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RESUMEN

Diversos estudios del sulfato de vanadio demuestran actividades bioldgicas, entre
las cuales se mencionan las actividades anticancerigena y antimicrobiana. Debido a que
los tratamientos actuales generan mecanismos de resistencia en las células cancerosas y
microbianas, este material es una alternativa terapéutica para el desarrollo de farmacos no
convencionales como las nanoparticulas, dirigidos a combatir las enfermedades como
cancer e infecciones. En este proyecto, se sintetizaron y caracterizaron nanoparticulas de
fosfato de vanadio mediante DRX, FTIR, SEB y UV-Vis, se evaluaron el efecto citotéxico
en CCL-13, CCL-81 y 55-X y el efecto anticancerigeno en HTB-35, HTB-22, HTB-38 y
HTB-177, ambos mediante la técnica de MTT. Se determind la actividad antimicrobiana
de aislados clinicos farmacorresistentes de Acinetobacter baumanii, Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus aureus, Lomentospora prolificans, Candida glabrata y
Candida krusei, mediante la técnica de microdilucion en placa. Finalmente se realiz6 el
microarreglo de ADN en HTB-22 expuesta a nanoparticulas de fosfato de vanadio V21 y
la produccion de especies reactivas de oxigeno con la prueba de diacetato de 2°,7°-
diclorofluoreceina. Se demostr6 la composicion de las nanoparticulas de fosfato de
vanadio por XRD, FTIR, y se obtuvieron nanoparticulas esféricas con didmetros promedio
de 40, 55,70 y 75 nm, mediante UV-Vis se confirmo la liberacién del ion VO?** en medio
acido; mostraron baja toxicidad en CCL-13 y CCL-81 y alta toxicidad en 55-X;
presentaron actividad anticancerigena en HTB-35, HTB-22, HTB-38 y HTB-177;
tuvieron actividad antimicrobiana sobre Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus
aureus 'y Lomentospora prolificans. Las nanoparticulas V21 expuestas en HTB-22
inhibieron vias de sefializacién importantes en la supervivencia y en la proliferacion
celular; generaron estrés oxidativo en la mitocondrial e indujeron apoptosis; se confirmé
que el aumento de la produccion de especies reactivas de oxigeno es la causa del dafio

celular.

XX



ABSTRACT

Several studies of vanadium sulfate demonstrate biological activities, among the
anticancer and antimicrobial activities are mentioned. Because current treatments generate
resistance mechanism in cancer and microbial cells, this material is a therapeutic
alternative for the development of nonconventional drugs such as nanoparticles, aimed at
fighting diseases such as cancer an infection. In this project, vanadium phosphate
nanoparticles were synthesized and characterized by XRD, FTIR, SEB and UV-Vis, the
cytotoxic effect were evaluated in CCL-13, CCL-81 and 55-X and the anticancer effect in
HTB-35,HTB-22,HTB-38 y HTB-177, both using the MTT technique. The antimicrobial
activity was determined in drug-resistant clinical isolate of Acinetobacter baumanii,
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Lomentospora prolificans, Candida
glabrata y Candida krusei, using the microdilution plate technique. Finally, the DNA
microarray was carried out in HTB-22 exposed to nanoparticles vanadium phosphate V21
and the production of reactive oxygen species with the 2,7 -dichlorofluorocein diacetate
test. The composition of the vanadium phosphate nanoparticles was demonstrated by
XRD, FTIR and were obtained spherical nanoparticles with average diameters of 40, 55,
70 and 75 nm; the release of the VO?** ion in acid medium was confirmed by UV-Vis; they
showed low toxicity in CCL-13 and CCL-81 and high toxicity in 55-X; they showed
anticancer activity in HTB-35, HTB-22, HTB-38 y HTB-177; had antimicrobial activity
on Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus and Lomentospora prolificans. The
V21 nanoparticles exposed in HTB-22 inhibited important signaling pathway in cancer
cell survival and proliferation, generated oxidative stress in the mitochondria and induced
apoptosis; increased production of reactive oxygen species was confirmed to be the cause

of cell damage.

xxi



1. INTRODUCCION

El céncer es una de las principales causas de morbilidad y mortalidad a nivel
mundial; en el 2018 se presentaron 17 millones de nuevos casos de cancer y 9.8 millones
de muertes. Los principales tipos de cdncer son pulmén, colon; mama y cérvix. El
tratamiento mas comun en esta enfermedad es la quimioterapia, este utiliza farmacos que
actdan en las células tumorales durante el ciclo celular de la mitosis y otros actiian en la
fase de reposo o ciclica. Sin embargo, no son especificos para células cancerosas, por lo
que limita la efectividad del tratamiento, dando lugar a una gama de efectos secundarios

y provoca el desenlace de mecanismos de resistencia en las células cancerosas.

Las infecciones son provocadas por patdgenos oportunistas, afectan a personas con
inmunodeficiencias, en el caso de las bacterias causan enfermedades principalmente
nosocomiales, mientras que los hongos y levaduras afectan piel, mucosas, sistema
respiratorio, e incluso se diseminan a otros 6rganos ocasionando la muerte al huésped.
Debido a la aparicion de cepas de microorganismos farmacorresistentes la Organizacion
Mundial de Salud (OMS) estima que para el afio 2050 este padecimiento sera la principal
causa de muerte. Algunos de los agentes causales son Acinetobacter baumanii,
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Lomentospora prolificans, Candida
glabrata y Candida krusei. Desde 1928, existen diferentes tratamientos antimicrobianos,
para combatir bacterias se usan las cefalosporinas, los carbapenémicos, las
fluoroquinolonas, los aminoglucésidos, los beta-lactdmicos y las tetraciclinas; para los
hongos y levaduras se utilizan los macrolidos poliénicos y los triazoles. Sin embargo, estos
farmacos provocan distintos efectos adversos, y desarrollan mecanismos de resistencia en

las células microbianas.

Considerando que los tratamientos en dichos padecimientos generan efectos adversos

y desarrollan mecanismos de resistencia, se necesita el desarrollo de nuevos tratamientos
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en los que se destaca el uso de farmacos no convencionales, producidos con tecnologias
innovadoras como la sintesis de nanoparticulas. Para la sintesis de dichos nanomateriales
se podria utilizar el sulfato de vanadio debido a que se demuestran en distintos estudios
actividades bioldgicas, entre las cuales se mencionan las actividades anticancerigena y
antimicrobiana; mostrando ser efectivas sobre las células cancerosas (cancer de mama,
cérvix, pulmén y colon), presentado mecanismos de acciéon como la generacion de
especies reactivas de oxigeno, dafio al ADN (Acido desoxirribonucleico) y apoptosis. En
el caso de la actividad antimicrobiana el sulfato de vanadio posee efecto sobre
Streptococcus pneumoniae en la biosintesis del ADN y ARN (Acido ribonucleico).

En la bibliografia se sugiere que las nanoparticulas como forma farmacéutica no
convencional tienen algunas ventajas sobre los compuestos farmacoldgicos ya conocidos,
pueden a atravesar barreras bioldgicas debido al tamafio nanométrico y de esta forma se
podrian utilizar dosis menores de los compuestos activos y la liberacion de las moléculas
podria ser controlada en un largo periodo, al variar la constitucion de las nanoparticulas,

logrando una mejor respuesta farmacoldgica y menos efectos adversos.

Por todo lo anterior, en este proyecto se sintetizaron y caracterizaron nanoparticulas de
fosfato de vanadio (VOHPO,:2H,0)y por primera vez se determind el efecto citotoxico,
anticancerigeno y antimicrobiano “in vitro”, ademds, se aportd al mecanismo de accion
de las nanoparticulas fosfato de vanadio V21 al exponerlas sobre las células HTB-22. Con
el fin de establecer informacion relevante para que pueda ser usada para el desarrollo de

una terapia anticancerigena o antimicrobiana.



2. ANTECEDENTES

2.1 . El cancer

Las cifras epidemioldgicas reportadas en el 2018 fueron 17 millones de nuevos
casos de cancer y 9.8 millones de decesos (Torre ef al., 2018). En el caso particular de
México en el 2014, se informé una mortalidad de 65 mil casos, esto nos indica que se

tienen sumas altas de gran impacto a la salud.

En términos generales los principales tipos de cancer en el género masculino son: préstata,
pulmoén, estdbmago, higado y colon; en el género femenino los principales tipos de cancer
son: mama, cérvix, higado, estomago y pulmén (OMS, 2018). Por esta causa se redoblan

los esfuerzos para investigar, desarrollar y obtener una cura a esta enfermedad.

2.1.1. Caracteristicas genéticas del cancer

El céncer es desarrollado por células que generan alteraciones genéticas en su
sistema metabdlico, para la formacion de tumores, invasion de tejidos y finalmente una
produccion de metastasis (Bray et al., 2018, Vogelstein y Kinzler, 1993, Hanahan y
Weinberg, 2011).

Las principales vias metabdlicas involucradas en la progresion de este padecimiento son
succinato, glutamindlisis, pentosas fosfato, sintesis de lipidos, difusién mitocondrial
(estrés oxidativo mediante la generacion de especies reactivas de oxigeno, ROS),
activacion de oncogenes (BLC-2, BLC-XL, ciclina y CDK-2) e inactivacion de genes
supresores (pS3, pl6/INKa, p14/ARF, RBI, APC, DPC4, BRCA1, BRCA2 y WNT-7B),
estas vias se ven alteradas durante la fase de crecimiento, replicacién, metabolismo y

muerte celular, para cada tipo de cancer (figura 1, Tabla 1) (Kurmar et al., 2010; Schuwab,



2008; Arredondo-Espinoza, 2010, Swietach et al., 2010, Singh et al., 2010, Hancock et
al.,2001, Wishart, 2019).

Debido a todos los mecanismos modificados, las células cancerigenas requieren una gran
demanda de energia y mayor consumo de oxigeno. Lo que obliga a la célula a reprogramar
su metabolismo en condiciones anaerdbicas, este tipo de respiracion hace que las células
secreten H* (protén de hidrégeno), creando un microambiente extracelular dcido (Teicher,
2009, Semenza, 2007, Persi et al., 2018, Reshkin er al., 2014). Este microambiente
extracelular ayuda a la propagacion del cancer a otros 6rganos en poco tiempo,
provocando la muerte del paciente (figura 1) (Hanahan y Weinberg, 2000; Weinberg,
2008).
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Figura 1. Vias metabdélicas involucradas en el cancer. Las vias metabdlicas alteradas son: glutamindlisis,
pentosas fosfato, sintesis de lipidos, difusién mitocondrial (estrés oxidativo mediante la generacion de
especies reactivas de oxigeno, ROS), activacion de oncogenes e inactivacion de genes supresores (adaptado
de Lu et al., 2018, Wong, 2011, Hanahan y Weinberg, 2000 and 2011, Wishart, 2019).



Tabla 1. Genes involucrados en el cancer.

Gen Tipo de cancer Funcién

Activacion de oncogenes

BLC-2 En la mayoria Inhibe la apoptosis
BCL-XL En la mayoria Inhibe la apoptosis
Ciclinas En la mayoria Amplificacién génica

CDK-2 En la mayoria Regulador del ciclo celular

Inactivacién de genes supresores

p53 En la mayoria Factor de transcripcion
pl6/INKa En la mayoria Regulador del ciclo celular
pl4/ARF En la mayoria Activador de p53 y antagonista de MDM2
RB1 Retinoblastoma Co-rrepresor transcripcional
APC Colorrectal Ayuda a la sefializacién
DPC4 Pancredtico y colorrectal Participa en la transcripcién
BRCALI Mama y ovario Reparacién del ADN
BRCA2 Mama y ovario Reparacién del ADN
WNT-7B Mama y colorrectal Sefializacién de proteinas secretadas

La apoptosis es el mecanismo predeterminado genéticamente para la muerte
celular, este proceso es indispensable para la regulacion a nivel genético, la remodelacion
tejidos y el mantenimiento de la homeostasis tisular de las células sanas o en ocasiones
para las células danadas (Kerr et al., 1972). Los cambios morfoldgicos que se generan en
la célula son condensacion celular y nuclear, fragmentacion del ADN, fragmentacion
celular y formacién de cuerpos apoptéticos (Kroemer et al., 2005). En el proceso de
apoptosis se ven implicadas diferentes vias moleculares: la via intrinseca (0 mitocondrial)

y la via extrinseca (o de receptores de muerte celular).

En la via intrinseca de apoptosis se inicia con factores de estrés o dafo al ADN, es regulada
por la familia de proteinas BCL-2 (esta proteina se ve alterada en el cancer), conformadas
de las proteinas anti-apoptética (BCL-, BCL-X,, MCL-1, BCL-w y A1) y las proteinas
pro-apoptéticas (BAX, BAK y BOK). El citocromo c sale de la mitocondria y junto con
la procaspasa-9 promueven las caspasas 3, 6 y 7, estas ultimas caspasas dan lugar a la

apoptosis.



En la via extrinseca participan receptores transmembranales como Fas (CD95/APO-1),
TRAIL y TNF (factor de necrosis tumoral) (en el cancer estos receptores se encuentran
alterados), estos factores convergen en la activacion de caspasa 8 y 10, finalmente
promueven la via de caspasa 3 para la apoptosis (Willis et al., 2007; Zhou et al., 2008;
Igney et al., 2002).

Las ROS se producen como consecuencia del metabolismo fisioldgico aerdbico
normal, estas sustancias quimicas contienen oxigeno con propiedades reactivas las mas
comunes son O, (superdxido) y H,O, (per6xido de hidrégeno). Las fuentes mas
importantes de la produccion de ROS son la mitocondria, la membrana plasmatica, citosol
y el reticulo endopldsmico, a través de la cadena de transporte de electrones, los
peroxisomas, la NADPH oxidasa, la sintetasa desacoplada del 6xido nitrico, el sistema del
citocromo P450 y enzimas b5 (Klaunig y Kamendulis, 2004; Meo et al., 2016, Akhtar et
al., 2107, Garcia-Bermudez y Cueva, 2016, Vives-Bauza et al., 2010, Casemet, 2016,
Ronn et al., 2008). La cadena de transporte de electrones esta asociada al proceso de la
fosforilacion oxidativa del metabolismo, cuando se produce una sobreproduccion de la
cadena respiratoria se induce las ROS provocando estrés oxidativo. Estas acciones
potencia el dafio directo al ADN, proteinas y lipidos de peroxidacion induciendo
directamente a la muerte celular (Singh et al., 2010, Dickinson y Chang, 2011, Wang et
al.,2010).

2.1.2. Quimioterapia, sus efectos adversos y mecanismos de resistencia del cancer

Existen diferentes tratamientos dependiendo el tipo de cancer, localizacién y
caracteristicas, como la quimioterapia, radioterapia, cirugia, inmunoterapia, terapia
dirigida, terapia génica, terapia fotogénica y terapia hormonal, sin embargo éstas ultimas

son usadas en casos especificos y son costosas.

La quimioterapia utiliza farmacos que actian en las células tumorales durante el

ciclo celular de la mitosis y otros actian en la fase de reposo o ciclica (OMS, 2018).

Los mecanismos de accién de los farmacos antineoplasicos son los siguientes:
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e Los agentes alquilantes (carboplatino, cisplatino, ciclofosfamida y clorambucilo)
actian mediante la formacion de enlaces covalentes entre su grupo alquilo, que
interactia con las bases nitrogenadas del ADN e impiden la replicacion al

reaccionar con los grupos fosfatos y alquilando bases del ARN.

e Los antimetabolitos (metotrexato, fluorouracilo, mercaptopurina y citarabina)
inhiben la sintesis de ADN o ARN, al inhibir la funcién del ADN polimerasa y

limitar la sintesis de aminodacidos y bases nitrogenadas.

e Los inhibidores de la mitosis o alcaloides vegetales (etopdsido, tenipdsido,
paclitaxel, doxetaxel, vinblastina y vincristina) son inhibidores de la division
celular, debido a que se fijan de manera reversible a la subunidad beta de la

tubulina e impiden la polimerizacién de microtubulos, deteniendo asi la metafase.

e Los antibidticos (bleomicina, doxorrubicina, daunorrubicina, dactinomicina y
mitomicina) inhiben la replicacion intercaldandose entre los pares de bases
adyacentes del ADN, impiden la transcripcion, inhibiendo la topoisomerasa II,

altera la membrana e inhiben la fosforilacion oxidativa de las mitocondrias.

e Los agentes miscelaneos (procarbazina y hidroxiurea) inhiben la sintesis de ADN
y ARN e inactivan la ribonucledtido-reductasa; las hormonas (tamoxifeno y
toremifeno) bloquean los receptores de estrogenos (Benedi y Goémez-Del Rio,

2006; Goodman Gilman, 2002; Jermal et al., 2011).

En algunos tipos de canceres se usa uno o mas tratamientos y/o combinaciones de
farmacos, esto con el fin de obtener mejores resultados y erradicarlo (Capaccio, 2013;
Yap, 2010). Sin embargo, la mayoria de los tratamientos farmacolégicos no son
especificos para células cancerosas, por lo que limita la efectividad en el tratamiento
contra el céancer, dando lugar a una gama de efectos secundarios como hipertension,
problemas cardiacos, pulmonares, 6seos y articulaciones, enddcrinos, cerebrales, médula
espinal, nerviosos, dentales, visuales, digestivos, pérdida de cabello, neutropenia o

leucopenia (Bar-Zeev et al.,2017; Torres-Martinez, 2017).



