente y localizarse dentro de los endosomas,

provocando la supresion de la proliferacion de estas ceélulas [26,27,34].
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Por todo lo anterior, en los nanomateriales debe existir una profunda investigacion con
evaluaciones sistematicas y completas para proponerlos para aplicaciones biomédicas. Se
busca trabajar en modelos estandarizados para hacer una evaluacion de la viabilidad celular

a partir de la aplicacion del nanomaterial a diferentes concentraciones y tiempos.
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1.7 Modelos para la evaluacion de la viabilidad celular

Las células se encuentran en un constante proceso de cambio metabdlico, lo que genera una
homeostasis de esta para un buen funcionamiento. El mal funcionamiento de una o varias
células en un tejido pueden causar lo que se conoce como patologias o enfermedades, por

ejemplo, el cancer [35].

Las células en el organismo estan constantemente expuestas a metabolitos que generan una
respuesta extrinseca celular en los distintos tejidos, sin embargo, cuando un estimulo no
habitual actua sobre ellas se genera una respuesta de adaptacion o incluso la generacion de

una muerte celular por distintas vias [36].

En las dltimas décadas se ha generado la necesidad de desarrollar nuevos compuestos o
sustancias que permitan atender la alta demanda de patologias crénicas, ademas de aminorar
los efectos adversos generados por medicamentos utilizados rutinariamente. Esto ha

motivado la busqueda de otras fuentes para nuevos compuestos.

Los ensayos basados en células a menudo se usan para seleccionar sustancias 0 compuestos
para determinar si las moléculas a probar tienen efectos sobre la proliferacion celular o
muestran efectos citotdxicos directos que eventualmente conducen a la muerte celular. Los
ensayos basados en celulas también se usan ampliamente para medir la union al receptor y
una variedad de eventos de transduccién de sefiales que pueden involucrar la expresién de
reporteros genéticos, el trafico de componentes celulares o el monitoreo de la funcién de los
organelos. Independientemente del tipo de ensayo basado en células que se utilice, es
importante saber cuantas células viables quedan al final del experimento. Hay una variedad

de métodos de ensayo que pueden usarse para estimar el nimero de células viables [37,38].

Un modelo experimental fundamentado ayudard a establecer modelos bioldgicos que
permitan aislar, caracterizar y determinar mecanismos de accion, tanto in vivo como in vitro,
utiles para la validacion y planteamiento de nuevos compuestos que permitan atender

patologias como: hipertension, obesidad, diabetes y cancer.
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1.8 Cultivo celular
Las técnicas de cultivo celular se han perfeccionado, permitiendo el cultivo de tejidos,

organos e inclusive embriones en desarrollo. Los sistemas de cultivo celular son ampliamente

usados, ya que presentan diversas ventajas [39]:

e Son econdmicos.

e Son relativamente faciles de mantener.

e No necesitan mucho espacio fisico.

e Incrementan la complejidad de los estudios o estrategias experimentales sobre la
biologia molecular de las respuestas celulares basicas.

e Permiten aislar virus, preparar antigenos virales y realizar pruebas de neutralizacion.

e Son convenientes para la produccién de vacunas.

Los ensayos para evaluar citotoxicidad son técnicas de cultivo celular. La citoxicidad en
tejidos y células se define como una alteracion de las funciones celulares béasicas por efectos
toxicos de drogas, sustancias 0 compuestos quimicos. A través de estimulos, las células
pierden su equilibrio homeostatico, lo cual puede causar una adaptacion o sufrir un proceso

de muerte celular [40].

La creacion de bancos de células ha hecho posible el uso de cultivos celulares con fines
experimentales. Las células se pueden mantener congeladas en nitrégeno liquido (-190°C),
generando una disposicion de lineas celulares hacia la comunidad cientifica mundial [39,41].

Para medir un efecto citotdxico en una linea celular, es necesario obtener informacion del

estimulo que se aplica y la respuesta de la célula al mismo.
Los efectos citotoxicos se relacionan con el dafio a procesos vitales que desencadenan la

activacion de vias que llevan a la muerte celular (apoptosis, necrosis, autofagia, piroptosis)
[39].
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1.9 Tipos de muerte celular

Existen distintos mecanismos de muerte celular que se generan a través de cambios regulados
0 abruptos fisiologicamente. Entre los 3 principales mecanismos se encuentra: la apoptosis,
necrosis y autofagia, los cuales siguen distintos mecanismos fisiologicos y/o moleculares
[42].

El proceso de muerte celular programada, o apoptosis, se caracteriza generalmente por
distintas caracteristicas morfoldgicas y mecanismos bioquimicos dependientes de la energia.
La apoptosis ocurre normalmente durante el desarrollo y el envejecimiento y como
mecanismo homeostatico para mantener las poblaciones de células en los tejidos. La
apoptosis también ocurre como un mecanismo de defensa, como en las reacciones inmunes

o0 cuando las células son dafadas por enfermedades o agentes nocivos [43].

Laalternativa a la muerte celular apopt6tica es la necrosis, que se considera un proceso toxico
en el que la célula es una victima pasiva y sigue un modo de muerte independiente de la
energia. Pero como la necrosis se refiere a los procesos degradantes que ocurren después de
la muerte celular, algunos lo consideran un término inapropiado para describir un mecanismo

de muerte celular [42,43].