Estos farmacos quimioterapéuticos desencadenan en las células cancerigenas una serie
de mecanismos de resistencia. La resistencia a los medicamentos es la capacidad de las
células cancerosas para sobrevivir en presencia de agentes toxicos, desarrollando
multiples procesos:

e En los agentes alquilantes, se aumenta la reparacion del ADN.

e En los inhibidores mitéticos, las hormonas y los antimetabolitos se generan

cambios en enzimas o en receptores blanco.

e En los antimetabolitos, andlogos de pirimidinas y purinas, se activan p-
glucoproteina para disminuir la acumulacion del farmaco en la célula (Katzung y

Trevor, 2007).

Debido a todo esto se necesita el desarrollo e investigacion de nuevos farmacos

anticancerigenos con menos efectos secundarios, mayor selectividad y mas efectivos.

2.1.3. Estrategia molecular para la expresion génica

En la actualidad existen técnicas de analisis que ayudan al estudio del mecanismo
de accién de nuevos farmacos como los chips de ADN, microarreglos. La tecnologia de
hibridacién y lectura de microarreglos es una herramienta de alto rendimiento para el
andlisis de expresion de genes en el tratamiento de cierta molécula, esto lo hace en union

de un material bioldgico y un soporte sélido de distinta naturaleza.

Los microarreglos pueden clasificarse en dos grupos: biomicroarreglos (biochips) y los
microarreglos quimicos (constituidos de acidos nucleicos, enzimas, anticuerpos, células,
etc.). Las principales etapas del microarreglo se pueden dividir en cuatro: 1) Seleccion del
tipo de microarreglos y de las secuencias que se colocara en el soporte. 2) Obtencion de
la muestra bioldgica. 3) Amplificacion del material genético reaccidon en cadena de la
polimerasa (PCR). 4) Hibridacién de los 4cidos nucleicos con una sustancia fluorescente
(captura y andlisis de resultados) (Torres-Martinez, 2017, Pioquinto-Avila, 2017,
Arredondo-Espinosa et al., 2016, Arredondo-Espinosa et al., 2014, Olazardn-Santibafez,
2013, Napoli at al., 2003; Xu y Lam, 2003; Liu et al., 2006).
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2.2 Infecciones causadas por microorganismos patégenos y emergentes

Las infecciones provocadas por bacterias farmacorresistentes provocan un
aumento en las cifras de prevalencia y mortalidad, por esta razén la OMS estima que para
el afio 2050 la principal causa de muerte serd esta enfermedad. Asimismo, las infecciones
provocadas por hongos y levaduras tomaron importancia, debido a que presentan una tasa
elevada de prevalencia dirigida a causar estragos en el sector salud, por la aparicion de

cepas resistente a los tratamientos existentes.

Las infecciones son provocadas por patdégenos oportunistas, afectan a personas con
inmunodeficiencias, en el caso de las bacterias causan enfermedades principalmente
nosocomiales, mientras que los hongos y levaduras afectan piel, mucosas, sistema
respiratorio, e incluso se diseminan a otros 6rganos ocasionando la muerte (Puente-De

Leédn, 2016).

2.2.1. Infecciones causadas por bacterias patégenas

Algunos de los patdgenos causales de infecciones oportunistas son Acinetobacter

baumanii, Pseudomonas aeruginosa 'y Staphylococcus aureus.

Acinetobacter baumannii causa infecciones nosocomiales y mueren el 40% de
pacientes infectados por este microorganismo (Almasaudi, 2016). A. baumannii es un
cocobacilo Gram negativo, aerobio estricto, no fermentador, catalasa positiva, oxidasa
negativo e inmdvil (Jung y Park, 2015). La patogenicidad de esta bacteria es debida a la
capacidad de producir toxinas (verotoxina), enzimas extracelulares, permeabilidad

vascular secretada y formacién de biopeliculas (Alvarez-Fraga et al., 2018).

Pseudomonas aeruginosa provoca dafio a las personas inmunodeprimidas, causa
enfermedades nosocomiales y la mortalidad es del 40% al 50% (Weingarten et al., 2003).
Este microorganismo es un bacilo Gram negativo, aerobio, oxidasa positivo, altamente
versatil, capaz de tolerar condiciones bajas de oxigeno y puede sobrevivir con bajos
niveles de nutrientes y crecer en un rango de temperatura de 4 a 42 °C. Esta bacteria causa

infecciones en las vias urinarias, esta bacteria es capaz de desarrollar biopeliculas y tiene
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un flagelo corto, el cual le confiere a la bacteria mayor patogenicidad y adhesién a

superficies (Ochoa et al., 2013).

Staphylococcus aureus es causante de enfermedades nosocomiales y la mortalidad
es de 8.3 a 36%. Esta bacteria es un coco Gram positivo que mide cerca de 1 um de
diametro, no es mavil, es aerobio facultativo y fermentador de glucosa. Esta especie de
Staphylococcus es catalasa positiva, coagulasa positiva, crece a temperaturas de 25 a 43
°C, en un pH de 4.8 a 9.4. Este microrganismo puede causar bacteriemia, infecciones del
sistema nervioso central, osteomielitis, infecciones del tracto urinario y sindrome de
choque toxico. Existen factores que se ven implicados en la virulencia como: la capacidad
de adherencia a la célula huésped o matriz extracelular, evasion del sistema inmune del
huésped con la produccion de enterotoxinas estafilocdcicas (la toxina 1 del sindrome de
choque toxico, proteina A y algunos polisacdridos capsulares del tipo 1, 5 y 8), la
produccion de biopeliculas y la capacidad de penetrar en tejidos (con la produccion de la
alfa-toxina y hemolisinas) (Lister y Horswill, 2014; Veldzquez-Meza, 2005). Es
importante saber la clasificacion de las bacterias, para tener un mejor enfoque del tipo de

tratamiento o quimioprofilaxis utilizar.

2.2.2. Caracteristicas morfologicas de bacterias Gram positivas y Gram negativas

Existen dos tipos de bacterias, segun la estructura de la pared celular dada por la
tincion Gram: Gram positivas y Gram negativas. Estos tipos de bacterias tifien de forma
distinta debido a las diferencias constitutivas en la estructura de sus paredes celulares
(figura 2). En la tinciéon Gram las bacterias positivas tifien la pared celular desde el uso
del colorante bésico de cristal violeta (la pared tiene mas peptidoglicano y menos lipidos),
el colorante se une a los polisacaridos de la membrana, el lugol sella el colorante, la capa
de peptidoglicano retiene el color violeta y al usar solvente lipidico alcohol-acetona no
hay decoloracion. Mientras que las bacterias negativas se decoloran, al usar safranina se

une a la pared celular y se tifien de color rojo (Fernandes y Sao-José, 2018).

Las bacterias Gram positivas poseen pared celular bacteriana de una capa gruesa

de peptidoglicano y una cdpsula que envuelve toda la célula. Ademas, muchas bacterias
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de este tipo tienen dcidos teicoicos anclados a la membrana citoplasmatica a través de la
pared celular y 4cidos lipoteicoicos. Las bacterias Gram negativas tienen una estructura
celular mas compleja, tienen multiples capas: una membrana citoplasmatica, una pared
celular con una delgada capa de peptidoglicano, en la membrana externa contiene
fosfolipidos, lipopolisacédridos y lipoproteinas, y tiene una cdpsula. Ademads, entre las
membranas y la pared existe un espacio llamado espacio periplasmico (Goosens et al.,

2014; Chagnot et al., 2013; Fernandes y Sao-José, 2018).
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Figura 2. Estructura y composicion de los tipos de bacterias. (a) Bacteria Gram positiva, (b) Bacteria
Gram negativa; CM (membrana citoplasmatica), CW (pared celular), OM (membrana externa), IMP
(proteina de membrana interna), PLs (fosfolipidos), PG (peptidoglicano), LP (lipoproteina), CAP (proteina
unida covalentemente), OMP (proteina de membrana externa), SCWP (polimeros de pared celular
secundaria), LPS (lipopolisacaridos), WTA (4cidos teicoicos de pared), LTA (4cidos lipoteicoicos),
envuelto de una capa s y una cdpsula (Fernandes y Sao-José, 2018).

2.2.3. Tratamiento contra las bacterias patégenas, sus efectos adversos y mecanismo

de resistencia

Existen diferentes tratamientos para las bacterias, clasificados por el mecanismo de
accion del farmaco y el tipo de bacterias sensibles, para tener una mejor orientacion eficaz

en la quimioprofilaxis.

e Las cefalosporinas (cefepime, ceftazidima, cefazolina, cefalotina y cefalexina),
estos farmacos inhiben la sintesis de la pared celular con la unién de anillo

dihidrotiazinico con el anillo beta-lactamico.

e Los carbapenémicos (meropenem e imipenem) son tratamientos que inhiben la
sintesis de la pared celular.
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e Las fluoroquinolonas (ciprofloxacino y levofloxacino) son medicamentos que

inhiben la sintesis de los acidos nucleicos.

e Los aminoglucdsidos (gentamicina, tobramicina y amikacina) son antibidticos

que inhiben la sintesis de proteinas (Peleg et al., 2008).

e Los beta-lactamicos (meticilina y penicilina) estos farmacos inhiben la sintesis de

la pared celular.

e Las tetraciclinas (Doxiciclina) estos antibidticos inhiben la sintesis proteica; la
vancomicina inhibe la sintesis de peptidoglicano (Rayner y Munckhof, 2005;

David y Daum, 2017).

Los farmacos contra las bacterias provocan distintos efectos adversos, debido a que
en ciertos casos se administran altas dosis para combatir estos microorganismos.
Las cefalosporinas, las penicilinas, los carbapenémicos, las fluoroquinolonas y las
tetraciclinas causan gran variedad de reacciones alérgicas o de hipersensibilidad y
reacciones gastrointestinales como: nduseas, diarrea e infecciones oportunistas. En el caso
particular de los carbapenémicos en altas dosis puede causar convulsiones; los
aminoglucdsidos provocan nefrotoxicidad, ototoxicidad y dermatitis; las fluoroquinolonas
afectan el metabolismo del colageno; la vancomicina incluye toxicidades con reacciones
de nefrotoxicidad y las tetraciclinas provocan irregularidades del crecimiento dseo y con
la sobre dosis aparece dafio hepatico. Como se puede observar la mayoria de los farmacos
por efectivos que sean para combatir a los microorganismos, causan un dafio toxicoldgico

en el organismo del huésped (Katzung y Trevor, 2007).

Los tratamientos especificos para Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa y
Staphylococcus aureus son:

e En Acinetobacter baumannii 'y Pseudomonas aeruginosa: cefalosporinas
(cefepime, ceftazidima), los carbapenémicos (meropenem, imipenem),
fluoroquinolonas (ciprofloxacino, levofloxacino), aminoglucésidos (gentamicina,
tobramicina, amikacina). Para Pseudomonas aeruginosa también se utiliza

aztreonam (Ochoa ef al., 2013).
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e En Staphylococcus aureus: beta-lactdimico (meticilina, penicilina), cefalosporinas
(cefazolina, cefalotina, cefalexina), fluoroquinolonas (ciprofloxacino),
aminoglucésidos (gentamicina), las tetraciclinas (Doxiciclina) (Rayner y

Munckhof, 2005; David y Daum, 2017).

Durante los ultimos afios paralelamente al desarrollo de nuevos antibidticos, las
bacterias patogenas desarrollaron mecanismos de resistencia para la mayoria de los
tratamientos. La resistencia a los farmacos es la habilidad de los microorganismos para
multiplicarse o para sobrevivir en presencia de concentraciones de un farmaco que
normalmente lo erradica. Existen dos tipos de resistencia: 1) la resistencia intrinseca esta
relacionada con la capacidad de las bacterias para resistir la quimioprofilaxis, y 2) la
rresistencia adquirida se presenta cuando los microrganismos son sensibles a un
determinado antibidtico, pero adquiri6 la capacidad de ser resistente mediante diversos
mecanismos obteniendo variabilidad genética. Algunos de los mecanismos de resistencia
son:

1. Mutacion de porinas OprD y proteinas de membrana OmpA.
2. Modificacion de las bombas de flujo Mex-AB-PprD.
3. Mutacion de la proteina de union a penicilinas (PBP).

4. Adquisicion de pldsmidos con mecanismos de resistencia insertados Amp C, P99,

FOX-1, ACT-1,MIR-1, TEM-1 y 2.
5. Mutacién de ADN-girasas.
6. Mutaciones puntuales en las dianas en las topoisomerasas gyrA y parC (Gordon y

Wareham, 2010, Bonomo y Szabo, 2006, Ochoa et al., 2013, Velazquez-Meza,
2005, Carmeli et al., 2015; Puente-De Leén, 2016).

En consecuencia, la generacion de los mecanismos de resistencia a los tratamientos y
los diferentes efectos adversos, se activé una alerta en el sector salud por el desabasto
en el mercado de antibidticos efectivos y con un mejor indice terapéutico, en

consecuencia, se requieren nuevos agentes farmacoldgicos antimicrobianos.
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2.2.4. Infecciones causadas por hongos y levaduras emergentes

Algunos de los agentes causales de las micosis sistémicas o localizadas son:
Aspergillus niger, Lomentospora prolificans, Coccidioides immitis, Rhizopu spp,
Fusarium oxysporum, Histoplasma, Blastomyces dermatitidis, Candida albicans,

Candida glabrata, Candida krusei, etc. (Puente-De Le6n, 2016).

Lomentospora prolificans es un hongo filamentoso oportunista, causa el 77% de
mortalidad de las personas que presentan infeccion. Este microorganismo crece en Agar
papa dextrosa (PDA) durante 7 dias a 30°C. Se presenta en personas con cirugias o en
condiciones de inmunodeficiencia, causa infecciones cutdneas y se puede diseminar a

otros 6rganos (Wangchinda et al., 2018; Jeffrey et al., 2018).

Candida glabrata y Candida krusei son levaduras saprdfitas, que tienen una
prevalencia del 15 al 30% y 2% respectivamente, aunque el porcentaje es bajo se considera
de interés clinico debido a que estos microorganismos desarrollan mecanismos de
resistencia al tratamiento (Modrzewska y Kurnatowski, 2013). Crecen en agar Sabouraud
Dextrosa (SDA) a 37 °C, provocan candidiasis, meningitis, entre otras enfermedades.
Candida glabrata no posee filamentos en comparacion de otras especies, sin embargo,
produce proteinas que presentan hidrofobicidad en su superficie celular la cual confiere

patogenicidad (Modrzewska y Kurnatowski, 2013).

2.2.5. Caracteristicas morfologicas de hongos y levaduras

Los hongos y levaduras son parte del reino Fungi, presentan alto porcentaje de
quitina y glucosa en su pared celular. La estructura mds importante es la formacion de

hifas, o pseudohifas en el caso de levaduras (figura 3).

Las hifas son una red de filamentos tipo tubular con paredes celulares septadas o no
septadas, presentan gran cantidad de ntcleos. Al conjunto de hifas se conoce como
micelio, el cual se puede observar macroscopicamente. Generalmente en el extremo de las
hifas, en algunos hongos tienen conidios o conidiéforos, que son estructuras cuya funcion

es la produccion de esporas en hongos filamentosos.
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Las pseudohifas son pequefias de forma unicelular las cuales se generan por gemacion,
forman levaduras de 2 a 4 um que al unirse entre si asemejan hifas denominadas
blastoporas. Las levaduras son ovaladas, esféricas o cilindricas y su proceso de
reproduccion es de forma binaria. La membrana celular de los hongos estd compuesta por
proteinas transmembrana, tiene quitina alrededor, seguido de betaglucano vy
monoproteinas que cubren toda la célula (Pazouki y Panda, 2000; Modrzewska y

Kurnatowski, 2013).

Levaduras Hongos

(a)

Conidio

(b)

} Beta-glucano
Quitina

D
Membrana
celular

Proteina membranal

Figura 3. Morfologia de los hongos y levaduras. (a) Morfologia caracteristica de las levaduras y de los
hongos filamentosos, (b) representacion de la membrana de los hongos (Pazouki y Panda, 2000).

2.2.6. Tratamiento contra los hongos y levaduras, sus efectos adversos y mecanismos

de resistencia

En los tratamientos para los hongos en general se destacan los siguientes farmacos:
e Los macrédlidos poliénicos (nistatina, anfotericina B) se fijan al ergosterol de la
membrana celular del hongo formando poros, a través de los cuales se produce la
pérdida de constituyentes celulares y permitiendo el paso de otros compuestos que

resultan toxicos para el hongo.

e Los triazoles (fluconazol, itraconazol, posaconazol y voriconazol) son farmacos
que inhiben la sintesis de los lipidos de la membrana celular. Sin embargo, los
hongos también han generado resistencia a los antimicéticos existentes (Puente-

De Le6n, 2016; Wangchinda et al., 2018).
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Existe gran variedad de efectos adversos de los medicamentos utilizados para
combatir las micosis, por ejemplos: los macrélidos poliénicos provocan hipotension,
escalofrios, fiebre y rigidez, a dosis altas nefrotoxicidad, acidosis tubular, desequilibrio
electrolitico o anemia; los triazdlicos producen malestar gastrointestinal, difusion visual y

hepatica, erupciones cutdneas y cefaleas (Katzung y Trevor, 2007).

En los dltimos afios, los tratamientos contra las infecciones micéticas no tienen la
misma efectividad, debido a la aparicion de hongos y levaduras capaces de desarrollar un
mecanismo de resistencia a los antibidticos. Aunado a esto, la prescripcion y el uso
irracional del tratamiento como profilaxis y el aumento de dosis terapéuticas, empeoran

la situacion.

Los posibles mecanismos de resistencia desarrollados en hongos y levaduras son:
1. La resistencia a la anfotericina B es debida a la disminucién de los niveles de

esteroles o por cambios estructurales de estos.

2. La resistencia a los triazoles se presenta por el cambio de sensibilidad a este
farmaco, que interfiere en la sintesis de la pared celular mediante la inhibicién de

la enzima CYP450, la cual convierte el lanosterol en ergosterol.

Cabe mencionar que la resistencia a los tratamientos, los efectos adversos que estos
provocan generan la necesidad de nuevas alternativas farmacoldgicas para el tratamiento
de infecciones micdticas (Perea y Patterson, 2002; Katzung y Trevor, 2007; Sharma y

Chowdhary, 2017).
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2.3. Estrategias para desarrollar nuevas alternativas terapéuticas

En los ultimos afios, distintos investigadores proponen estrategias para la
investigacion de terapias para combatir el cancer y las infecciones provocadas por
diferentes microorganismos, ambos casos con resistencia al tratamiento e importantes
efectos adversos.

e Dosis mayores de los farmacos, pero esto provoca una mayor toxicidad en el

paciente.

e Combinaciones dos o mds medicamentos, disminuye la susceptibilidad de los

efectos de los tratamientos, causando multirresistencia.

e Sintesis de nuevos compuestos, sin embargo, estas alternativas solo ofrecen

soluciones a corto plazo.

e Sintesis de farmacos no convencionales un ejemplo de esto son las nanoparticulas

(Patil et al., 2010, Carmeli et al., 2015).

2.3.1. Nanoparticulas

Las nanoparticulas son nanomateriales o nanoestructuras que presentan un tamafio
de 2 a 100 nm (al menos una de sus dimensiones) y parte de una manipulacion e
interaccion a nivel de dtomos y moléculas (Jahangirian et al., 2019, Desai, 2012). Estos
nanomateriales son formados mediante tecnologias innovadoras como la nanociencia y la
nanotecnologia, prometen una aplicacion en nuevas alternativas terapéuticas no

convencionales (Borm et al., 2006, Jia et al., 2013, Da Silva et al., 2017).

Las nanoparticulas se producen a partir de diversos materiales organicos e
inorgdnicos: 1) las nanoparticulas orgdnicas son de polimeros biodegradables o lipidos:
liposoma, micelas, dendrimero, nanoesferas, nanocédpsulas, conjugados polimero-
farmaco; 2) las nanoparticulas inorgdnicas son materiales como: oro, plata, titanio, hierro,
carbon, silicio, zinc, platino, rutenio, bismuto, cobre, galio, cobalto, estafio y vanadio
(figura 4) (Da Silva et al., 2017, Ramirez-Cabrera, 2010, Jia et al., 2013). Sin embargo,

no todo ha sido ampliamente estudiado.
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Figura 4. Tipos de nanoparticulas. (a) Nanoparticulas orgénicas, (b) Nanoparticulas inorganicas (Jia et

al.,2013).

2.3.2. Método de sintesis y caracterizacion de nanoparticulas

Existen diferentes métodos de sintesis de nanoparticulas, quimicos, fisicos y
bioldgicos, que generan diferentes morfologias de nanotubos, nanodiscos, nanofibras,
nanoplatos y nanoesferas (Bhatia, 2016).

Uno de los métodos quimicos es la sintesis por precipitacion, la cual consta de dos
procesos: el primer proceso es la nucleacidn, en donde el precursor y el precipitante
forman nucleos de dtomos de forma homogénea mediante la agitacion y la temperatura
constante. El segundo proceso es el crecimiento, en donde la concentracion de especies
precursoras se reduce, se agrega el agente surfactante y se incorpora por difusién a la
superficie de los nucleos modificando el crecimiento de las nanoparticulas. En algunos
casos para la sintesis se agregan agentes reductores de borohidruro de sodio, hidracina,
dimetilformamida y citrato de sodio; los agentes precursores podrian ser sulfato de
vanadio, tetracloroaurato, nitrato de plata y oxido de zinc; los agentes precipitantes son

fosfato de dibésico de potasio, fosfato de zinc (Thanh et al., 2014 y Polte, 2015).

La caracterizacion de las nanoparticulas se realiza por los métodos de difraccion
de rayos X (DRX), espectrometria de Infrarrojo (FTIR) y microscopia electrénica de
barrido (SEB). La DRX es una técnica que emplea rayos catddicos con calentamiento, 1o
cual permite que los electrones se difracten rodeando los 4tomos de la materia, generando

picos o sefales de la forma cristalina o amorfa del material.
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El FTIR es un método que utiliza radiacidn infrarroja para la adsorcion de las moléculas
generando movimientos vibraciones y rotacionales en distintas frecuencias, que permite

identificar estructuras moleculares o grupos funcionales presentes en una muestra.

El MEB es una técnica capaz de producir imdgenes a nanoescalas con resolucién de las
superficies, con diferentes sensores y la generacion de un haz de electrones dispersos en
un campo eléctrico con movimientos ondulatorio y la emision de rayos x, los electrones
se enfocan a las lentes condensadoras y objetivas, se logra la obtencion de la imagen plana
del material en escalas nanométricas (Douglas et al., 2008; Pal et al., 2007; Séarkay et al.,

2005; Kéki et al., 2000).

2.3.3. Ventajas de las nanoparticulas

Las nanoparticulas tienen ventajas comparadas con los farmacos convencionales,
por sus caracteristicas fisicas y quimicas.
e Menor cantidad de compuestos utilizados en la sintesis para la integridad del

nucleo y area superficial, utilizando a su vez dosis menores en los tratamientos.

e El tamafio de escala nanométrica atraviesa con mayor facilidad barreras

bioldgicas.

e Tienen una controlada liberacién de las moléculas por un largo periodo y con ello
obteniendo menos efectos adversos (Da Silva et al., 2017, Badwaik et al, 2013;

Lara et al., 2010).

2.3.4 Nanoparticulas en el area de la Salud

La Nanomedicina es una disciplina en la que se utilizan nanoparticulas en diversos
procesos del area médica; como el disefio y la evaluacion de sistemas bioldgicos
complejos a nivel molecular, formados por un principio activo o moléculas
bioldgicamente activas, lo que permite un mejor diagnostico, tratamiento o prevencion de

distintas enfermedades, como es el caso del cancer o enfermedades infecciosas provocadas
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por microorganismos (Medina et al., 2007, Keskinbora y Jamel, 2018, Singh, et al., 2010;
Licciardi er al., 2013).

Existen diversos estudios de la actividad bioldgica y toxicoldgica de las nanoparticulas de
distintos materiales (Badwaik et al, 2013; Lara et al., 2010; Torres-Martinez, 2017). Las
nanoparticulas mas reportadas para la actividad anticancerigena son de plata, oro, platino
con paclitaxel, hierro, rutenio, bismuto, cobre, galio, ferrita de cobalto y estafio; se
reportan diferentes mecanismos de accién bioldgica como dano al ADN, inhabilitacién
del ciclo celular, dafio a la mitocondria, produccién de ROS e induccion de apoptosis,
entre otros (Torres-Martinez, 2017; Ahamed et al., 2016; Lam et al., 2014, Patil et al.,
2010; Singh et al., 2010; Aderibighe, 2015). Estos mecanismos biolégicos se generan por
las caracteristicas bioquimicas de las células cancerigenas, como el pH acido del medio
extracelular y la interaccion electroquimica de la superficie de las nanoparticulas

principalmente metélicas (Akhtar et al., 2017).

Las nanoparticulas con actividad antimicrobiana son de oro y plata (bacterias),
zinc y plata (hongos), se reportan diferentes mecanismos de accion toxicoldgico como
muerte celular, produccién de ROS, entre otros (Badwaik et al, 2013; Jerez-Urrilagoitia

et al., 2006; Bryaskova et al., 2011; Lipovsky et al., 2011; Pérez-Salas, 2000).

Aparte de los metales preciosos existen evidencias de las actividades bioldgicas de
metales de transicidn, tal es el caso del vanadio con actividades anticancerigena y
antimicrobiana (Holko y cols., en el 2008, Wozniak y Blasiak., en el 2004, Sharma y
Sharma., en el 2013, Fukuda y Yamase., en el 1997, Abakumova et al., 2012, Evangelou,
2002, Novotny y Kombian, 2014).

2.3.5. Vanadio

El vanadio es un metal de transicion del grupo 5d de la tabla periddica, tiene tres
estados de oxidacion (III, IV y V). Se encuentra en la corteza terrestre (21° elemento més
abundante), absorbido por las plantas, que a su vez son consumidos por animales, seres
humanos, y es el segundo elemento mas abundante en el agua del mar (Evangelou, 2002;

Goc, 2006).
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En los tltimos 10 afios, se ha considerado al vanadio con importancia farmacoldgica,
debido a reportes que demuestran que el oxovanadio IV, monovanadato, vanadato y
sulfato de vanadio (VOSO,) presentan distintas actividades: anticonceptiva, antiobesidad,
antidiabética, anticancerigena y antimicrobiana (Goc, 2006; Shioda et al., 2008; Novotny

y Kombian, 2014, Srivatava, 2000; Fawcett et al., 1997).

2.3.6. Actividad anticancerigena del sulfato del vanadio

En la actualidad no hay reportes de la actividad anticancerigena de nanoparticulas
de fosfato de vanadio, sin embargo, existen estudios de diferentes compuestos de vanadio
que son efectivos para esta actividad.

Abakumova y cols., en el 2012 estudiaron la actividad anticancerigena y
citotéxica de VOSQ, y oxovanadio (IV) VO(mal), (figura 5) sobre las lineas celulares:
L.929 (fibrosarcoma de ratén), PC12 (feocromocitoma de ratén), HepG2 y NIH/3T3
(fibroblastos embrionarios de ratén), las concentraciones utilizadas fueron de 0.5 a 6
pg/mL, durante 48 h a 37 °C, el ensayo lo realizaron con la técnica de MTT (bromuro de
3-[4,5-dimetiltiazol-2-il1]-2 ,5-difeniltetrazol). Los resultados de las células 1.929
mostraron una viabilidad del 50% a las concentraciones de 5 pg/mL y 6 pg/mL
respectivamente; en las células PC12 la viabilidad fue del 50% a las concentraciones de

5.5 pg/mL y 4 pg/mL respectivamente; las células NIH/3T3 mostraron una viabilidad del

50% a la concentracion de 6 pg/mL y no se observo toxicidad en las células HepG2 a las
concentraciones evaluadas. Este estudio le atribuye la toxicidad al ion (VO?*) y sugiere
que se induce la fragmentacion del ADN indirectamente a través de la formacion de ROS

por la via de apoptosis.
I

|
|
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Figura 5. Compuestos de oxovanadio (IV) (VO(mal)..
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Holko y cols., en el 2008 analizaron la actividad anticancerigena y la citotoxicidad
de VOSO, en las lineas celulares A549 (carcinoma de pulmén), DU145 (carcinoma de
prostata), BEAS-2B (células de pulmén) y PNT-2 (epitelio de prostata), las
concentraciones utilizadas fueron de 24 .45 x10% ng/mL a 48.9 x10° pg/mL, durante 72 h
a 37 °C, se evaluo la viabilidad con la técnica de MTT. Los resultados de las células A549
y DU145 mostraron una viabilidad del 50% a la concentracién de 24 .45 x10 ug/mL; en
las células BEAS-2B la viabilidad fue del 50% a la concentracion de 48.9 x10° ug/mL y
en el caso de las células PNT-2 no se observo toxicidad en el rango de exposicion. Este
estudio reporta que el VOSO, indujo apoptosis y necrosis celular, analizados por la técnica

de tincion HOECHST 33258.

Wozniak y Blasiak., en el 2004 determinaron la actividad anticancerigena de
VOSO, sobre las lineas celulares Hela (carcinoma de cérvix) y linfocitos, las
concentraciones utilizadas fueron de 815 a 1630 x10° pg/mL., durante 72 h a 37°C,
analizaron esta actividad con la técnica de azul de tripano y con la técnica de ELISA se
investigé el dafio al ADN. Se obtuvo como resultado en ambas lineas celulares una

viabilidad del 50% a la concentracién de 815x10° pg/mL.

2.3.7. Actividad antimicrobiana del sulfato del vanadio

En la actualidad no hay actividad antimicrobiana de nanoparticulas de fosfato de
vanadio, sin embargo, existen evidencia de la actividad antimicrobiana de VOSO,,

Sharma y Sharma., en el 2013 analizaron la actividad antimicrobiana de VOSQO,
sobre Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Escherichia coli, Salmonella
typhi, Salmonella parathyphi, Klebsiella pneumoniae, Aspergillus niger, Byssochlamys
fulva 'y Mucor circinelloides, las concentraciones utilizadas fueron de 7.81 a 250 pg/mL,
durante 24 h a 37°C, analizaron esta actividad con la técnica de microdilucion. Para todas
las bacterias obtuvieron una MIC de 250 pg/mL., para Aspergillus niger y Byssochlamys
fulva se reporté una MIC de 62.5 ug/mL y para Mucor circinelloides 1a MIC fue de 15.62
pg/mL.
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Fukuda y Yamase., en el 1997 determinaron la actividad antimicrobiana de
VOSOysobre Streptococcus pneumoniae, Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis,
Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa, las concentraciones utilizadas fueron de 2 a
8000 pg/mL, durante 20 h a 37°C, analizaron esta actividad con la técnica de
microdilucién. Se reportd la actividad antimicrobiana contra Streptococcus pneumoniae
con una MIC de 8-16 pg/mL y atribuyen el efecto toxico al dafio en la biosintesis del ADN
y ARN.
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3. HIPOTESIS

1. Las nanoparticulas de fosfato de vanadio presentardn mayor citotoxicidad en las lineas
celulares cancerigenas: HTB-35, HTB-22, HTB-38 y HTB-177, en comparacion con las
células no cancerigenas: CCL-13, CCL-81 y 55X.

2. Las nanoparticulas de fosfato de vanadio inhibirdn el crecimiento de Acinetobacter
baumanii, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Lomentospora prolificans,

Candida glabrata y Candida krusei.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo general

Sintetizar, caracterizar y evaluar el efecto citotoxico, anticancerigeno y antimicrobiano de
nanoparticulas de fosfato de vanadio, y determinar algunos mecanismos de accién “in

Vitro”.

4.2. Objetivos especificos

1. Sintetizar nanoparticulas de fosfato de vanadio.

2. Caracterizar las nanoparticulas de fosfato de vanadio por Difraccion de Rayos X
(DRX), Espectroscopia de Transmision de Infrarrojo con Transformada de Fourier
(FTIR), Microscopia electronica de barrido (MEB) y Espectroscopia Ultravioleta
visible (UV-Vis).

3. Evaluar la citotoxicidad de las nanoparticulas de fosfato de vanadio sobre las lineas

celulares CCL-13, CCL-81 y 55-X.

4. Determinar la actividad anticancerigena de las nanoparticulas de fosfato de

vanadio sobre las lineas celulares: HTB-35, HTB-22, HTB-38 y HTB-177.
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Determinar la actividad antibacteriana de las nanoparticulas de fosfato de vanadio
contra Acinetobacter baumanii, Pseudomonas aeruginosa y Staphylococcus

aureus.

Analizar el efecto antimicético de las nanoparticulas de fosfato de vanadio contra

Lomentospora prolificans, Candida glabrata 'y Candida krusei.

Realizar el andlisis del microarreglo de las nanoparticulas de fosfato de vanadio

sobre la linea celular HTB-22 y determinar el patron de expresion génica.

Cuantificar la producciéon de las especies reactivas de oxigeno de las

nanoparticulas de fosfato de vanadio en lineas celulares CCL-81 y HTB-22.
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5. ESTRATEGIA GENERAL

SINTESIS Y EVALUACION DEL EFECTO ANTICANCERIGENO Y
ANTIMICROBIANO DE LAS NANOPARTICULAS DE FOSFATO DE
VANADIO Y APORTACIONES AL MECANISMO DE ACCION “IN VITRO”

1° ETAPA

Sintesis y caracterizacion de las
nanoparticulas de fosfato de vanadio

Actividades Biolégicas de
las nanoparticulas

3° ETAPA

Mecanismo de accion de las nanoparticulas
de fosfato de vanadio en HTB-22
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6. METODOS

6.1. Sintesis de las nanoparticulas de fosfato se vanadio

La sintesis de nanoparticulas de fosfato de vanadio se realiz6 por el método de
precipitacion (Lucio Porto, 2012), para controlar el tamafio y la morfologia de las
nanoparticulas se utiliz6 dodecilsulfato de sodio (SDS) en soluciones acuosas a distinta
concentracion. El precursor fue sulfato de vanadio (VOSQ,) que aport6 los iones VO, se
utilizaron diferentes relaciones molares de SDS/VOSO,. Se usé como precipitante fosfato
dibasico de potasio (K,HPO,) que aport6 los aniones HPO,*. Se utilizaron diferentes
relaciones molares de K,HPO,/VOSO,y se colocaron en una bureta a un flujo constante.
Las temperaturas utilizadas en las reacciones fueron de 30 °C o 70 °C, el tiempo de las
reacciones fueron de 30 min o 120 min en un sistema de reflujo con agitacidén constante
de 360 rpm. Las soluciones obtenidas se filtraron a vacio con H,O desionizada y los
precipitados se secaron a 30 °C, se pulverizaron y se almacenaron en viales de 5 mL de
capacidad (figura 6).