La autofagia se describe inicialmente como un proceso de degradacion para eliminar
proteinas dafiadas y organulos disfuncionales. La autofagia suele ser inducida por privacion
de nutrientes, hipoxia, estrés oxidativo, estrés genotdxico o altos niveles de glucosa. La
autofagia comienza por la formacion de autofagosomas, vesiculas de doble membrana que

absorben materiales citoplasmaticos.

La muerte celular necrética o necrosis se caracteriza morfologicamente por una ganancia de
volumen celular (oncosis), hinchazon de los organulos, ruptura de la membrana plasmatica
y la consiguiente pérdida de contenido intracelular. Durante mucho tiempo, la necrosis se ha
considerado simplemente como una forma accidental incontrolada de muerte celular, pero se
esta acumulando evidencia de que la muerte celular necrotica puede estar regulada por un

conjunto de vias de transduccion de sefiales y mecanismos catabdlicos [42-44].
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La piroptosis es otra forma novedosa de necrosis programada. Es responsable de la lisis
celulary la liberacion extracelular de citocinas proinflamatorias como la interleucina-1p (IL-

1B) y la interleucina-18 (I1L-18) por estimulacién de altos niveles de glucosa [44].
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Capitulo 2. Antecedentes

2.1 Uso de nanoparticulas de plata como antitumorales

Mediante la investigacion y desarrollo tecnoldgico en la busqueda de nuevos tratamientos
para cancer, han comenzado a destacar las AgNPs. El desarrollo de estos materiales ha
permitido evaluarlos como potenciales agentes antitumorales en distintos sistemas y
patologias relacionadas al cancer, mostrando efectos positivos como potenciales

tratamientos.

En 2019, se demostro el efecto antitumoral y anti proliferativo de un compuesto de AgNPs
recubiertas con PVP (Argovit®) en un modelo de melanoma [45]. En dicho estudio se
observa una disminucion de la poblacién de células cancerigenas B16-F10 en un tiempo de
solo 6 horas al tratar con AgNPs. Ademas de eso, se observé que, al comparar con otro
tratamiento anticancerigeno ya conocido, como lo es el Cis-Platino (Cis-Pt), la respuesta
apoptotica en la aplicacion de AgNPs fue del doble a comparacion de CisPt, demostrando

una mejor reaccion al tratamiento de las nanoparticulas [45].

De igual manera, las nanoparticulas Argovit® han demostrado efectos antitumorales en
diferentes lineas tumorales, entre ellas las DLD-1 y HT-29 de carcinoma colorrectal. Se

demuestra una citotoxicidad mediada por especies reactivas de oxigeno (ROS) [46].
Es por esto, que las AgNPs se postulan como un potencial tratamiento anticancerigeno. Sin

embargo, es necesario realizar evaluaciones completas que permitan determinar el potencial

efecto anti proliferativo en cultivos de células de leucemia.
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2.2 Uso de nanoparticulas de plata como agentes contra leucemia

Las AgNPs también se han explorado como nanopeliculas para la deteccion y obtencion de
imagenes de tumores, vectores para la administracion de fa&rmacos, asi como inhibidores para
suprimir la angiogenesis y el crecimiento tumoral. Ademas, varios investigadores han
informado que las AgNPs inducen efecto citotoxico contra las células leucémicas, como las
células THP-1, Jurkat y K562, principalmente a través de la elevacion de especies reactivas
de oxigeno; y estas particulas también podrian mostrar un efecto sinérgico contra las células

leucémicas con farmacos quimioterapéuticos, como ciclofosfamida o busulfan [47].

Algunas investigaciones previas sugieren gque la toxicidad de las AgNPs surge en parte de su
efecto sobre el metabolismo energético celular, ya que, las AgNPs disminuyen la funcién
mitocondrial. También se ha demostrado que la citotoxicidad de las AgNPs esta asociada con

el estrés oxidativo [46,47].

Recientemente, el aumento de los niveles de especies reactivas de oxigeno (ROS) y el estado
redox alterado en las células cancerosas se han convertido en una nueva estrategia terapéutica
para mejorar la selectividad al cancer sobre las células normales. Se sabe que las
nanoparticulas de plata (AgNPs) muestran actividad antileucémica a través de la
sobreproduccion de ROS [48].

En 2015, Guo et al. utilizaron N- (4-hidroxifenil) retinamida (4-HPR), un retinoide sintético,
como modelo de farmaco de induccion de ROS para investigar su efecto sinérgico con las
AgNPs. Los datos mostraron que las AgNPs de tamafio uniforme preparados mediante un
método electroquimico podrian localizarse en los lisosomas, las mitocondrias y el citoplasma
de las células SHI-1. En conjunto, estos resultados revelaron que las AgNPs combinados con
farmacos que generan ROS podrian potencialmente mejorar la eficacia terapéutica contra las
células leucémicas, proporcionando asi una nueva estrategia para las AgNPs en la terapia de
la leucemia [48,49].

En 2016, Narendran et al. investigaron el efecto anti proliferativo de AgNPs conjugadas con
fenilpropanoides en células K562, donde se demostro que fueron capaces de inducir la
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fragmentacion del ADN en las células K562 de manera significativa en comparacion con el
control. La generacion de ROS en las células leucémicas (K562) después de la administracion
de las formulaciones de AgNPs con fenilpropanoides indican que la fragmentacion del ADN

inducida por ROS fue la causa de la muerte celular [50].

2.3 Citotoxicidad de nanoparticulas de plata

La citotoxicidad se define como la propiedad que tienen ciertas sustancias o células para
dafar a otras células, tanto sanas como patdgenas. Cuando se habla de un potencial
tratamiento o farmaco nuevo es importante conocer el grado de citotoxicidad que se generara

al aplicarse y el método que se utilizara para medir esta propiedad [51].

Medir la proliferacion y supervivencia de las células es muy importante cuando se estudia la
influencia de diversas sustancias en las células. Para este caso, se han estandarizado varios
métodos para evaluar la viabilidad celular. Estos ensayos incluyen métodos comunes como
el método de exclusion por colorimetria con tincion de azul tripano, asi como métodos méas
complejos como MTT o XTT [51]. De igual manera se encuentran métodos complejos con
herramientas mas precisas como el método de evaluacion por citometria de flujo. Cada uno
de estos métodos tiene algunos méritos y desventajas en comparacion con otros. Algunos
factores como el costo, la velocidad, la sensibilidad y el equipo requerido estan involucrados

en la seleccion del procedimiento adecuado [52,53].

Existen diversos estudios previos al propuesto en este protocolo que sustentan al uso de
nanoparticulas Argovit® para su uso como agentes anticancerigenos en lineas celulares [54].
En 2018, el grupo de Nanomedicina, dirigido por la Dra. Nina Bogdanchikova, realizé
experimentos de viabilidad celular de las nanoparticulas de plata Argovit®, demostrando que
presentan un efecto citotdxico nulo o no significativo en tejidos sanos, por lo que se plantean
utilizarse en lineas tumorales como agente anti proliferativo. En dicha investigacion se utilizo
el método de exclusion con azul tripano para tincion de células y asi determinar la viabilidad
celular de las AgNPs Argovit® en células de tejidos sanos en un periodo de 24 horas. En la

figura 11 se muestra un concentrado del trabajo realizado. Dichos resultados fueron
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presentados en San Diego, California en el “Undergraduate Research Conference” del afio
2018.
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Figura 11. Resultados de viabilidad celular en células de bazo, higado, rifién, corazén, médula
6sea y aorta. Se muestran resultados de viabilidad celular de las nanoparticulas de plata Argovit®
en diferentes 6rganos, dando un predmbulo en donde no muestran efecto citotéxico en tejido sano,
por lo que son viables como agentes antitumorales sin causar un dafio colateral.

2.4 Modelos para evaluacion de viabilidad celular

La viabilidad celular se refiere a la cuantificacion del nimero de células vivas en un ensayo
y generalmente se expresa como un porcentaje del control. Los ensayos de viabilidad son
importantes cuando se siembran inicialmente las células en una placa y para estimar la
citotoxicidad de las nanoparticulas. La informacién sobre la citotoxicidad de las
nanoparticulas o la eficacia de liberacion de los sistemas de administracion de farmacos

contra el cancer se obtiene mediante ensayos de viabilidad [52].
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Para los ensayos de viabilidad celular, se emplean generalmente reactivos colorantes que
pueden distinguir las células vivas de las especies no celulares y la integridad de la membrana

celular.

Dentro de los ensayos para determinar la viabilidad celular con colorantes se encuentra la
tincion por exclusion con azul tripano, que se utiliza para cuantificar células vivas marcando
células muertas de forma exclusiva. Debido a que las células vivas tienen una membrana
celular intacta, el azul tripano no puede penetrar la membrana celular de las células vivas y
entrar en el citoplasma. En una célula muerta, el azul tripano atraviesa la membrana celular

porosa y entra en el citoplasma [53].

En 2016, Algahtani et al., utilizaron el método de tincion con azul tripano para medir la
viabilidad celular en un cultivo de células MOLT-4 de leucemia linfocitica aguda. En dicho
estudio, se probaron nanoparticulas de plata de 7nm y 50 nm a concentraciones de 5,10, 25
y 50 ug, a 24h y 48h. Utilizando el método de exclusién por tincion con azul tripano, se pudo
determinar la viabilidad celular de ambas nanoparticulas a las distintas concentraciones
testadas. Como resultado, se observé un mayor potencial anticancerigeno con las AgNPs de

7 nm a una concentracion de 50ug en un tiempo de 24 horas [55].
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Capitulo 3. Pertinencia y relevancia en el area de estudio

A diferencia de otros tipos de cancer, la leucemia no es un tumor sélido que un médico pueda
extirpar mediante cirugia. De hecho, la médula dsea es el origen de este problema, por lo que

su tratamiento es mucho mas complejo que otros canceres [56].

A nivel mundial cada afio se diagnostican unos 300.000 nuevos casos de leucemia (2,8% de
todos los casos nuevos de cancer). La leucemia es la neoplasia maligna infantil mas comun.
Representa el 30% de todos los canceres diagnosticados en nifios menores de 15 afios en los

paises industrializados [57].

La leucemia linfoblastica aguda (LLA) es el tipo mas comin de esta enfermedad en los nifios,
representa el 73% de todos los casos de leucemia en nifios, mientras que la leucemia mieloide
aguda (LMA) es el tipo de enfermedad mas comun en personas de 20 a 40 afios, y la leucemia
linfocitica cronica (LLC) y la leucemia mieloide crénica (LMC) se observa més en los

ancianos [57].

Particularmente en México se estima que se presentan entre cinco y seis mil casos nuevos al
afio de cancer en menores de 18 afios, entre los que destacan las leucemias, que representan
el 50 por ciento del total; linfomas el 15%, seguido de tumores del sistema nervioso central
con el 10% [6].