H.O0
VOSO, + K,HPO, — VOHPO,2H,0

Figura 6. Sintesis de nanoparticulas de fosfato de vanadio.
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6.1.1. Caracterizacion de las nanoparticulas de fosfato de vanadio

Se realizé una prueba de estabilidad a las nanoparticulas de fosfato de vanadio
durante 3 meses, la cual consistié en dispersar 10ug de las nanoparticulas de fosfato de
vanadio en diferentes medios (EMEM, PBS y agua estéril) a 2 temperaturas (25 °C y 4
°C). Después de esta prueba se eligieron las nanoparticulas de fosfato de vanadio VPI-
2h, V13, V17 y V21, por mostrar estabilidad en cuanto a la dispersion y sin cambio de

color, para su posterior caracterizacion y la determinacion de ensayos biolégicos.

Se caracterizaron las nanoparticulas de fosfato de vanadio mediante DRX, FTIR,
MEB y UV-Vis. El estudio de DRX permitié determinar la estructura cristalina de las
nanoparticulas de fosfato de vanadio, se emple6 una radiacién CuKa (A=1.5406 A)
operando a 45 kV y 40 mA. El barrido se realizé en un rango de 20 de 5 a 90° con pasos

de 0.02°y 1 s por paso en un modo continuo.

El analisis de FTIR permiti6 determinar los grupos funcionales de las nanoparticulas
sintetizadas, se prepard un pellet de KBr y muestra en una porcién de 1:50 (fosfato de
vanadio:KBr). El espectro se recogié con una resolucion de 4 cm y 32 escaneos en un

rango de barrido de 400-3500 cm'!.

La morfologia de las nanoparticulas se determindé mediante microscopia electronica de
barrido (MEB) y se determind su distribucion de tamafio de las nanoparticulas. Las
muestras de las nanoparticulas se prepararon dispersando agua por medio de ultrasonido
aplicado por 30 segundos, se colocé una gota de las dispersiones en el soporte y se dejo

secar a temperatura ambiente.

La disolucién de las nanoparticulas de fosfato de vanadio se identific6 mediante el UV-
Vis, se prepararon soluciones de PBS con pH=6.4 y 7.4. En estas soluciones se dispersaron
las nanoparticulas de fosfato de vanadio y VOSO, para obtener el ion VO?**, como control
el V,0s se disolvié en HCI para obtener el ion VO,*, se mantuvo a 37 °C durante 1 h, los

espectros de UV-Vis se corrieron en el rango de 300 a 800 nm.

Para las pruebas bioldgicas se preparé la dispersion de las nanoparticulas de fosfato de

vanadio. Las nanoparticulas se dispersaron en agua estéril a una concentraciéon de 10
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pg/mL sin ningtn tipo de estabilizante. La dispersion se sometié a un bafio de ultrasonido

a 40 watts durante 30 min en temperatura ambiente.

6.2. Actividad citotéxica y anticancerigena
6.2.1. Cultivo de las lineas celulares no cancerigena

Para la evaluacion de la actividad citotoxica se utilizaron las lineas celulares CCL-
13 (células de higado, Chang), CCL-81 (células de rifion de mono verde, Vero) y 55X
(células de pulmoén, IRR-MRC-5) obtenidas de la American Type Culture Collection
(ATCC), se cultivaron con medio EMEM (Medio esencial minimo de Eagles)
suplementado con 10% de SFB (suero fetal bovino) y 1% de ampicilina/estreptomicina.
Los frascos con las células se incubaron a 37 °C en una atmésfera de 5% de CO,y 95%

de humedad relativa.

6.2.2. Cultivo de las lineas celulares cancerigenas

Para determinar la actividad anticancerigena se trabajo con las lineas celulares
cancerigenas HTB-35 (carcinoma escamoso de cérvix de segundo grado, SiHa), HTB-22
(adenocarcinoma mamario, MCF-7), HTB-38 (adenocarcinoma colorrectal, HT-29) y
HTB-177 (carcinoma de pulmoén de células grandes, H460), se cultivaron en frascos T25
usando como medio EMEM suplementado con 10% de SFB y 1% de
ampicilina/estreptomicina. Los frascos se incubaron a 37 °C en una atmoésfera de 5% de

CO,y 95% de humedad relativa, hasta alcanzar la confluencia necesaria.

6.2.3. Exposicion de las lineas celulares con las nanoparticulas de fosfato de vanadio

Una vez que las células estaban listas y que se observo un 80 % de confluencia se

le retird el medio, se lavaron las células con PBS (buffer salino de fosfatos) y se afiadieron
500 pL de tripsina al 0.25% y se incubd nuevamente el frasco durante 5-10 min para que

la monocapa se desprendiera. Al fin de este tiempo todo el contenido del frasco se traspasé
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a un tubo cénico con medio EMEM y se centrifugd para retirar el medio y recuperar las
células. Posteriormente se afiadieron 3 mL de medio fresco y se contaron las células en un
hemocitémetro para determinar la concentracién celular, se ajusté a una densidad de 1x10*
células/mL en cada pocillo de la placa de 96 celdas con 100 pL. de medio EMEM vy se
incubd por 24 h a 37 °Cen una atmosfera de 5% de CO,y 95% humedad relativa para la

formacion de la monocapa.

La evaluacion bioldgica se realizé en dos partes: en la primera parte la actividad
citotoxica fue evaluada en la linea celular CCL-13 y la actividad anticancerigena en las
lineas celulares HTB-35 y HTB-22, las cuales se expusieron a las nanoparticulas de
fosfato de vanadio VOHPO,2H,O con clave VPI-2h, en un rango de concentracion de
0.78-25 pg/mL. Se utilizaron células sin tratamiento (control negativo), medio solo
(blanco), y los controles positivos se utiliz6 triton al 1% para la citotoxicidad y la actividad
anticancerigena se usé vincristina (Vin) a las mismas concentraciones que las
nanoparticulas. Las placas se incubaron por 24 h a 37 °Cen una atmdsfera de 5% de CO,

y 95% humedad relativa (figura 7 y 8).
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Figura 7. Esquema de la placa de 96 pocillos de las nanoparticulas VPI-2h y los controles para la

& Tritén 1%

¢Blanco

determinacion de la actividad citotéxica en CCL-81.
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Figura 8. Esquema de la placa de 96 pocillos de las nanoparticulas VPI-2h y los controles para la
determinacion de la actividad anticancerigena en HTB-35 y HTB-22.

3.125 pg/mL

1.56 pug/mL

En la segunda parte la actividad citotoxica fue evaluada en las lineas celulares CCL-13,
CCL-81 y 55X y para la actividad anticancerigena se utilizaron las lineas celulares HTB-
35,HTB-22, HTB-38 y HTB-177, las cuales se expusieron a las nanoparticulas de fosfato
de vanadio VOHPO,-2H,0 con clave V13, V17 y V21, se utilizé un nuevo rango de
concentracion de 3.125-200 pg/mL. Como control negativo se utilizaron células sin
tratamiento, medio solo (blanco), y los controles positivos se utiliz6 tritén al 1% para la
citotoxicidad y la actividad anticancerigena se utilizé vincristina (Vin) a las mismas
concentraciones que las nanoparticulas y se afiadié el VOSO, a la concentracién de 200

pg/mL, todo se analiz6 a las mismas condiciones antes mencionadas (figura 9 y 10).

-32-



V21
h 4

200 pg/mL

100 pg/mL

50 pg/mL

25 pug/mlL

12.5 pg/ml]|

6.25 pg/mL

3.125 pg/mL

Vi3 V17
b4 a4
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Q00000000000
‘000000000000
Q00000000000
000000000V
‘000000000000

‘000000000000
‘000000000000

000000000000

4V0so,

Blanco

Células sin
tratamiento

Figura 9. Esquema de la placa de 96 pocillos de las nanoparticulas V13, V17, V21 y los controles para
la determinacion de la actividad citotoxica en CCL-13, CCL-81 y 55-X.
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Figura 10. Esquema de la placa de 96 pocillos de las nanoparticulas V13, V17, V21 y los controles
para la determinacion de la actividad anticancerigena en HTB-35, HTB-22, HTB-38 y HTB-177.
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6.2.4 Evaluacion de la viabilidad celular mediante la técnica de MTT

La evaluacion bioldgica se realiz0 mediante la prueba de MTT, la cual se

fundamenta en el andlisis de la viabilidad celular mediante la capacidad de las
deshidrogenasas succinicas mitocondriales para reducir el metiltetrazolio a formazan, el
cual, en el medio de cultivo con células vivas, vira de un color amarillo a morado y es
detectado en un espectrofotometro (Mosman, 1983, figura 11).
Al transcurrir el tiempo de exposicion de las nanoparticulas de fosfato de vanadio, las
células se lavaron con PBS, se afiadi6 a cada pocillo 100 pL de MTT (0.5 mg/mL) diluido
en medio EMEM vy se incubaron nuevamente las placas por 3 h; una vez transcurrido el
tiempo se retir6 el medio, se agregaron 100 pL. de isopropanol/HCI para disolver los
cristales producidos por las células vivas y se incubaron en condiciones de oscuridad a
temperatura ambiente durante 30 min. Finalmente, se determind la absorbancia a 550 nm
en un lector de microplacas, todos los ensayos fueron por triplicado en dias distintos. Los
resultados del porcentaje de viabilidad se lograron determinar mediante la siguiente
férmula:

%V Absorbancia de células con tratamiento — Absorbancia del analito 100
= *
0 Absorbancia de células sin tratamiento

La concentracion media (ICsy) se estim6 en cada una de las viabilidades celulares
mediante la ecuacion de la recta en las graficas con una regresion lineal.
El analisis estadistico de varianza ANOVA y la prueba ¢ se determiné entre las

nanoparticulas, VOSO, y vincristina, donde se asigna * para p<0.05 y ** para p<0.01.
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Bromuro de 3{4,5 dmetiltiazol-2-i] 2,5 difenlitetrazol 5+[4,5-dimetitiazol-2-1]-1,3 difenilformazan)

Figura 11. Principio de la técnica de MTT.
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6.3. Actividad antimicrobiana
6.3.1. Cultivo de bacterias

Para determinar la actividad antimicrobiana se utilizaron las bacterias
farmacorresistentes Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa (ambas
resistentes a ceftazidima) y Staphylococcus aureus (resistente a cefoxitina); obtenidos por

aislados clinicos y cultivados en medio Mueller-Hinton durante 24 h a 37 °C.

6.3.2. Cultivo de hongos y levaduras

Para evaluar la actividad antimicética se utilizaron microorganismos
farmacorresistentes como Lomentospora prolificans, Candida glabrata y Candida krusei
(resistentes a fluconazol); obtenidos por aislados clinicos y cultivados en distintos medios
de cultivo: el hongo en agar Papa Dextrosa (PDA) durante 7 dias a 30 °C y las levaduras
en agar Sabouraud Dextrosa (SDA) durante 24 h a 37°C.

6.3.3. Técnica de microdilucion en placa

La actividad antimicrobiana se realizé mediante la técnica de microdilucion en
placa (Zgoda et al., 2001, Manual de procedimientos en Microbiologia clinica). En una
placa de 96 celdas de fondo redondo, se colocaron 100 uL. de medio (Mueller-Hinton y
PDA) para cada microorganismo, se agregaron las nanoparticulas de fosfato de vanadio
V13,V17y V21 mediante diluciones obteniendo las concentraciones de 6.25-400 pg/mL;
se usaron células sin tratamiento (control negativo), VOSO, a 400 png/mL (control), blanco
(medio solo), los controles positivos para bacterias benzatina-bencilpenicilina, y para el
hongo y las levaduras fluconazol a las mismas concentraciones que las nanoparticulas. Se
colocaron 100 pLL de indéculo de los microorganismos en una densidad de 0.5 en escala de
McFarland. Finalmente se incubaron por 24 h a 37°C y 30°C de acuerdo a la temperatura
de crecimiento de cada microorganismo, todos los ensayos fueron por triplicado en dias

diferentes cada uno (figura 12).
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El criterio de interpretacion de resultados fue de forma visual de la siguiente manera: los

pocillos que tuvieron un precipitado blanco (crecimiento del microorganismo) fueron

considerados como resultado negativo para la actividad antimicrobiana y los que no

tuvieron un precipitado blanco (sin crecimiento bacteriano) fueron tomados como

resultado positivo de la actividad antimicrobiana y se utilizaron para determinar la

concentracién minima inhibitoria (MIC).
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10]0/0/0/0/0/0/0/0/0.0/0,

Vi3 V17 V21
1 2 3 4 5 6 7 8 g 10 11 12
Q00000000000
‘000000000000
Q00000000000

‘000000000000
‘000000000000

‘000000000000
‘000000000000

4Vv0so,

4Control
positivo

4Blanco

¢ Células sin
trat

Figura 12. Esquema de las nanoparticulas V13, V17, V21 y los controles para determinar la actividad

antimicrobiana.
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6.4. Mecanismo de accion de las nanoparticulas de fosfato de vanadio en las células

cancerigenas
6.4.1 Analisis del patron de expresion génica diferencial (microarreglo)

El analisis de expresidon génica diferencial se realiz6 mediante la técnica de
microarreglos, para buscar el mecanismo de accion diferenciando los genes
sobrexpresados y reprimidos. Se determiné por el nivel de expresion de cada gen y por el
numero de copias de ARN mensajeros existentes en las muestras (Arredondo Espinosa,
2014).

Este estudio fue hecho en la linea celular cancerigena HTB-22 expuestas a las
nanoparticulas de fosfato de vanadio V21, comparado con un control de células sin
tratamiento. Para cada caso se utilizé una densidad celular de 2X10° células/mL con 3 mL
de medio EMEM vy se incubaron durante 24 h a 37°C en una atmosfera de 5% de CO,y
95% humedad relativa, para la formacién de monocapa.

Una vez formada la monocapa se retir6 el medio y a uno de los frascos se le agregé medio
con las nanoparticulas de fosfato de vanadio V21 a la concentracién de 6.25 pg/mL y al
otro frasco unicamente medio fresco. Ambos frascos se incubaron por 6 h a 37 °Cen una
atmoésfera de 5% de CO,y 95% de humedad relativa. Después del tiempo trascurrido se
retird el medio, se realizaron 3 lavados con PBS y se les afiadieron 500 pg/mL tripsina al
0.25% durante 5-10 min. Al fin de este tiempo se colocaron las células en tubos conicos

con medio EMEM vy se centrifugaron para retirar el medio con tripsina.

Enseguida se realiz6 la extraccion del ARN con la técnica de trizol, de manera
convencional. Se le agregaron 500 pL de trizol a las células tratadas con las nanoparticulas
y a las células sin tratamiento, se homogenizé con vortex 16 s y se dejaron reposar 2 min
a temperatura ambiente. Se afiadieron 400 pL de cloroformo, se homogenizaron con
vortex 16 s y se dejaron reposar 3 min a temperatura ambiente. Se centrifugé 15 min a
13,300 rpm, se obtuvo la parte acuosa y se paso a un nuevo tubo eppendorf. E1 ARN se
precipité con 500 pL de isopropanol, se mezcld por inversion y se dejé reposar por 10 min
a temperatura ambiente. Se centrifugé 10 min a 13,300 rpm, se decantd y se lavé con 500

pL de etanol al 70%. Se centrifugé nuevamente 10 min a 13,300 rpm, se decantd, se dejé
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secar durante 5 min a temperatura ambiente y finalmente se le afadieron 50 uL. H,O
MiliQ.

Se analiz6 la integridad del ARN mediante una corrida de electroforesis en un gel de
agarosa al 1%, con TAE 1X a 80 V durante 5 min y 120 V durante 25 min. Ademas, se
cuantifico en un espectrofotometro la densidad optica de 260/280 (valores aceptables para
el ARN de calidad de 1.8-2.0). Para el transporte se afiadid 5 pLL de acetato de sodio 3M
a pH de 5.2, se homogeniz6 con vortex, se agregaron 138 pLL de etanol puro, se mezcl6

por inversion y se guardé a -70 °C para su posterior uso.

Para sintesis del ADNc, el ARN total, junto a OligodT con moléculas fluorescentes
Alexaflour 555 (rojo) para muestras tratadas y 647 (verde) para muestras no tratadas. Se
realiz6 la PCR con transcriptasa inversa, se purificé el ADNc en una columna Qiagen y
se analiz6 su integridad.

El ADNc de HTB-22 expuestas a las nanoparticulas de fosfato de vanadio V21 y de células
sin tratamiento, fue hibridado en el microarreglo humano H10KA. Se realizé un
pretratamiento a la laminilla para hidratar, se aplico la muestra, se lavaron con distintas
soluciones y se dej6 secar el microchip.