El tratamiento para esta enfermedad se basa en quimioterapia, aunque algunos pacientes son
candidatos a un trasplante de médula 6sea. La quimioterapia por si sola puede ser eficaz para
ciertos tipos de cancer como las neoplasias hematopoyeéticas (leucemias y linfomas). El
paciente que se somete a quimioterapia puede presentar inmunodeficiencias, asi como
anemia, sangrado, gastritis y convulsiones. Sin embargo, el tratamiento es fundamental para

controlar la enfermedad.

En este sentido, las nanoparticulas de plata se han desarrollado como un producto de alto
crecimiento dentro de la industria de la nanotecnologia gracias a sus propiedades fungicidas,

antimicrobianas, antivirales o de cicatrizacion, que proporcionan caracteristicas que
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aumentan la funcionalidad de los materiales dandole un alto potencial dentro de la
biomedicina [55].

Existen estudios recientes que hablan de las propiedades antitumorales de las AgNPs a
diferencia de los tratamientos tradicionales que, ademéas de combatir las células cancerigenas,
afectan a todas las células del cuerpo y producen efectos secundarios como la
inmunosupresion, necrosis, carcinogénesis, genotoxicidad, etc. Las AgNPs Argovit®
ofrecen una solucion viable, ya que, dependiendo de sus propiedades fisicoquimicas
combaten las células cancerigenas sin inducir citotoxicidad en las células sanas. En algunos
casos funcionan como sistemas de liberacion controlada de medicamentos, lo que también

ha contribuido a la disminucion de efectos citotdxicos.

Especificamente, las AgNPs conocidas como Argovit®, han sido evaluadas en distintos
sistemas y patologias relacionadas con el cancer con resultados prometedores. Existen
estudios que demuestran la efectividad de estas AgNPs como agentes antitumorales en

diferentes modelos in vitro e in vivo [45,54].

Ante esta perspectiva, se plantea la evidente necesidad de desarrollar tratamientos
alternativos contra el cancer, especificamente contra leucemia. Por lo tanto, las AgNPs
Argovit® se proponen como prometedoras para alcanzar los estandares necesarios para el

desarrollo de nuevos tratamientos lo que impactaria a nivel mundial.
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Capitulo 4. Justificacion

El cancer es una de las principales causas de muerte a nivel mundial presentando alta
morbilidad y mortalidad en infantes. Los tratamientos actuales contra la leucemia suelen

tener muchos efectos secundarios y no presentan una alta efectividad.

Se han desarrollado nuevas tecnologias que prometen resultados favorables como
tratamientos anticancerigenos, especificamente para leucemia. La nanotecnologia en
conjunto con la biomedicina ha generado avances en este campo, proponiendo opciones

innovadoras para tratar patologias como el cancer.

Especificamente, han surgido tratamientos alternativos como las nanoparticulas de plata, que
han demostrado efectos anti proliferativos en lineas tumorales, ademas de sus efectos

conocidos como antimicrobianos de amplio espectro.

Las AgNPs Argovit® han presentado un efecto citotoxico no significativo en tejidos sanos,

asi como un efecto anti proliferativo en lineas tumorales de cancer, por lo que se plantea su
utilizacion como un agente anti proliferativo de leucemia. Las AgNPs no han reportado
efectos secundarios y presentan una alta tasa de efectividad en estudios previos, en
comparacion con tratamientos convencionales para tratar la leucemia, por lo tanto, se
propone evaluar Argovit® como tratamiento anti proliferativo en lineas tumorales de
leucemia. [58,59]
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Capitulo 5. Hipotesis

Las AgNPs Argovit® tendran un efecto anti proliferativo significativo contra células de
leucemia en comparacion con un modelo de linfocitos sanos aislados de sangre periférica
humana.
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Capitulo 6. Objetivos y metas

6.1 Objetivo general
Determinar si 3 diferentes nanoparticulas de plata tienen actividad selectiva contra lineas

celulares de leucemia.

6.2 Objetivos especificos
Caracterizar las AgNPs.

Evaluar el efecto anti proliferativo de las AgNPs contra una linea celular de leucemia.
Evaluar el efecto de las AgNPs en linfocitos de Sangre Periférica Humana (SPH).

Identificar mecanismos de muerte celular en células evaluadas.

o &~ WD

Evaluar la generacion de especies reactivas de oxigeno en células con leucemia.

6.3 Metas

1. Demostrar el efecto anticancerigeno de las AgNPs.

2. Sentar las bases para proponer un tratamiento contra leucemia linfocitica con base en
AgNPs.

3. Estandarizar un método de evaluacion de AgNPs e identificacion de muerte celular

en lineas tumorales no adherentes.
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Capitulo 7. Materiales

7.1 Formulaciones de nanoparticulas utilizadas y linea celular

Se utilizaron dos distintas formulaciones de AgNPs Argovit® cuya diferencia radica en la
longitud del polimero de recubrimiento (PVP). Estas AgNPs fueron donadas por el Dr. Vasily
Burmistrov del Centro de Investigacion Vector-Vita en Novosibirsk, Rusia.

Se utilizo la linea celular L1210 de leucemia linfocitica de ratén adquiridas de la American
Type Culture Collection ATCC®.
7.2 Tinciones y kits

e Tincion con azul tripano.
e Kit de mecanismo de muerte celular Anexina V 488 Alexa Fluor®.

e Kitindicador mitocondrial de superéxido Mitosox™ Red.

7.3 Sistemas de deteccion

e Microscopio Optico
e Hematocitometro

e Citometro de flujo

7.4 Software

e Microsoft Excel 2019
e |IC50 Calculator de AAT Bioquest (https://www.aatbio.com/tools/ic50-calculator)
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Capitulo 8. Metodologia

8.1 Procedimientos realizados

8.1.1 Cultivo celular

Para este trabajo se utilizo la linea celular de leucemia linfocitica de raton L1210, adquiridas
de la American Type Culture Collection ATCC®. Las células fueron cultivadas en medio
RPMI-1640 (Biowest©) suplementado con 10% de suero bovino fetal (Biowest©) y 0.01%
de antibiotico-antimicético (Biowest©). Se mantuvieron a las células en una incubadora de
CO2 de acuerdo con las especificaciones de la ATCC en placas petri con medio de cultivo
suplementado a una temperatura de 37°C. Al obtener una confluencia mayor al 75% en las
cajas petri se realizaban pases para preservar la linea celular y proliferarla con nuevo medio
celular. Al tratarse de una linea celular en suspension, se centrifugaron las células para
retirarles el medio sobrante y se resuspendieron en medio totalmente nuevo y suplementado
para generar los pases. El cultivo de células permiti6é obtener numerosas colonias de la linea

celular para una posterior evaluacion de las nanoparticulas.

8.1.2 Ensayo de viabilidad celular: exclusion vital por colorante azul tripano

El ensayo de exclusion vital por colorante azul tripano permite una identificacion vy
enumeracion directa de células vivas (sin tefiir) y muertas (azul) en una poblacién dada. Esta

identificacion y conteo es posible mediante la utilizacion de microscopios.

Para conocer el efecto de las nanoparticulas sobre la viabilidad celular se utilizé el ensayo de
exclusion de azul tripano. En placas de 96 pozos, se afiadieron 180 uL de suspension celular
con una densidad de 100,000 células por pozo y 20 uL de AgNPs. Se afiadié un control
negativo de medio RPMI 1640 suplementado. Para cada tratamiento se realizaron tres
experimentos independientes (Figura 12), por triplicado.
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Figura 12. Esquema de la placa de 96 pozos. Se muestra la distribucion de los estimulos y controles
para evaluar la viabilidad de células de leucemia tratadas con AgNPs a distintas concentraciones.

Las células tratadas con AgNPs fueron incubadas a 37°C con 5% de CO2 por 24 h. Posterior
a la incubacion de 24 horas, se afiadieron 2 pL de azul tripano al 4% en cada pozo y se fijaron

las células con 20 puL de formaldehido al 37% (concentracion final 3.7%).

Se utiliz6 una cdmara de Neubauer para contar el nimero de células viables por pozo, por
medio de un microscopio optico. Se cargd la cAmara de Neubauer con 10 pL del liquido
resuspendido. Las células que permanecieron sin tefiir fueron consideradas como viables. El
promedio de células viables en los pozos de control negativo se design6 como el 100% de
viabilidad. La férmula para calcular el porcentaje de viabilidad celular de cada experimento
independiente es la siguiente:

R # células viables por pozo
% viabilidad = - - - — x 100%
promedio de células viables control negativo
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Por ultimo, para obtener el porcentaje de viabilidad del tratamiento se calcul6 el promedio
de los tres experimentos independientes. Se obtuvieron los resultados de cada experimento
por triplicado.

8.1.3 Anadlisis estadistico

Se realiz6 un analisis de varianza de dos factores (ANOVA) en el programa Excel. Se
compararon las formulaciones 3y 8 de nanoparticulas Argovit® en distintas concentraciones
y con base en los resultados de viabilidad celular se determind si existe 0 no un efecto
significativo anti proliferativo en las células L1210. Ademas, se efectud una prueba post hoc
de Tukey para comprobar las diferencias significativas respecto a los resultados de los
experimentos. Se considerd un nivel de significancia * p <0.05.

Por ultimo, se calculd la concentracion inhibitoria media maxima (IC50) mediante el
programa IC50 Calculator de AAT Bioquest para determinar a qué concentracién se inhibe
la mitad de la poblacion celular en los ensayos in vitro.

8.2 Perspectivas metodoldgicas

8.2.1 Mecanismo de muerte celular: Anexina V/ loduro de propidio

La apoptosis es un proceso de muerte celular extremadamente regulado, en donde se generan
restos celulares que pueden ser aprovechados e ingeridos por células vecinas mediante la
generacion de cuerpos apoptéticos. En cambio, la necrosis es un tipo de muerte celular sin
regulacion e inmediato, donde existen cambios morfolégicos como la compactacion y
fragmentacion de la cromatina nuclear, contraccion del citoplasma, pérdida de la simetria de

la membrana plasmatica y exteriorizacién de la fosfatidilserina.

La superficie de las celulas sanas esta compuesta por lipidos que se distribuyen
asimétricamente en la pared interna y externa de la membrana plasmatica. Uno de estos
lipidos, la fosfatidilserina, normalmente se encuentra en la pared interna de la membrana

plasmatica, por lo tanto, solo esta expuesta al citoplasma celular. Sin embargo, durante la
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apoptosis se pierde la asimetria de lipidos y la fosfatidilserina queda expuesto en la pared
exterior de la membrana plasmatica. La anexina V, una proteina de union al calcio de 36 kDa,
se une a la fosfatidilserina; por lo tanto, la anexina V genera una fluorescencia que se puede
utilizar para detectar la fosfatidilserina que esta expuesta en el exterior de las células
apoptoticas. La anexina V también puede tefiir las células necréticas porque estas células
tienen membranas rotas que permiten que la anexina V acceda a toda la membrana
plasmética. Sin embargo, las células apoptdticas se pueden distinguir de las necréticas
mediante una contra tincion con yoduro de propidio, porque el yoduro de propidio entra en

las células necroticas, pero se excluye de las células apoptéticas.