Se escaned el microarreglo para cuantificar y obtener los genes, se empled un laser para
excitar las moléculas fluorescentes unidas al ADNc. Las imédgenes de las células con
tratamiento a las nanoparticulas y sin tratamiento se combinaron para obtener valores
cuantificables de cada sefial de fluorescencia. Se analizaron las sefiales mediante el
software GenArise, el criterio de aceptacion en el andlisis bioinformatico para los genes
sobreexpresados e inhibidos fue de un Z-core + 2 DS. Finalmente, los valores obtenidos
fueron analizados con la herramienta bioinformatica DAVID (Funtional Annotation
Bioinformatics Microarray Analysis) en http://david.abcc.nciferf.gov/ y se determinaron
las posibles rutas metabdlicas, que se encuentran involucradas en la sobreexpresion o

inhibicion de los genes que participaron en la actividad bioldgica.
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6.4.2. Cuantificacion de la produccion de especies reactivas de oxigeno

Para darle continuidad a los resultados del microarreglo, se realizd la
cuantificacion de las especies reactivas de oxigeno (ROS) mediante la prueba de 2°,7"-
diacetato de diclorofluoresceina (DCFDA). La DCFDA se une a las enzimas de la
membrana celular, se concentra en el citoplasma y las esterasas oxida de 2°,7 -diacetato
de diclorofluoresceina a 7” diclorofluoresceina en presencia de ROS. La intensidad de la
fluoresceina es proporcional a los niveles de ROS y la lectura se realiza en el fluorémetro

(Bass y Parce, 1983, figura 13).
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Figura 13. Generacion de diclorofluoresceina DCFH por la accién de ROS.

Para esta prueba se utilizaron las lineas celulares CCL-81 y HTB-22 expuestas a
las nanoparticulas fosfato de vanadio V21, se sembraron 1X10* células/mL por pocillo, se
incubaron por 24 h a 37 °Cen una atmosfera de 5% de CO,y 95% de humedad relativa
para la formacién de la monocapa. Después se retird el medio y se colocaron 100 pL de
las nanoparticulas en un rango de concentraciones de 3.125-200 pg/mL y se agregaron
100 uL de DCFDA. Se usaron células sin tratamiento (control negativo), un blanco (medio
solo), en el caso de los controles positivos se utilizd xantina oxidasa (XO) a la
concentracion de 3.25 pg/mL. Se cuantificaron las ROS en un fluorémetro a una longitud
de onda de excitacion de 485 nm y una longitud de onda de emision de 530 nm, a los
tiempos O y 30 min, 1,2,3,4,5,6 y 24 h, durante el proceso se incubaron a 37 °Cen una

atmosfera de 5% de CO,y 95% de humedad relativa (figura 14).

Fluorescencia de células con tratamiento — células st

o Prodaccin + 100
% Produccion Fluorescencia control X0 — células st

st= sin tratamiento
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Los ensayos se realizaron por triplicado, se determiné el ANOVA vy la prueba ¢ entre los

diferentes tratamientos.
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Figura 14. Esquema de la placa de 96 pocillos las nanoparticulas V21 y los controles para la
cuantificacion de la produccion de especies reactivas de oxigeno en CCL-81 y HTB-22.
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6.5. Disposicion de residuos generados

Los residuos generados durante la fase de experimentacion fueron dispuestos de acuerdo

con el manual del Procedimiento para la Recoleccion de Residuos Peligrosos del

Departamento de Medio Ambiente y Seguridad de la FCQ de la UANL y a la norma
mexicana NOM-087-ECOL-SSA1-2002.

Colector A: soluciones salinas de pH 6-8, sales, acidos y bases orgénicas.
Colector B: solidos inorgénicos, sales inorganicas.
Colector C: téxicos e inflamables, aminas, solventes orgédnicos, no halogenados.
Colector D: organico: muy téxico, cancerigeno, organico.
Colector E: inorgédnico: muy toxico, cancerigeno, inorganico.
Colector F: reciclado de sales de metales preciosos.
Colector G: combinaciones orgénicas solidas.
Colector H: oxidantes.
Colector de residuos de cianuro. Colector de colorantes y lugol.
Colector de vidrio Impregnado con Sustancias Peligrosas: Contenedores o Frascos
vacios de vidrio que contuvieron reactivos o residuos peligrosos.
Colector de plastico Impregnado con Sustancias Peligrosas: Contenedores o
frascos vacios que contuvieron reactivos peligrosos.
Colector de basura Industrial: Arena o diaper (sanitas, papel, magitel) impregnado
con residuos peligrosos. Guantes de plastico y latex.
Colector de Residuos bioldgicos: el desecho de residuos mediante el estandar de
clasificacion de los RPBI (Residuos Peligrosos Bioldgico Infecciosos):

i. Contenedor rojo: Residuos punzocortantes bioldgico-infeccioso.

ii. Contenedor amarillo: Residuos patoldgicos (6rganos, tejidos, células

bioldgico- infecciosas). y finalmente, se almacena para su posterior
disposicion final.

iii. Bolsa roja: Residuos biolégico-infeccioso.
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7. RESULTADOS

7.1. Sintesis y caracterizacion de las nanoparticulas de fosfato de vanadio

Las nanoparticulas de fosfato de vanadio se obtuvieron de un tono azul celeste lo
que indica la presencia de iones VO?**. En la prueba de estabilidad de fosfato de vanadio
se descartaron las que tuvieron colores amarillo, verde y negro (figura 15). Las
nanoparticulas que pasaron la prueba para realizar la caracterizacién y los estudios

bioldgicos fueron las que tenian la clave VPI-2h, V13, V17 y V21 (figura 16).

Figura 15. Prueba de estabilidad de las nanoparticulas de fosfato de vanadio. Las nanoparticulas
descartadas a) amarillo, b) verde y c) negro. Las nanoparticulas con tono aceptable d) azul.

Figura 16. Nanoparticulas de fosfato de vanadio VPI-2h, V13, V17 y V21.
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En la caracterizacion de DRX de las nanoparticulas de fosfato de vanadioVPI-2h
V13,V17y V21.El patrén de difraccion de las nanoparticulas VPI-2h muestran picos que
corresponden a fosfato de vanadio (VOHPO,-2H,0) (JCPDS 01-084-1885), que pertenece
a un sistema cristalino triclinico con un grupo espacial P-1 y con una densidad tedrica de
2.50 gem3. Para las nanoparticulas V13, V17 y V21 se obtuvieron unos picos anchos
centrados en 20 igual a 30° (JCPDS 00-048-1158). Esto indica que el tamafo de las
particulas del fosfato de vanadio se encuentra del orden de nandémetros (figura 17).

Estos resultados nos indican que las muestras preparadas son nanoparticulas de fosfato de

vanadio VOHPO,-2H,0.
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Figura 17. Difractogramas de rayos X de las nanoparticulas VPI-2h, V13, V17 y V21. Se visualiz6 la
diferencia en el difractograma, en la VPI-2h y las V13, V17 y V21.

En la caracterizacion de espectroscopia de FTIR de las nanoparticulas
VOHPO,2H,0 VPI-2h, V13, V17 y V21. Se obtuvieron las bandas en 3401-3388 cm'!
que pertenecen al grupo OH, las bandas en 1617-1630 cm! pertenecen a las vibraciones
de las moléculas de H,O, las bandas en 1035-1084 cm! pertenecen al grupo PO.*, las
bandas en 954-984 cm! pertenecen al grupo V=0 y las bandas en 420-441 cm™! pertenecen
al grupo O-P-O (figura 18). Los espectros de infrarrojo confirman la obtencion de fosfato
de vanadio en las cuatro muestras sintetizadas. Es importante notar que los espectros de
infrarrojo no muestran bandas asociadas a los grupos funcionales del SDS como -CH,, -
CH; y SO,*. Esto no indica que el surfactante fue removido durante el proceso de lavado

de las nanoparticulas. Lo cual es muy importante para los ensayos bioldgicos.
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Figura 18. Espectros de FTIR de las nanoparticulas VPI-2h, V13, V17 y V21. Se visualizan las sefales
caracteristicas de VOHPO..

En la caracterizacion por MEB de las cuatro nanoparticulas VOHPO,:2H,O se
encontré una morfologia esférica (tabla 2). Las nanoparticulas VPI-2h mostraron un
diametro promedio de 75 nm, en la V13 se disminuy¢ el didmetro promedio a 55 nm al
reducir el tiempo de reaccidn, en la V17 se aumento el porcentaje de SDS obteniendo un
didmetro promedio de 70 nm, en la V21 se disminuyé el porcentaje de SDS y la

temperatura determindndose un tamafio de didmetro promedio de 40 nm (figura 19-22).

Tabla 2. Condiciones finales para la sintesis de las nanoparticulas de fosfato de
vanadio VPI-2h, V13,V17 y V21.

Clave % SDS Relacion Relacion Tiempo Temperatura
SDS/VOSOs4 VOSO«/K:HPO4 (min) (°C)
VPI-2h 5 1 1 120 70
V13 5 1 1 30 70
V17 10 1 1 30 70
V21 95 1 1 30 30
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Figura 19. Nanoparticulas de fosfato de vanadio VPI-2h. (a) Microscopia de MEB de las nanoparticulas
de morfologia esférica, obtenidas con 5% de SDS. (b) Diagrama de la distribucién del tamafio de
nanoparticulas, con un promedio de didmetro de 75 nm.

. 251

=3
1

ANAND §k RTINS

=3 o
1 1

Diametro de las nanoparticulas(nm)

Figura 20. Nanoparticulas de fosfato de vanadio V13. (a) Microscopia de MEB de las nanoparticulas de
morfologia esférica, obtenidas con 5% de SDS. (b) Diagrama de la distribucion del tamafio de
nanoparticulas, con un promedio de didmetro de 55 nm.

-45-



» . © w1
Diametro de las nanoparticulas (nm)

Figura 21. Nanoparticulas de fosfato de vanadio V17. (a) Microscopia de MEB de las nanoparticulas de
morfologia esférica, obtenidas con 10% de SDS. (b) Diagrama de la distribucién del tamafio de
nanoparticulas, con un promedio de didmetro de 70 nm.
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Figura 22. Nanoparticulas de fosfato de vanadio V21. (a) Microscopia de MEB de las nanoparticulas de
morfologia esférica, obtenida con 9.5% de SDS. (b) Diagrama de la distribuciéon del tamafio de
nanoparticulas, con un promedio de didmetro de 40 nm.

En la caracterizaciéon por UV-Vis de las nanoparticulas VOHPO42H,0, se muestra la
presencia del ion VO?* a 766 nm disueltas en PBS con pH 6.5 e incluso existe una menor
absorbancia a pH 7.4. Lo que indicaria que el grado de liberacién del ion es mayor en
medios 4cidos. Se identificé el ion VO,* control de V,0sa 345 nm en ambos medios

(figura 23).
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Figura 23. Espectros UV-Vis de las nanoparticulas de fosfato de vanadio. Se identificé el ion VO** de
las nanoparticulas de fosfato de vanadio y VOSO, a 766 nm, el ion VO,* de V,0sa 345 nm.

7.2. Actividad citotoxica

La primera parte de la evaluacion de la actividad citotoxica de las nanoparticulas
VOHPO,2H,0 se utilizaron VPI-2h y VOSO, sobre la linea celular CCL-81. En la
concentracion de 0.78 pug/mL se observé el 100% de viabilidad, y a la concentracion de
25 pg/mL la viabilidad celular fue de 85% y 82% respectivamente, por lo que se
determinaron las ICs,de ambas exposiciones fueron mayor a 25 pg/mL. Estos resultados
sirvieron para aumentar la concentracién de las nanoparticulas V13, V17 y V21 en los

siguientes estudios con otras lineas celulares (tabla 3, 4 y figura 24).

Tabla 3. Concentracion minima inhibitoria 50 (ICs)) de la actividad citotoxica de las
nanoparticulas VPI-2h y VOSOj, en la linea celular CCL-81.

ICso (ug/mL)

VPI-2h VOSO,
CCL-81 >25 >25
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Tabla 4. Viabilidad celular (%) de la actividad citotoxica de las nanoparticulas VPI-
2h y VOSO, en la linea celular CCL-81.

Concentraciéon (pug/mL)

1.56 313 6.25

CCL-81
VPI-2h 106 £ 6 100 +2 92 10 90 £13 87+8 857
VOSO, 104 +3 100 +3 93 +12 87 +14 83+ 13 82+ 13

120 A CCL-81
= VPI-2h
m VOSO4

=

(=}

o
'l

60 -

40 -

Viabilidad celular (%)

20 -

0.78 1.56 3.13 6.25 125 25
Concentracion (ug/mL)

Figura 24. Citotoxicidad de las nanoparticulas de fosfato de vanadio VPI-2h en la linea celular CCL-
81. A la concentracion de 25 pg/mL de nanoparticulasVPI-2h hay una viabilidad del 82-85%.

Para la segunda parte de la actividad citotoxica de las nanoparticulas
VOHPO,-2H,0 se usaron V13, V17 y V21 sobre las lineas celulares CCL-13, CCL-81 y
55X. La linea celular CCL-13 expuesta a la menor concentracién de 3.125 pg/mL
mostraron una viabilidad aproximadamente del 100%, y a la mayor concentracion

utilizada de 200 pg/mL se observé un 70%, 68% y 72% de viabilidad respectivamente de
cada una (tabla 6 y figura 25).

En la linea celular CCL-81 expuesta a la concentracién de 3.125 pg/mL presentd una
viabilidad de 94%, 100% y 96% respectivamente, y a la concentraciéon de 200 pg/mL la
viabilidad fue de 77%, 76% y 68% respectivamente (tabla 6 y figura 26). En las dos lineas

celulares se determinaron las ICs, de las 3 nanoparticulas las cuales fueron mayor a 200

pg/mL (tabla 6).
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En el caso de la linea celular 55-X expuesta a la menor concentracién obtuvieron
viabilidades de 80%, 75% y 60%, y a la concentracién mayor se observé una viabilidad
de 46%, 48% y 45% respectivamente de cada una de las nanoparticulas (tabla 6 y figura
27, por lo que se determinaron las ICs,de las nanoparticulas V13 fue de 100 pg/mL, V17
fue de 145 pg/mL y V21 fue de 109 ng/mL. La linea celular 55-X fue la mds susceptible

a las nanoparticulas de fosfato de vanadio.

Tabla 5. Concentracion minima inhibitoria 50 (ICs)) de la actividad citotoxica de las
nanoparticulas V13, V17 y V21 en las lineas celulares CCL-13, CCL-81 Y 55X.

| (O 50 ( ug/mL)
V13 V17
CCL-13 >200 >200 >200
CCL-81 >200 >200 >200
55X 100 145 109

Tabla 6. Viabilidad celular (%) de la actividad citotéxica de las nanoparticulas V13,
V17 y V21 en las lineas celulares CCL-13, CCL-81 y 55X.

Concentracion (pg/mL)

6.25 12.5 25 50
CCL-13
V13 104 +14 102 +14 94 +7 87+7 79+6 76+ 6 709
V17 106 £ 15 104 + 14 93+ 14 84 +18 77+13 72+ 11 68 +7
V21 108 + 17 101 + 14 92 + 18 88+ 19 83+ 18 75+9 72+ 10
CCL-81
V13 94 + 10 84 +4 81 +8 Y 79+6 78 +3 77+1
V17 100 + 13 87+4 86+4 82+3 813 80+3 76 +4
V21 96+ 16 90 +13 76 +4 74+6 71+4 70+3 68 +3
55X 80 +8 64+ 10 60 + 12 57+11 52+9 49+9 46+ 6
V13 75+5 67+5 62 +4 58 +2 54+2 521 48 +4
V17 60 +1 57+1 55+1 54+0.1 51+0.8 50+0.5 45+5
V21
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Figura 25. Citotoxicidad de las nanoparticulas de fosfato de vanadio de V13, V17 y V21 en la linea

celular CCL-13. A Ia concentracién de 200 pg/mL de nanoparticulas hay una viabilidad del 68-72%,
*p<0.05y **p<0.01.
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Figura 26. Citotoxicidad de las nanoparticulas de fosfato de vanadio de V13, V17 y V21 en la linea
celular CCL-81. A la concentraciéon de 200 pg/mL de nanoparticulas hay una viabilidad del 68-77%,
*p<0.05y **p<0.01.
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Figura 27. Citotoxicidad de las nanoparticulas de fosfato de vanadio de V13, V17 y V21 en la linea
celular 55-X. A la concentracién de 200 pg/mL de nanoparticulas hay una viabilidad del 45-48%, *p<0.05
y *¥p<0.01.
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En la figura 28, se puede visualizar cambios morfoldgicos de la monocapa de células CCL-

13, CCL-81 y 55X expuestas a las nanoparticulas VOHPO,-:2H,0O V21.