El kit Alexa Fluor® 488 anexina V / apoptosis de células muertas con Alexa® Fluor 488
anexina V y ioduro de propidio (IP) para citometria de flujo proporciona un ensayo rapido y
conveniente para detectar apoptosis. El kit contiene anexina V recombinante conjugada con

el fluoréforo muy sensible: Alexa Fluor® 488.

Ademas, el kit incluye una solucion lista para usar del tinte de union de acido nucleico de IP
rojo fluorescente. El IP es impermeable a las células vivas y apoptoticas, pero tifie las células
muertas con fluorescencia roja, uniéndose fuertemente a los acidos nucleicos de la célula.
Después de tefiir una poblacion celular con Alexa Fluor® 488 anexina V' y IP en el tampon
de union proporcionado, las células apoptoticas muestran fluorescencia verde, las células
muertas muestran fluorescencia roja y verde y las células vivas muestran poca 0 ninguna
fluorescencia. Estas poblaciones se pueden distinguir facilmente utilizando un citémetro de
flujo ajustando la linea de 488 nm de un laser de iones de argdn para la excitacion.
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Protocolo de deteccidn de apoptosis por citometria de flujo.

1. Inducir la apoptosis en las células utilizando el método deseado, en este caso con el
tratamiento de AgNPs de plata hacia las células L1210. Preparar un control negativo
incubando las células en ausencia de agente inductor.

2. Cosechar las células después del periodo de incubacién y lavelas en solucion salina
tamponada con fosfato (PBS) fria.

3. Preparar tampon de unién a anexina 1X. Por ejemplo, para ~ 10 ensayos, agregar 1 ml de
tampon de unién de anexina 5X (Componente C) a 4 ml de agua desionizada.

4. Preparar una solucion de trabajo de 100 pg/ml de IP diluyendo 5 pl de la solucion de
stock de IP de 1 mg/ml (Componente B en 45 pl de tampdn de union a anexina 1X).
Almacenar la parte no utilizada de esta solucién de trabajo para experimentos futuros.

5. Centrifugar nuevamente las células lavadas (del paso 2), desechar el sobrenadante y
resuspender las células en tampdn de union a anexina 1X. Determinar la densidad celular
y diluir en tampdn de unidn a anexina 1X a~ 1 x 106 células/mL, preparando un volumen
suficiente para tener 100 pl por ensayo.

6. Agregar 5 pl de Alexa Fluor® 488 anexina V (Componente A) y 1 ul de solucién de
trabajo de IP 100 pg / ml (preparada en el paso 4) a cada 100 pL de suspension celular.

7. Incubar las células a temperatura ambiente durante 15 minutos.

8. Después del periodo de incubacion, agregar 400 pl de tampon de union a anexina 1X,
mezclar suavemente y mantener las muestras en hielo.

9. Tan pronto como sea posible, analizar las células tefiidas por citometria de flujo,
midiendo la emision de fluorescencia a 530 nm (por ejemplo, FL1) y > 575 nm (por

ejemplo, FL3).

La poblacién debe separarse en tres grupos: las células vivas muestran solo un nivel bajo de
fluorescencia, las células apoptéticas muestran fluorescencia verde y las células muertas
muestran fluorescencia roja y verde. Los resultados de la citometria de flujo se confirman
observando las células bajo un microscopio de fluorescencia, usando filtros apropiados para

fluoresceina (FITC) y tetrametilrodamina (TRITC) o colorante Texas Red®.
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8.2.2 Deteccion de Especies Reactivas de Oxigeno (ROS)

El oxigeno tiene una estructura molecular Gnica y abunda dentro de las células. Acepta
facilmente los electrones libres generados por el metabolismo oxidativo normal dentro de la
célula, produciendo especies reactivas de oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés) como el

anion superdxido Oz y radical hidroxilo (HO), asi como el oxidante H.Ox.

Las ROS sirven como moléculas de sefializacion celular para procesos bioldgicos normales,
incluidos la funcién de transportadores/canales i6nicos, activacion de proteina
quinasa/fosfatasa, expresion genética y otros procesos de sefializacion intracelular. Sin
embargo, la generacion de ROS en niveles altos también puede provocar dafios en multiples
orgéanulos y procesos celulares, que en ultima instancia pueden alterar la fisiologia normal,

esto resulta en efectos altamente toxicos, lo que se denomina estrés oxidativo.

El indicador de super6xido mitocondrial MitoSOX ™ Red es un nuevo tinte fluoro génico
derivado de hidroetidina para la deteccion altamente selectiva de superdxido en las
mitocondrias de células vivas. El reactivo MitoSOX ™ Red permea las células vivas y se
dirige rapida y selectivamente a las mitocondrias. Una vez en las mitocondrias, el reactivo
MitoSOX™ Red es oxidado por superoxido y exhibe fluorescencia roja. El reactivo
MitoSOX™ Red se oxida facilmente por el superoxido, pero no por otros sistemas que
generan ROS o especies de nitrogeno reactivo (RNS), y la superdxido dismutasa evita la
oxidacion de la sonda. El producto de oxidacion se vuelve altamente fluorescente al unirse a

los &cidos nucleicos.

Para la evaluacion de la generacion de superdxido mitocondrial se utiliza el reactivo
MitoSOX™Red (invitrogen®©). A continuacion, se muestra el protocolo a seguir para la

evaluacion con el reactivo.

1. Se prepara una soluciébn madre 5 mM de MitoSOX™Red (PM=759 g/mol)
disolviendo el contenido de uno de los viales (50 pg) suministrados por el proveedor
con 13 pL de dimetil sulfoxido (DMSO).
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Posteriormente se diluye la solucion madre para preparar una solucion de trabajo cuya
concentracion este a 43 uM.

Para el ensayo se emplean una cantidad de células determinadas por pozo.

Se plantean tanto los controles positivos como negativos a utilizar en el ensayo de
acuerdo con los estimulos y células utilizadas.

Se afiaden los estimulos a las células y se deja incubar 24 h a 37° C con 5% de CO2.
Al término de la exposicion se afiadieron 2 pl de la solucion de trabajo MitoSOX a
cada pozo (concentracion final 0.42 uM) y se incubo a 37°C por 10 minutos.

Finalmente, se utiliza citometria de flujo para analizar las muestras.
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Capitulo 9. Resultados

9.1 Ensayo de viabilidad celular por tincion con azul tripano

Como una primera aproximacion en la determinacion de la potencial aplicacion de diferentes
formulaciones Argovit® para el tratamiento de leucemia, se evalud su efecto anti
proliferativo en cultivos de la linea celular L1210. La determinacion de viabilidad celular
utilizando el colorante de exclusion vital azul tripano no mostro6 diferencias morfoldgicas en
los cultivos tratados. Sin embargo, se observé un efecto dosis-dependiente, las nanoparticulas
de plata muestran un efecto significativo en la inhibicion de la linea tumoral L1210 (Figura
12).

Viahilidad celular L1210
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Figura 13. Resultados de ensayos de viabilidad celular en células L1210 con AgNPs. La barra de
color blanco corresponde al control negativo. Las concentraciones usadas se muestran en distintos
colores: rojo 0.1 mg/ml, verde oliva 1.0 mg/ml, azul 10 mg/ml y verde lima 100 mg/mi
respectivamente. Las diferencias significativas se muestran en la grafica *p<0.05.
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Se muestran diferencias significativas comparando las concentraciones de ambas
formulaciones. En el caso de la AgNP 3, para la concentracion de 0.1 mg/ml se obtuvo un
62% de viabilidad celular. Por otro lado, la AgNP 8 mostré un 76% de células viables a la
misma concentracion (0.1 mg/ml), lo que representa un 14% mas de viabilidad en
comparacion con la formulacion 3. En el caso de la concentracion 1.0 mg/ml, la formulacion
3 demostrd una viabilidad del 43%, lo que representa una diferencia menor de 4% respecto
al 47% de viabilidad de la formulacion 8. La concentracion de 10 mg/ml denoté una
diferencia de 5% entre las formulaciones, a partir de un resultado de 8% de viabilidad celular
para la formulacion 3 y un 3% para la formulacion 8. Por ultimo, para el caso de la
concentracion 100 mg/ml se mostré un 3% en la formulacion 3, en comparacion con la
formulacién 8 donde se obtuvo una disminucion de la mitad de poblacion celular, es decir,
1.5%.

9.2 Andlisis estadistico

9.2.1 Determinacion de diferencias significativas entre formulaciones y concentraciones

Al realizar un andlisis de varianza de dos factores con varias muestras por grupo se evaluaron
las hipotesis nula y alternativa. La hipétesis nula es: La concentracién de AgNPs con la que
se trata un cultivo de células L1210 no tiene efecto significativo sobre su citotoxicidad. Por
otro lado, se define a la hipétesis alternativa como: La concentracion de AgNPs con la que

se trata un cultivo de células L1210 tiene un efecto significativo sobre su citotoxicidad.

ANALISIS DE VARIANZA

Origen de las variaciones  Suma de cuadrados = Grados de libertad = Promedio de los cuadrados F Probabilidad  Valor critico para F
Tipo de AgNP 172670138.9 1 172670138.9 24.59092595 5.50844E-06 3.990923772
Concentracion 55814177083 3 18604725694 2649.603659 4.84196E-67 2.748190888
Interaccién 917010416.7 3 305670138.9 43.53220423 1.87105E-15 2.748190888
Dentro del grupo 4409388888.9 64 7021701.389
Total 57353246528 71

Tabla 1. Resultados del anélisis de varianza de dos factores con varias muestras por grupo. En
la tabla se muestran los resultados del andlisis estadistico realizado para determinar la significancia
del estudio sobre la citotoxicidad de las dos distintas AgNPs evaluadas a diferentes concentraciones.
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Se observa una p mucho menor en la fila de concentracion, lo que significa que el resultado
tiene diferencias significativas, por lo que se puede rechazar la hip6tesis nula y aceptar la
alternativa: La concentracién de AgNPs con la que se trata un cultivo de células L1210 tiene

un efecto significativo sobre su citotoxicidad (*p<0.05 Figura 12).

9.2.2 Calculo de IC50

Se calcularon las concentraciones inhibitorias medias (1C50) utilizando el programa 1C50
Calculator de ATT Bioquest. Para tal efecto se calcula la ecuacion de la curva resultante de
graficar la viabilidad celular determinada en funcion de la concentracion evaluada. La IC50

de la formulacién 8 result6 en 0.778 mg/ml y la de la formulacién 3 en 0.525 mg/ml.