Control

28. Citotoxicidad de las nanoparticulas de fosfato de vanadio de V21 en las lineas celulares CCL-13,
CCL-81 y 55X. En la imagen se observan las células control en la izquierda y en la derecha las células

expuestas con las nanoparticulas V21 a la concentracién de 200 pg/mL.
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7.3. Actividad anticancerigena

La primera parte de la actividad anticancerigena de las nanoparticulas
VOHPO,2H,0 se realiz6 exponiendo VPI-2h sobre las lineas celulares HTB-35 y HTB-
22, utilizando los controles VOSO, y vincristina. La linea celular HTB-35 expuesta a
VOHPO,2H,0 VPI-2h, VOSO, y vincristina a la concentracion menor de 0.78 pg/mL la
viabilidad fue de 88%, 85% y 89% respectivamente, y a la concentracion mayor de 25
pg/mL se obtuvo una viabilidad de 61%, 63% y 76% para las nanoparticulas y los
controles (figura 29 y tabla 8).

La linea celular HTB-22 expuesta a la concentracion menor presentd una viabilidad del
82%,75% y 90% respectivamente, y a la concentracién mayor mostraron una viabilidad
de 56%, 56% y 78% de cada exposicion (figura 30 y tabla 9). En las células HTB-35 y
HTB-22 se determinaron las ICs, de las nanoparticulas las cuales fueron mayor a
25 pg/mL (tabla 7). Por lo tanto, la linea celular mas susceptible fue la HTB-22, no existié
diferencia significativa de la viabilidad celular en VPI-2h y VOSO,, e incluso las

viabilidades de vincristina fueron mas altas que con VPI-2h y VOSO,.

Estos resultados sirvieron para aumentar la concentracion de las VOHPO,2H,0 V13,V17

y V21 en los siguientes estudios con otras lineas celulares.

Tabla 7. Concentracion minima inhibitoria 50 (ICs)) de la actividad citotoxica de las
nanoparticulas VPI-2h y VOSOj, en las lineas celulares HTB-35 Y HTB-22.

ICso (ng/mL)

VPI-2h VOSOq
HTB-35 >25 >25
HTB-22 >25 >25
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Tabla 8. Viabilidad celular (%) de la actividad anticancerigena de las nanoparticulas
VPI-2h, VOSO, y vincristina en la linea celular HTB-35 y HTB-22.

Concentracion (pg/mL)

3.13 6.25 12.5
HTB-35
VPI-2h 88 +2 835 80+7 78 +9 73+ 11 61 +2
VOSSO, 85+6 84+ 11 82 +12 81+9 76 = 10 63+6
Vincristina 89+ 18 86+6 85«5 85«7 83+7 76 £3
HTB-22
VPI-2h 82+5 75 10 6712 63+11 58 +11 567
VOSSO, 75«8 74 +£6 64 + 10 62+ 14 57+ 16 5610
Vincristina M0 +1 87 +3 86+4 86 +4 80+0.6 78+1.3
120 | HTB-35
mVPI-2h
mV0S04
100 - *x % HVin
X
5 80
]
]
(%]
T 60
8
]
o 40
5
20
0

0.78 1.56 3.13 6.25 12.5 25

Concentracion (ug/mL)

Figura 29. Citotoxicidad de las nanoparticulas de fosfato de vanadio VPI-2h en la linea celular HTB-

35. A la concentracion de 200 pg/mL de nanoparticulas VPI-2h hay una viabilidad del 61-76%, *p<0.05 y
ke
p<0.01.
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Figura 30. Citotoxicidad de las nanoparticulas de fosfato de vanadio VPI-2h en la linea celular HTB-
22. A la concentracion de 200 pg/mL de nanoparticulas VPI-2h hay una viabilidad del 56-78 *p<0.05.

En la segunda parte se determind la actividad anticancerigena de las nanoparticulas
VOHPO,-2H,0 exponiendo V13, V17 y V21 sobre las lineas celulares HTB-35, HTB-22,
HTB-38 y HTB-177, utilizando el control vincristina. La linea celular HTB-35 expuesta
a la concentracion menor de 3.125 pg/mL present6 una viabilidad de 74%, 77%, 74% y
94% respectivamente de cada nanoparticula y el control, y a la concentracién mayor de
200 pg/mL se observo una viabilidad de 54%, 52%, 50% y 49% respectivamente (figura
31 y tabla 11), por lo que se calcularon las ICsy para V13, V17, V21 las cuales fueron
mayor a 200 pg/mL y vincristina fue de 200.5 pg/mL (tabla 10).

La linea celular HTB-22 expuesta a la concentracién de 3.125 pg/mL mostraron una
viabilidad de 61%, 56%, 60% y 94% respectivamente, y a la concentracion de 200 pg/mL
present6 una viabilidad de 48%,49%,47% y 58% respectivamente (figura 32 y tabla 11),
se determinaron las ICs, para V13, V17, V21 y vincristina las cuales resultaron de 124
pg/mL, 55 pg/mL, 53 pg/mL y mayor a 200 pg/mL (tabla 10).

La linea celular HTB-38 expuesta a la concentracién menor la viabilidad fue de 82%,
85%, 77% y 103% respectivamente de cada nanoparticula y el control, y a la
concentracion mayor obtuvieron viabilidades de 49%,48%,49% y 77% respectivamente,

demostraron que son mds toxicas las nanoparticulas para esta linea celular que el farmaco
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control (figura 33 y tabla 11), se calcularon las ICs, de las nanoparticulas V13, V17, V21,
y de vincristina las cuales fueron de 155 pg/mL, 154 pg/mL, 167 pg/mL y mayor a 200
pg/mL (tabla 10).

La linea celular HTB-177 expuesta a la concentraciéon de 3.125 pg/mL presentaron
viabilidades de 85%, 95%, 93% y 101% respectivamente, y a la concentracién de 200
pg/mL se identificaron viabilidades de 48%, 49%, 51% y 87% respectivamente,
demostrando que son mas toxicas las nanoparticulas para esta linea celular que el farmaco
control (figura 34 y tabla 11), para esta linea celular se determinaron las ICs,de V13, V17
las cuales fueron de 172 pg/mL, 161 ng/mL, V21 y vincristina fueron mayor a 200 pg/mL
(tabla 9).

Al final de los resultados concluimos que la linea celular mas susceptible fue la HTB-22
y al analizar la viabilidad celular entre las nanoparticulas obtuvimos que no existid

diferencia significativa.

Tabla 9. Concentracion minima inhibitoria 50 (ICs)) de la actividad citotoxica de las
nanoparticulas V13, V17, V21 y vincristina en las lineas celulares HTB-35, HTB-22,
HTB-38, HTB-177.

ICs ( pg/mL) |

V13 \% v21 vincristina |
HTB-35 >200 >200 >200 200.5
HTB-22 124 55 53 >200
HTB-38 155 154 167 >200
HTB-177 172 161 >200 >200
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Tabla 10. Viabilidad celular (%) de la actividad anticancerigena de las
nanoparticulas V13, V17, V21 y vincristina en la linea celular HTB-35, HTB-22,
HTB-38, HTB-177.

Concentracion (ug/mL)

3.125 6.25 12.5 25 50 100 200

HTB-35
V13 74 £12 7212 67 +10 64+11 62+11 58 +£10 54+10
V17 77+9 74+ 11 7311 71+9 61+5 57+8 52+11
V21 74+6 71+3 70+2 65+3 62+4 58+8 50+11
Vincristina 94 +5 91+8 90 +8 84 +0.8 78 +£3 76 +5 495

HTB-22
V13 61 +19 55+16 54+ 16 52+15 51+15 50+15 48 + 14
V17 56 + 17 54+15 53+14 52+15 51+15 51+15 49+ 14
V21 60 +11 57+8 53+12 52+13 49 + 11 48 +12 47+11

Vincristina 94 + 12 N +11 84 + 10 79+9 67 +8 60 +7 58+7

HTB-38 82+ 19 7315 70 £ 17 61+10 55+5 53+6 491

V13 85+ 15 83+ 17 76 £19 71 £ 16 59+7 51+1 48 £ 0.6

V17 77«19 7317 67 £17 62+ 16 57+9 56 +5 49 +2

V21 103 +7 95+5 96 +5 93+6 92+6 85+ 11 77 +6
Vincristina

HTB-177 85+3 82+4 77+3 72+03 70+1 57+3 48 +1

V13 95+8 90«5 87+4 69 x1 61+5 51+3 49 =2
V17 93 +7 88 +6 87+4 82+ 13 80+ 12 60+11 51+5
V21 101 £2 100 £ 2 99 + 1 95+4 93+4 89+3 87+4
Vincristina
120 - HTB-35
mVvi13
mVvi7
— 100 * :
LS
©
S 80
7]
(8]
T 60
°
| 40
>
20
0

3.125 6.25 125 25 50 100 200

Concentracion (ug/mL)

Figura 31. Actividad anticancerigena de las nanoparticulas de fosfato de vanadio de V13, V17 y V21
en la linea celular HTB-35. A la concentraciéon de 200 pg/mL de nanoparticulas hay una viabilidad
alrededor del 49-54%, *p<0.05.
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Figura 32. Actividad anticancerigena de las nanoparticulas de fosfato de vanadio de V13, V17 y V21

en la linea celular HTB-22. A la concentraciéon de 200 pg/mL de nanoparticulas hay una viabilidad
alrededor del 47-58%, **p<0.01.
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Figura 33. Actividad anticancerigena de las nanoparticulas de fosfato de vanadio de V13, V17 y V21

en la linea celular HTB-38. A la concentraciéon de 200 pg/mL de nanoparticulas hay una viabilidad
alrededor del 48-77%, *p<0.05.
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Figura 34. Actividad anticancerigena de las nanoparticulas de fosfato de vanadio de V13, V17 y V21

en la linea celular HTB-177. A la concentracién de 200 pg/mL de nanoparticulas hay una viabilidad
alrededor del 48-87%, **p<0.01.

En la figura 35 se puede visualizar la actividad anticancerigena las nanoparticulas de

VOHPO,-2H,0 con clave V21 en las lineas celulares HTB-35, HTB-22, HTB-38 y HTB-
177.
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HTB-177

Figura 35. Citotoxicidad de las nanoparticulas de fosfato de vanadio de V21 en las lineas celulares
HTB-35, HTB-22, HTB-38, HTB-177. En la imagen se observan las células control en la izquierda y en la

derecha las células expuestas con las nanoparticulas V21 a la concentracion de 200 pg/mL.
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7.4. Actividad antimicrobiana

La actividad antimicrobiana de las nanoparticulas VOHPO,:2H,O se determin6
sobre Pseudomonas aeruginosa 'y Staphylococcus aureus a un valor de MIC de 400 pg/mL
y las nanoparticulas VOHPO4-2H,0 V13, V17 y V21 sobre Lomentospora prolificans se
determind a un valor de MIC de 200 pg/mL (tabla 11).

Tabla 11. Resultados de Concentracion minima Inhibitoria (MIC) de la actividad
antimicrobiana en las nanoparticulas de fosfato de vanadio V13, V17 y V21.

MIC (pg/mL)

Farmaco
V13 A\ ) V21 control

Acinetobacter baumannii

(Resistente a ceftazidima) > 400 > 400 > 400 > 400
(Benzatina-
Bencilpenicilina)
Pseudomonas aeruginosa
(Resistente a ceftazidima) 400 > 400 > 400 > 400
(Benzatina-
Bencilpenicilina)
Staphylococcus aureus
(Resistente a cefoxitina) > 400 > 400 400 50
(Benzatina-
Bencilpenicilina)
Lomentospora prolificans
(Resistente a fluconazol) 200 200 200 > 400
(Fluconazol)
Candida glabrata
(Resistente a fluconazol) > 400 > 400 > 400 > 400
(Fluconazol)
Candida krusei
(Resistente a fluconazol) > 400 > 400 > 400 > 400
(Fluconazol)
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7.5. Mecanismo de accion de las nanoparticulas de fosfato de vanadio en las células

cancerigenas
7.5.1. Analisis del patron de expresion génica diferencial (microarreglo)

La expresion génica diferencial se determind exponiendo las nanoparticulas
VOHPO,2H,0 V21 sobre la linea celular cancerigena HTB-22, donde la calidad del ARN
ribosomal obtenido en cada muestra a través del gel de agarosa, se observaron con buena
integridad las bandas correspondientes a las subunidades 28 y 18. Se llevé a cabo la
sintesis del ADNc con fluoréforos y la hibridacion en el microarreglo, en la figura 36 se

muestra en la imagen el chip de ADN de las dos condiciones de experimentacion.

(b)

28S

Figura 36. Extraccion de ARN y microarreglo de ADN. (a) Gel de agarosa al 1% del ARN obtenidos en
la extraccion, (b) chip de ADN de la exposicion de las nanoparticulas de fosfato de vanadio V21.

Se analizaron los resultados obtenidos de la cuantificacion de los genes mediante
el chip de ADN, tomando en cuenta el z-score + 2 DS de los genes reprimidos o sobre
expresados, para el estudio bioinformatico. En la exposicidon con las nanoparticulas de
fosfato de vanadio V21, se encontraron 101 genes reprimidos y 345 genes sobre

expresados (figura 37).
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Figura 37. Todos los genes del microarreglo de ADN.

Con ayuda de la herramienta informética (DAVID) se identificaron los genes de
las rutas metabdlicas del cancer involucradas en la muerte celular. Se reprimieron 26 genes
que pertenecen a 13 vias bioldgicas involucradas en el desarrollo y propagacion del cancer
como: vias de sefializacion Rapl, PPAR, MAPK, ErbB, unién de adherentes, receptores
de citocina, factores de transcripcidn, via ribosomal, ARN polimerasa, via del lisosoma,

fagocitosis, metabolismo de acidos grasos y biosintesis de glicoesfingolipidos (tabla 12).

Se sobre expresaron 32 genes involucrados a 10 vias bioldgicas: interaccion de receptores,
fosforilacién oxidativa, vias metabdlicas, fagosoma, lisosoma, apoptosis, ruta de
sefializacion del Hippo y ribosoma (tabla 13). Los genes expresados de ALDH?2 (Aldehido
deshidrogenasa 2 mitocondrial), CYP1A1 (Citocromo P450 familia 1 subfamilia A
miembro 1) y CYP1B1 (Citocromo P450 familia 1 subfamilia B miembro 1) y los genes
involucrados en la fosforilacion oxidativa dan alusién de una sobreproduccion de especies

reactivas de oxigeno, es por ello que se realiz6 la cuantificacion de ROS (figura 38).
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Tabla 12. Vias bioldgicas reprimidas en el tratamiento de las nanoparticulas de

fosfato de vanadio V21.

Vias biologicas
reprimidas

Vias cancerigenas

Ruta de sefializaciéon Rap1

Via de sefializacion MAPK
Ruta de sefializacién PPAR
Ruta de sefializacién ErbB
Adhesién celular
Fagocitosis mediada por FcgR

gamma

Interaccién de receptores
Citosina

Metabolismo y sintesis de
dcidos grasos

Lisosoma

Factor de transcripcion basal

ARN polimerasa

Ribosoma

Genes

CRK Proto-oncogén, adaptador de proteina
CBLC Proto-oncogén C

CTNNAZ2 Alfa cadherina 2

RaCl Ras Toxina botulinica C1

CRK Proto-oncogén, adaptador de proteina
ANGPT1 Angiopoyetina 1
RaCl Ras Toxina botulinica C1

IL1R1 Receptor de interleucina 1
CRK Proto-oncogén, adaptador de proteina

ACSLA Acetil-CoA sintetasa 4
FABPS5 Proteina de unién a dcidos grasos 5

CRK Proto-oncogén, adaptador de proteina
CBLC Proto-oncogén C

CTNNAZ2 Alfa cadherina 2
RaCl1 Ras Toxina botulinica C1

CRK Proto-oncogén, adaptador de proteina
RaCl Ras Toxina botulinica C1

IL1R1 Receptor de interleucina 1
IL18RAP Receptor de interleucina 18

ACSLA4 Acetil-CoA sintetasa 4

ADH7 Alcohol deshidogenasa 7 (clase 1V)

ELOVLS5 Acido graso elongasa 5

ST3GALL1 ST3 beta-galactdsido alfa-2,3-sialiltransferasa 1
SLC33A1 Familia portadora de solutos 33 miembro 1

ABCBY ATP unida al casset de la subfamilia B miembro 9
NAGPA N-acetilglucosamina 1-fosfodiéster alfa-N-
acetilglucosaminidasa

AP1S1 Complejo proteico 1

TAF4 Factor 4 de la Caja TATA asociado a la proteina de unién
GTF2A Factor IIA de la transcripcién general subunidad 1
GTF2H3 Factor IIH de la transcripcién general subunidad 3

POLRIE ARN polimerasa I subunidad E
POLR2C ARN

RPL15 Proteina ribosomal L15
RPL3 Proteina ribosomal 1.3
RPS3A Proteina ribosomal S3A
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Tabla 13. Vias biolégicas sobre-expresadas en el tratamiento de las nanoparticulas
de fosfato de vanadio V21.