Calculo de IC50 AgNP 8

Yiabilidad celular (%)
n
|

2 ) a
3 T T T T T — 4
Tx10 0.01 0.1 1 10 100 1x10 1x10

Concentracisn [mg/mi]

Figura 14. Gréfica de resultados de concentracion vs viabilidad celular para la formulacion 8.
El grafico muestra una aproximacion en la curva de los resultados para posteriormente calcular la
1C50.
La IC50 se calculo mediante la siguiente ecuacion:

Max — Min

X Coeficiente Hill
1+ (1£s0)

Y = Min +
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En el caso de la formulacion 8, se gener6 una ecuacion a partir de la grafica de concentracion
vs viabilidad celular, la cual dio como resultado el valor de la IC50 mediante la siguiente
sustitucion:

98.4747 — 4.5665
X 07281

Y = —4.5665 +

1+ (

Calculo IC50 AgNP 3

612 _J L)

515 _J

e b

Wiabilidad celular (%)

321

127

1 T I T I T
1x107 0.01 0.1 1 10 100 1x10° 1x10%

Cancentracién [mg/mi]

Figura 15. Gréfica de resultados de concentracion vs viabilidad celular para la formulacion 3.
El grafico muestra una aproximacion en la curva de los resultados para posteriormente calcular la
IC50.

Por otro lado, en el caso de la formulacion 3, la ecuacion generada para calcular la 1C50 se
gener0 de la siguiente manera:

99.5687 — 8.9648
X 04487

1+ (5523)

Y = —-8.9648 +
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Capitulo 10. Discusion

Las AgNPs han sido ampliamente utilizadas por sus potenciales aplicaciones en el area
biomédica. Sin embargo, su uso se sigue viendo limitado por los riesgos que pueden presentar
a la salud [60]. Ha sido reportada especificamente la aplicacion de AgNPs como un

tratamiento alternativo contra el cancer [5].

En la literatura se reporta la efectividad de AgNPs Argovit® contra diferentes lineas
tumorales como carcinoma de cuello uterino humano (HelLa), células de cancer de mama
(MDA-MB-231y MCFT7), cancer de pulmon (H1299 y H1437), células de cancer de prostata
(DU-145) y adenocarcinoma de colon (HT-29 y DLD-1); asi como en melanoma (B16-F10)
y se report6 una IC50 en las lineas celulares en un rango de 1.82 pg/ml a 4.2 pg/ml. En esta
investigacion se evaluaron nuevas formulaciones de Argovit® cuya variacion es la longitud
del polimero de recubrimiento (PVP), las cuales presentan una IC50 de 0.525 mg/ml para la
formulacién 3y 0.778 mg/ml para la formulacién 8, lo que representa una menor efectividad.
Por lo tanto, se debe realizar una caracterizacion completa que permitira definir los mejores

pardmetros fisicoquimicos necesarios [58,61].

En comparacion con otras AgNPs reportadas para usos médicos contra cancer, el efecto
observado en el presente trabajo representa una menor efectividad, sin embargo, es
fundamental evaluar el tipo de muerte celular que se induce con futuros ensayos para obtener
los parametros necesarios completos. Ademas, debido a que se utilizo la tincion de exclusion
vital con azul tripano para cuantificar la proporcion de células viables, donde no se observé
ningun cambio en la morfologia de las células que pueda asociarse con un posible dafio que
podria afectar células sanas, se estima que estas AgNPs presenten una alta biocompatibilidad
en linfocitos sanos. Esto hace relevante continuar su evaluacion, en otros casos se ha
reportado que las AgNPs pueden causar dafios en la morfologia de las células,

especificamente se han evaluado células hepaticas por su implicacién en el metabolismo [62].

Cabe resaltar que, aunque la efectividad de las formulaciones utilizadas para efectos de esta

investigacion sea menor, uno de los principales problemas de los tratamientos actuales contra
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el cancer es la toxicidad en tejidos periféricos sanos. En este caso, las formulaciones de
AgNPs Argovit® propuestas han demostrado ser inocuas al aplicarse en algunos tejidos
sanos [54]. Esto sugiere que la relacion efectividad-efectos adversos sera determinante para
continuar la investigacion del uso de estas formulaciones como tratamiento alternativo de

leucemia.
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Capitulo 11. Conclusiones

En el presente trabajo se demostro la capacidad anti proliferativa de 2 nuevas formulaciones
de AgNPs Argovit® contra una linea celular de leucemia murina (L1210). La formulacién 3
presento una IC50 de 0.525 mg/ml, mientras que para la formulacion 8 fue de 0.778 mg/ml.
En comparacién con los farmacos de primera eleccion para leucemia: fludarabina, la cual
tiene una 1C50 de 13.499 mg/ml y prednisona con una IC50 de 30.82 mg/ml, el tratamiento
con AgNPs Argovit® es por lo menos 17 veces mas efectivo en comparacion con la primera

y casi 40 veces mas efectivo en comparacion con la segunda [63].

Estos resultados demuestran la efectividad de las AgNPs Argovit® contra una linea celular
de leucemia, lo que sugiere la factibilidad de continuar la investigacion para determinar si
podrian ser un tratamiento alternativo contra la leucemia. Para tal efecto seria necesario
determinar el mecanismo por el cual las AgNPs producen un efecto citotoxico selectivo en
lineas tumorales, asi como profundizar sobre su potencial efecto toxico en modelos in vitro

e in vivo.
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