Vias biologicas Genes
sobre expresadas

Interaccién de receptor-ligando MASI1 Receptor acoplado a proteina G, proto-oncogen
CHRMI1 Factor colinérgico

C3AR1 Receptor complementario C3

FPR1 Receptor de péptido de formilo 1

GALR?2 Receptor de galaninna 2

GRM4 Receptor metabotrépico de glutamato

CGA Hormona glicoproteica

PLG plasminégeno

TSPO Proteina translocadora

Union estrecha

CLDNS5 Claudina 5
e CLDNO9 Claudina 9
PPP2CB Proteina fosfatasa 2

Via de senalizacion PI3K-Akt

e CHRMI Factor colinérgico
e  TGF Factor de crecimiento
e  TLR2 Receptor toll 2
ITGAS Integrina alfa 5
Fosforilacién oxidativa * [1TGAS Integrina alfa
e  ATP50 ATP sintasa, transporte de H*, complejo mitocondrial F10
e ATP5G1 ATP sintasa, transporte de H*, complejo mitocondrial FG1
e NDUFBS5 Ubiquinona oxidorreductasa subunidad BS, NADH
e COX7A1 Subunidad citocromo c oxidasa 7 Al

Vias metabdlicas

ALDH?2 Aldehido deshidrogenasa 2 (mitocondrial)
e CYPI1AI1 Citocromo P450 familia 1 subfamilia A miembro 1
e CYPIBI1 Citocromo P450 familia 1 subfamilia B miembro 1

Apoptosis
e  NFKB IA Inhibidor alfa
e  AIFMI Factor 1 de apoptosis inducido por la mitocondria
Fagosoma
e COROI1A Coronina 1A
e ITGAS Integrina alfa 5
. e  TLR2 Receptor 2 toll
Lisosoma

e APIM2 Complejo proteico relacionado con el adaptador 1
Sefializacién del hippo e  DNASE2 Deoxirribonucleasa 2

e  MOBIA Activador de quinasa MOB 1A
e ID2 Inhibidor 2 de la unién del ADN

Ribosoma
e  FAU Fusién ubiquitina similar a proteina ribosémica 30s
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Figura 38. Rutas metabdlicas de las nanoparticulas de fosfato de vanadio V21 sobre HTB-22. Los
genes reprimidos se presentan con una X, los genes sobreexpresados se muestra a lado de VO* o
VOHPO,-2H,0; CRK (Proto-oncogén, adaptador de proteina), CBL (Proto-oncogén), CTNNA2 (Alfa
cadherina 2), RaCl (Toxina botulinica C1), ANGT1 (Acetil-CoA 4), ACSL4 (Angiopoyetina 1), ALDH2
(Aldehido deshidrogenasa 2), H* (ion hidrégeno), NADH y NAD (Deshidrogenasas), ATP (Adenosin
trifosfato), ADP, (Adenosin difosfato) AIFM1 (Factor 1 de apoptosis inducido por la mitocondria), ROS
(Especies reactivas de oxigeno), FAU (Fusion ubiquitina), ARN pol (ARN polimerasa), O, (superéxido) y
H,0, (perdxido de hidrégeno).
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7.5.2. Cuantificacion de la produccion de especies reactivas de oxigeno

Se determind el porcentaje de la fluorescencia de ROS de VOHPO4-2H,0 V21 en
las lineas celulares CCL-81 y HTB-22. En el caso de las células CCL-81, se visualiza que
conforme se aumenta la concentracion de las nanoparticulas de VOHPO,-2H,0 aumenta
la produccién de las ROS, y a la concentracion de 200 pg/mL hay un porcentaje del 100%

con respecto al control (tabla 14 y figura 39).

Tabla 14. Produccion de ROS (%) de las nanoparticulas de fosfato de vanadio de
V21 en CCL-81 y HTB-22.

Concentracion (pg/mL)

6.25 125 25 50

CCL-81 Producciéon ROS %+ DS
V21 S5+1.1 81 12462 5341 72+8 81«12 10003
HTB-22
V21 307 S+1 1347 55+3 85+14 93«13 131+5
160
CCL-81
140 A
X 120
[7,]
S 100
S
C 80 -
©
S 60 o
-
e
o 40 -
o
20 -
o Lmjm N ﬁ
3.125 6.25 125 200 Control
Concentracwn (ng/ mL) X0

Figura 39. Cuantificacion de la produccion de ROS de las nanoparticulas de fosfato de vanadio V21
en las lineas celular CCL-81. Se utilizé6 como control xantina oxidasa (XO), a la concentracién de
200 pg/mL de nanoparticulas hay un porcentaje de alrededor del 104%, **p<0.01
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En el caso de las células HTB-22 expuestas a las nanoparticulas de fosfato de

vanadio, a la concentracion de 200 pg/mL la produccién de las ROS sobrepasa al control

XO en un 31% (tabla 15 y figura 40).
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Figura 40. Cuantificacion de la produccion de ROS de las nanoparticulas de fosfato de vanadio V21
en las lineas celular HTB-22. Se utilizé6 como control xantina oxidasa (XO), a la concentracién de 200
pg/mL de nanoparticulas hay un porcentaje de alrededor del 131%, **p<0.01.

-68-



8. DISCUSION

8.1. Sintesis y caracterizacion de las nanoparticulas de fosfato de vanadio

Durante el proceso de la sintesis de las nanoparticulas de fosfato de vanadio se
utiliz6 el método por precipitacion, que permite el control sobre el tamafio y la morfologia
de las nanoparticulas en presencia de agentes: surfactante (dodecilsulfato de sodio, SDS),
precursor (sulfato de vanadio) y precipitante (fosfato dibasico de potasio). Segun los
reportes de Niraula et al., 2014, Jones, 1967, Dasgupta et al., 2002, Datta et al., 2002,
Saenz et al., 2011 y Lucio-Porto et al., 2012 el uso del SDS en la sintesis por precipitacion,
juega un papel importante en el crecimiento de las nanoparticulas, debido a que es un
compuesto tensioactivo anidnico con 12 dtomos de carbono con un grupo sulfato, que
confiere propiedades anfifilicas que permite la formacién de micelas con tension

superficial y viscosidad, dando lugar a nanoparticulas esféricas.

La sintesis de las nanoparticulas de fosfato de vanadio tiene la siguiente reaccion: los iones
VO?* de la solucion precursora VOSO, y los aniones HPO,* de la solucion precipitante de

K,HPO, (ecuacién 1).
H,O

VOSO, + K, HPO, — VOHPO,2H,0 (1)

En los resultados de la caracterizacion por MEB, las nanoparticulas VPI-2h, V13,
V17 y V21 tuvieron un promedio de didmetro de 75 nm, 55 nm, 70 nm y 40 nm

respectivamente.

La diferencia entre la VPI-2h y la V13 fue la disminucién del tiempo de reaccidn,
obteniendo un tamafio menor de didmetro. Lo cual concuerda con Thanh et al., 2014 y
Polte, 2015 esto debido a que el sulfato de vanadio con el fosfato dibdsico de potasio

interactué menos tiempo, durante la fase de crecimiento de las nanoparticulas. En la V17
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se aumentd el porcentaje de SDS para reducir el tamafo de las nanoparticulas, sin
embargo, el tamafio de didmetro aumentd, en el estudio de Niraula et al., 2014, Thanh et
al.,2014 y Polte, 2015 establecen que esto se debido a que la temperatura juega un papel
importante en el crecimiento de las nanoparticulas.

Para las nanoparticulas V21 se disminuy¢ el porcentaje de SDS y la temperatura con el
mismo tiempo de reaccion que V13 y V17, se visualiz6 un tamafio de didmetro mas
pequefio comparado con todas las nanoparticulas, en la investigacion de Niraula et al.,
2014 documentan que, al aumentar el porcentaje de surfactante, las micelas forman

nanoparticulas pequenas favorecido por el tiempo de reaccion y la temperatura.

En los resultados de la caracterizacion por DRX de las nanoparticulas, el patrén de
difraccion de las nanoparticulas VPI-2h muestran picos que corresponden a
VOHPO,-2H,0 de la ficha JCPDS 01-084-1885, de acuerdo con los estudios de Le Bail
et al., 1989 y Worzala et al., 1998 pertenecen a un sistema cristalino triclinico con un
grupo espacial P-1 y con una densidad tedrica de 2.50 gcm™. La estructura cristalina
consiste en capas que alternan octaedros de VO y tetraedros de PO, en la direccién ¢, no
hay moléculas aisladas entre las capas.

Las nanoparticulas V13, V17 y V21 mostraron picos anchos con sefales continias
centrados en 20 igual a 30° que pertenecen a VOHPO,2H,0 de la ficha JCPDS 00-048-
1158, estos resultados son similares a los reportados por Hutchings, 2008 y Weng, 2011
quienes obtuvieron sefiales continuas en el DRX, lo cual indica que el tamafio de nuestras
particulas es de escala nanométrica. Esta caracterizacion nos confirma la composicion de

las nanoparticulas de fosfato de vanadio VOHPO,-2H,0.

En la caracterizacion de FTIR de las nanoparticulas de fosfato de vanadio
VOHPO,2H,0O VPI-2h, V13, V17 y V21, se obtuvieron bandas muy similares a lo
reportado por Dasgupta et al., 2002 demuestran que la senal de 3401-3388 cm! pertenece
al OH y la senal de 1617-1630 cm! pertenece a H,O. En los trabajos de Chen et al., 2017,
Lim et al.,1996, Azarkamanzad et al., 2017 y Boran y Datta, 2010 establecen que la sefial
en 1035-1084 cm™! pertenece a PO,*, la sefial en 420-441 cm! pertenece a O-P-O. Segtin
Mao et al., 2019 la sefial en 954-984 cm™! pertenece a V=0. En estos resultados no se
presentaron bandas de los surfactantes, esto nos indica que fue eliminado durante el

proceso de filtracion de las nanoparticulas.
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En la caracterizacion por UV-Vis se realiz6 el perfil de disolucion de las
nanoparticulas VOHPO42H,0 en pH 6.4 y 7.4 para verificar la liberacién del ion VO?*.
Segun Alfarouk et al., 2014 estos valores de pH representan las condiciones fisioldgicas
de las células y el microambiente dcido del tumor. En los trabajos de Shuang ez al., 2019
plantean que este tipo de nanoparticulas son materia inorganica solubles en medios acidos.
Mao et al., 2019 confirman este criterio y también sefialan que la absorbancia de 766 nm
obtenida a pH 6.4 que pertenece a la liberacion del ion VO?** en las nanoparticulas. Segtin
Jian et al.,2016 en los espectros de UV-Vis de las nanoparticulas son sefialan la presencia

del ion VO,* durante la disolucidn, este ion es un producto de la oxidacién del VO?**.

8.2. Actividad citotoxica

La linea celular CCL-81 fue expuesta a 25 pg/mL de nanoparticulas
VOHPO,2H,0 VPI-2h y al VOSO,, no se determindé muerte celular a pesar de ser la
concentracion mds alta evaluada en la primera etapa; segun Evangelou, 2002, Holko et

al.,2008 la similitud de los resultados se debe a que ambos son compuestos de iones VO?*.

Por lo anterior, para el caso de las nanoparticulas V13, V17 y V21 se aumentaron
las concentraciones, en las lineas CCL-13 y CCL-81 expuestas a 200 ug/mL se observo
solo un 23% de toxicidad y en 55-X se determiné un 55%, lo cual es un tanto similar con
el estudio presentado por Holko y cols., en el 2008, ellos analizaron la citotoxicidad de
VOSO, sobre las lineas BEAS-2B (células de pulmén) y PNT-2 (epitelio de préstata), en
la primera lineas células mostraron una viabilidad del 50% a la concentracién a 48.9x10°
pg/mL, y en el caso de las células PNT-2 no se observé toxicidad a esta concentracion.
En la investigacion de Wozniak y Blasiak., en el 2004 determinaron la actividad de
VOSO, sobre linfocitos, a la concentracién de 815x10° pg/mL obtuvieron una viabilidad
del 50%, se observa que en estos trabajos y en nuestros resultados se utilizaron

concentraciones altas en células no cancerigenas sin causar dafio irreversible.

En otro estudio de Abakumova y cols., en el 2012, trabajaron con fibroblastos

NIH/3T3 expuestos a VOSO,, esta linea mostré una viabilidad del 50% a la concentracion
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de 6 ug/mL, en esta investigacion al igual que la nuestra se observa que los fribroblastos

55-X 'y NIH/3T3 son susceptibles a VOSO,y al ion VO**.

8.3. Actividad anticancerigena

En los resultados de la actividad cancerigena de VOHPO,-2H,0O VPI-2h, VOSO,
y vincristina, en HTB-35, a la exposicion de 25 pg/mL se present6 una viabilidad del 61%,
63% y 76% para cada compuesto. En HTB-22 se observé una viabilidad del 56%, 56% y
78% respectivamente de cada uno.
Estos resultados de nanoparticulas de fosfato de vanadio VOHPO,2H,O y VOSO,
mostraron viabilidades similares, debido a que ambos son fuentes de iones VO?**, y en
distintos reportes de Evangelou, 2002, Holko et al., 2008, Abakumova et al., 2012,
Wozniak y Blasiak, 2004 confirma que la actividad anticancerigena se debe a los iones.
En otros reportes de Da Silva et al., 2017, Badwaik et al, 2013 y Lara et al., 2010 enfatizan
que las nanoparticulas muestran respuestas farmacoldgicas rapidas, debido al tamafio
nanométrico y al uso de dosis pequefias de los compuestos, esto ayuda a atravesar barreras

bioldgicas logrando llegar a sitios donde se requiera.

En los resultados de la actividad de las nanoparticulas V13, V17 y V21 y
vincristina, se observo que para HTB-35 se present6 en cada nanoparticula una ICs, mayor
a 200 pug/mL y para vincristina fue de 200.5 pg/mL. Para el caso de HTB-22 se demostré
para cada compuesto una ICs,de 124 pg/mL, 55 pg/mL, 53 pg/mL y mayor a 200 pg/mL
respectivamente. En HTB-38 se mostré una 1Csy de 155 pg/mL, 154 pg/mL, 167 pg/mL
y mayor a 200 pg/mL respectivamente. Para HTB-177 se visualiz6 en cada nanoparticula

una ICspde 172 pg/mL, 161 pg/mL, V21 y en vincristina fue mayor a 200 pg/mL.

En comparacion al estudio presentado por Holko y cols., en el 2008 analizaron la
actividad anticancerigena de VOSO, sobre las lineas A549 (carcinoma de pulmoén) y
DU145 (carcinoma de prdstata), las cuales mostraron una ICs, de 24.45x10° mg/mL. En
la investigacion de Wozniak y Blasiak., en el 2004 determinaron la actividad de VOSO,

sobre HeLa (carcinoma de cérvix), y demostraron una ICsy de 815x10° mg/mL. Estas
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investigaciones en comparacion a nuestros resultados reportan una ICs, de VOSO,, muy

por arriba a lo que se presenta en este estudio con las nanoparticulas de VOHPO4-2H,0.

Nuestros resultados obtenidos difieren con lo reportado por Abakumova y cols.,
en el 2012, trabajaron con las lineas celulares 1.929 (fibrosarcoma de ratén) y PCI12
(feocromocitoma de raton), las cuales expusieron a VOSO, y mostraron una ICs, de 5
pg/mL y 5.5 pg/mL respectivamente, por debajo al presente estudio de investigacion de

las nanoparticulas.

De acuerdo con los antecedentes mencionados y conforme a los resultados
obtenidos en este trabajo, se demuestra que las nanoparticulas de fosfato de vanadio tienen
mayor afinidad por las células cancerosas que el control utilizado vincristina, esto es
debido a que son compuestos diferentes y varian su la toxicidad (Evangelou, 2002, Holko
et al., 2008, Abakumova et al., 2012). Ademas, segtin al reporte de Ozcelik et al., 2004,
demuestran que las nanoparticulas tienen mejor actividad anticancerigena que el farmaco
control vincristina, esto es debido a que son compuestos diferentes y varian en la toxicidad

que presentan.

La toxicidad de vincristina varia segtn el tipo de célula, segiin estudios de Ozcelik et al.,
2004 y Neshati et al., 2008 analizaron la citotoxicidad en células Vero, HeLa, Hep-2 y
5637, para cada linea celular fue 0.098 pg/mL, 0.049 pg/mL y 0.098 pg/mL y 49 ug/mL,
estos resultados estan por debajo a lo que se obtuvo en el presente proyecto. El mecanismo
de accidn de la vincristina lo reportan Himes et al., 1976 y Olshefki y Ladisch, 2001, ellos
describen que actia en las células anticancerigenas interfiriendo con los microtubulos, que
forman los haces mitéticos durante la metafase interrumpiendo el ciclo celular, sin dejar
a un lado que los farmacos anticancerigenos no son selectivos y se causan diferentes

efectos adversos.

En otras investigaciones Torres-Martinez, 2017, Ahamed et al., 2016, Lam et al.,
2014, Patil et al., 2010, Singh et al., 2010 y Aderibighe, 2015 reportan diferentes
mecanismos de accion de la actividad anticancerigena de nanoparticulas de Auy Ag, las
cuales causan dafio al ADN, inhabilitan el ciclo celular, dafan la mitocondria, generan
ROS e inducen apoptosis. En los estudios reportados por Akhtar et al., 2017, Kopf-Maier,

1994 y Jia et al., 2013 describen que los mecanismos bioldgicos se realizan debido a que
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las nanoparticulas metalicas de Auy Ag, en el medio extracelular acido liberan los iones
generando el desencadenamiento de los mecanismos.

De acuerdo con los antecedentes revisados y los resultados presentados en este trabajo
podemos hacer mencién que las nanoparticulas VOHPO,:2H,0, en el medio 4cido de las
células cancerigenas, puede solubilizarse como se muestra en la ecuacién 2, liberando el
ion VO*y esto logra una selectividad hacia las células cancerosas. Por lo cual, las
nanoparticulas VOHPO,2H,O podria ser una buena alternativa para el tratamiento del

céancer (Sdnchez-Oseguera et al., 2010).

VOHPO4+H,O + H* - VO*+ HPO,* (2)

8.4. Actividad antimicrobiana

En el presente estudio la actividad antimicrobiana de las nanoparticulas V21 se
presentd en Pseudomonas aeruginosa y Staphylococcus aureus con valores de MIC de
400 pg/mL, y las nanoparticulas V13, V17 y V21 inhibieron el crecimiento de
Lomentospora prolificans a un valor de MIC de 200 pg/mL.

Comparado con Sharma y Sharma., en el 2013 analizaron la actividad
antimicrobiana de VOSQ,, ellos visualizaron esta actividad en Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis, Escherichia coli, Salmonella typhi, Salmonella parathyphi,
Klebsiella pneumoniae, Aspergillus niger, Byssochlamys fulva'y Mucor circinelloides con
un valor de MIC de 250 pg/mL. En otro estudio reportado por Fukuda y Yamase., en el
1997 determinaron la actividad antimicrobiana de VOSO, contra Streptococcus
pneumoniae con un valor de MIC de 16 ug/mL, en ambos trabajos de investigacion
presentaron un valor de MIC muy por debajo a lo que se obtuvo en este trabajo. En los
estudios de Goosens et al., 2014, Chagnot et al., 2013, Fernandes y Sao-José, 2018 la
susceptibilidad de Staphylococcus aureus es debida a la estructura de la membrana celular
Gram positiva, tienen una capa de gruesa de peptidoglicano y una capsula que envuelve
toda la célula. Segtin Waxman, 1983 la penicilina contra Staphylococcus aureus tiene un
valor de MIC de 0.03 pg/mL, muy por debajo a lo que se reporta en esta investigacion con
las nanoparticulas. Ademas, el mecanismo de accidon de penicilina es la inhibicién del
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peptidoglicano indispensable en la formacién de la pared celular bacteriana, se une a la
enzima transpeptidasa llamada proteina fijadora de penicilinas PBP, la cual es responsable
de producir cadenas de péptidos (Waxman, 1983).

En el caso de Pseudomonas aeruginosa segin Goosens et al., 2014, Chagnot et
al.,2013 y Fernandez y Sao-José, 2018 este microorganismo tiene una membrana celular
doble con un espacio periplasmico que contiene peptidoglicano, fosfolipidos,
lipopolisacaridos y lipoproteinas, lo que confiere mayor resistencia a los farmacos, en el

caso de la toxicidad de vanadio podria ser debida a una concentracion alta del compuesto.

En el caso de los hongos filamentosos segun Pazouki y Panda, 2000, Modrzewska
y Kurnatowski, 2013 la susceptibilidad se debe a la estructura de membrana celular, la
cual estd compuesta por proteinas transmembrana, alrededor tiene quitina, seguido de
betaglucano y monoproteinas, esto facilita la entrada de algunos compuestos toxicos. La
susceptibilidad del fluconazol para Lomentospora prolificans de acuerdo con Alastruey-
Izquierdo et al.,2015 y Elizondo-Zertuche et al.,2017 es de un valor de MIC de 64 ug/mL.
En el trabajo de Casalinuovo, 2004 se plantea el mecanismo de accién de fluconazol, el
cual inhibe la sintesis del ergosterol mediante la interaccion con desmetilasa 14-alfa, una
enzima del citocromo p450 que se necesita para convertir el lanosterol a ergosterol,
componente esencial de la membrana

En diversos trabajos de Badwaik et al, 2013, Jerez-Urrilagoitia et al., 2006,
Bryaskova et al., 2011, Lipovsky et al., 2011, Bryaskova et al., 2011 y Pérez-Salas, 2006
reportan la actividad antimicrobiana de las nanoparticulas de oro, plata, zinc y plata
plantean los diferentes mecanismos de accion toxicologico como muerte celular,
generacion de ROS y dafio al ADN. Por lo tanto, existe una gran diferencia entre los

farmacos y las nanoparticulas por los diferentes mecanismos de accidn.

En los resultados de este trabajo de investigacion los valores de MIC estén por arriba a lo
reportado por los autores, sin embargo, cabe mencionar que los microorganismos
utilizados en la actividad eran farmaco-resistentes. Esta accién se podria sugerir que las

nanoparticulas de fosfato de vanadio podria ser un posible agente antimicrobiano.
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8.5. Analisis del patron de expresion génica diferencial (microarreglos)

Para encontrar terapias dirigidas contra el cancer segin Hanahan y Weinberg, 2000
y 2011, se tiene que tomar en cuenta las capacidades adquiridas de las células cancerigenas
durante la fase del crecimiento y la progresion del tumor. Nuestras nanoparticulas de
fosfato de vanadio VOHPO,2H,O ejercen el mecanismo de accién reprimiendo y
sobreexpresando genes que se conectan con el circuito de la proliferacion y la progresion
celular.

En cuanto a los resultados obtenidos en el andlisis del mecanismo de accion de las
nanoparticulas de fosfato de vanadio V21 en la linea celular HTB-22, se encontraron 13
vias bioldgicas reprimidas y 10 vias bioldgicas sobreexpresadas.

Las nanoparticulas de fosfato de vanadio reprimieron genes de las vias de sefializacion

Rapl, PPAR, MAPK, ErbB, metabolismo de 4cidos grasos, biosintesis de
glicoesfingolipidos, se tiene evidencia de Dai et al., 2011, Fathers et al., 2012, Li et al.,
2007, Chittezhath et al., 2014, Taher et al., 200 y Asilbekyan et al., 2012 que estos genes
estdn involucrados en la supervivencia y en la proliferacion celular.
Se reprimieron las vias de adhesion celular y receptores de citosina, por lo cual, estas vias
son importantes para la sehalizacion intracelular (Fanjul-Ferndndez et al., 2013, Hedl et
al.,2014). Las vias de sefializacion lisosomal, fagocitosis, factores de transcripcion, ARN
polimerasa y ribosomal, también se reprimieron, de acuerdo a los estudios de Tanaka,
2009, Martinelli et al., 2013, Werten et al., 2002, Chen et al., 2013 y Russo et al., 2013
estas vias son importantes en el transporte de péptidos y proteinas, para la reparacion y
proliferacion neoplésica. Al verse reprimidas las vias esenciales para el desarrollo de del
cancer, las células disminuyen su poblacién.

Distintos autores establecen que el VOSOy, influye en algunas vias bioldgicas del
cancer, muy similar a lo que se reporta en el presente trabajo de investigacion como
MAPK, PPAR y ribosomal, por otro lado, también se presentan rutas que no son similares
a los resultados de este estudio como fosforilaciéon de proteinas AP-1, MEK-q, ERK-1,
JNK-1, PI-3K y NF-kB y la sobre expresion de BcL-2 (Pandey et al., 1995, Markopoulou
et al., 2009, Evangelou, 2002, Novothy y Kombian, 2014).

-76-



Entre los genes que se sobre expresaron en las lineas cancerigenas después de la
exposicion a las nanoparticulas de fosfato de vanadio, estdn involucradas las vias de
interaccion de receptores: uniones estrechas, fagosoma, lisosoma, ruta de sefializacion del
Hippo y ribosomal. En las investigaciones de Maurer et al., 2015, Wu et al., 2015, Lai et
al., 2005, Mourtada-Maarabouni et al., 2004, Moriceau et al., 2009, San Martin et al.,
2008 y Ling et al., 2007 demuestran que estas vias estan involucradas en la migracion y
transporte de proteina e iones, atreves de canales i6nicos o endocitosis. Por lo cual las
nanoparticulas de fosfato de vanadio posiblemente se unieron a la membrana de las células
cancerigenas principalmente a los receptores toll y de acuerdo a las evidencias que el pH
de estas células es bajo, las nanoparticulas liberan el ion VO?*. En estudios de Evangelou,
2002, Irving et al., 2017, Tesmar et al., 2017, Li et al., 2010, Novothy y Kombian, 2014,
Abakumova et al., 2012 plantean que el i6n atraviesa la membrana por medio de los
canales i6nicos y las nanoparticulas pasan por endocitosis (Pandey et al., 1995,
Markopoulou et al., 2009, Evangelou, 2002, Novothy y Kombian, 2014, Maurer et al.,
2015, Wu et al., 2015, Uehara et al., 2014, Liao et al., 2014, Wahl y Grant, 2000).

En otros resultados de este estudio los genes que se sobre expresaron en las lineas
cancerigenas, estan involucradas las vias de fosforilacion oxidativa, vias metabdlicas y
apoptosis. Comparado con reportado por Garcia-Bermudez y Cueva, 2016, Vives-Bauza
et al., 2010, Casemet, 2016 y Ronn et al., 2008 la ruta de fosforilacion oxidativa
incrementa su funcién del transporte de electrones, incluyendo ATP sintasa, NADH y
citocromo c oxidasa, juntos incrementan los niveles del estrés oxidativo en la mitocondria.

Segin Mao et al., 2019 el ion VO?** se enlaza a la mitocondria y se une a la ATP
para realizar la accion bioldgica.

Otra via importante en la respuesta al estrés es sin duda NFKBIA (inhibicion alfa) y
AIFM1 (factor mitocondrial inductor de apoptosis), segin Li et al., 2004, Weerasinghe et
al., 2014, Lautraite et al., 2002, Chag, 2002, Poter et al., 2002, Huang et al., 2007, Ye et
al., 2002, Murahashi et al., 2003, Gallego et al., 2004 y Son et al., 2009 estas alteraciones
y el dafio mitocondrial antes mencionados reafirman que la principal causa muerte de las

células cancerigenas es por apoptosis independiente de caspasas.

Los resultados obtenidos son similar con los trabajos de Zhao et al., 2010,

Korbecki et al., 2012, Evangelou, 2002, Irving et al., 2017, Tesmar et al., 2017, Li et al.,
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2010, Novothy y Kombian, 2014, Abakumova et al., 2012 y Hong et al., 2017 donde
establecen que el VOSO, produce estrés oxidativo dafiando la mitocondria y conduce a la

apoptosis celular.

En los trabajos de Abdelhamid et al., 2010 plantean que vanadio expuesto en las células
HepG2 sobreexpresan el gen de CYPIA1 (Citocromo P450 familia 1 subfamilia A

miembro 1) y en este trabajo también se presento este gen, el cual induce apoptosis.

Segin Dércy, 2019, Tochigi et al., 2013, Banfi et al., 2004, Szurko et al. 2003,
Wawrzynska et al 2010 la apoptosis es conocida como muerte celular programada, se
caracteriza principalmente por una variedad de estimulos extracelulares e intracelulares
que regulan las vias de sefalizacidn, las cuales se traducen en el niicleo como la
inactivacion o la destruccion de proteinas y el citoesqueleto, ademas se suele relacionar
con la pérdida de la funcién mitocondrial, que se refleja por una disminucion en el
potencial de la membrana de este orgénulo, la alta produccion de ROS e induce la muerte
celular. Se pueden establecer estos resultados de los genes sobreexpresados en las lineas
cancerigenas expuestas a las nanoparticulas de fosfato de vanadio, como base para

continuar el estudio de la cuantificacion de la produccion de ROS.

8.6. Cuantificacion de la produccion de especies reactivas de oxigeno

En cuanto a los resultados de la cuantificacidn en la produccion de ROS, se observé
que las nanoparticulas de VOHPO,-2H,0 a la concentracion de 200 pg/mL, en HTB-22
sobrepasa el porcentaje de la fluorescencia en un 31% con respecto al control XO. Con
este resultado se confirma que las nanoparticulas generan ROS en las células
cancerigenas.

Comparado con la investigaciéon de Akhtar et al., 2017, Wu, 2006 las células
cancerosas aumentan el estrés intrinseco generado por las ROS, debido en gran parte al
aumento de la actividad metabdlica y los defectos en la via apoptdtica, en comparacion
con las células no cancerosas. En otro estudio de Pelicano et al., 2004 expresan que las
cantidades excesivas de ROS afectan las proteinas, lipidos, carbohidratos y ADN en las

células cancerosas.
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Tomando en consideracion los antecedentes de Ray et al., 2006, Kowalski et al.,
2019, Capella et al., 2002, Irving y Stoker, 2017, el sulfato de vanadio sobre las células
MCF-7 y las células de cancer de pancreas ingresa al interior para generar cambios de
ROS como O, y H,0, e induciendo apoptosis. Comparado con Sakurai, 1994, Teicher,
2009, Semenza, 2007, Persi et al., 2018, Reshkin et al.,2014 y Alfarouk et al., 2014
presentan la misma situacion, en donde el ion VO?* actda en las células cancerosas,
uniéndose a la membrana celular, produciendo peréxido de hidrégeno (H,0O,), causando

la escision del ADN e induciendo la muerte celular.

En otro trabajo de Capella et al., 2002, Irving y Stoker, 2017, las ROS pueden
reaccionar con VO?** a través de la reaccidon Fenton, para generar radicales hidroxilos
formando peroxovanadio como lo propone Evageluo, 2002 en la reaccién quimica (3),
donde las células cancerosas en el ambiente débilmente dcido en presencia del ion VO*,

H,0,y oxigeno, produce una produccion de radicales libres:

VO + H,0, »VO* + OH + OH™
VO*+ Oy - VO*+ 0+ O™ (3)

De acuerdo con los antecedentes e investigaciones establecidas en este proyecto,
en los resultados de la técnica de microarreglos de ADN y la cuantificacion de la
produccion de ROS de las nanoparticulas de fosfato de vanadio, se sugiere que la muerte
celular de las células cancerigenas HTB-22 es a través de la apoptosis e inducida por el

dafio mitocondrial provocado por la produccion de ROS.
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9. CONCLUSIONES

Se confirmé la composicién de las nanoparticulas de fosfato de vanadio a través

de las técnicas de DRX y FTIR.

Se obtuvieron nanoparticulas esféricas de fosfato de vanadio con didmetros

promedio de 40, 55,70 y 75 nm.

Se demostré mediante UV-Vis la liberacion del ion VO?** durante la dispersion de

las nanoparticulas de fosfato de vanadio en solucion 4cida.

. Las nanoparticulas de fosfato de vanadio V13, V17 y V21 mostraron baja
toxicidad sobre las lineas celulares CCL-13, CCL-81 y alta toxicidad en la linea

celular 55-X.

. Las nanoparticulas de fosfato de vanadio V13, V17 y V21 mostraron actividad

anticancerigena sobre las lineas celulares HTB-35, HTB-38, HTB-22 y HTB-177.

. Las nanoparticulas de fosfato de vanadio V13 y V21 demostraron actividad
antibacteriana en Pseudomonas aeruginosa 'y Staphylococcus aureus

respectivamente.
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7.

10.

Las nanoparticulas de fosfato de vanadio V13, V17 y V21 inhibieron el

crecimiento de Lomentospora prolificans farmaco-resistente.

El andlisis de microarreglo de ADN de las nanoparticulas de fosfato de vanadio
V21 sobre HTB-22 demostré inhibicion en las vias de supervivencia y
proliferacion celular, mediante la generacidn de estrés oxidativo en la mitocondria

e indujeron la apoptosis.

Se confirmé la sobre producciéon de especies reactivas de oxigeno de las

nanoparticulas de fosfato de vanadio V21 sobre la linea celular HTB-22.

Las hipotesis planteadas en este trabajo se acepta parcialmente, debido a que las
actividades evaluadas no pudieron ser demostradas en todas las lineas celulares y

en todos los microorganismos planteados.
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10. PERSPECTIVAS

. Comprobar los genes implicados en el mecanismo de accién de las nanoparticulas

de fosfato de vanadio reportados en el microarreglo, mediante la técnica de qPCR.

. Determinar la genotoxicidad de las nanoparticulas de fosfato de vanadio.

. Evaluar la farmacocinética y la farmacodinamia de las nanoparticulas de fosfato

de vanadio en un modelo in vivo.
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ANEXO A

ANTIBIOGRAMAS

Tabla 15. Antibiograma de los aislados clinicos de las bacterias farmacorresistentes

Antibidticos

Levofloxacino
Gentamicina
Imipenem
Tobramicina
Amikacina
Cefepime
Ceftazidima
Piperacilina/Tazobactam
Ticarcilina
Aztreonam
Ciprofloxacino
Cefotaxima
Tetraciclina
Cloranfenicol
Clindamicina
Azitromicina

Trimetoprima/Sulfametroxazol

Micoorganismos
Pseudomonas Acinetobacter Staphylococcus
aeruginosa baumannii aureus
S S S
S S S
R S
S R
S R
S R
R R
S R
R R
R
S R
R R
S
S
S
S
S

S: sensible, R: resistent
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Tabla 16. Antibiograma de los aislados clinicos de los hongos farmacorresistentes

Antibidticos Micoorganismos
Candida albicans Candida krusei Lomentospora
prolificans
Anfotericina B R S S
Fluconazol R R R
Posaconazol S S
Voriconazol S
Itraconazol R

S: sensible, R: resistente
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ANEXO B

ETAPAS DE DESARROLLO DE UN MEDICAMENTO

Todos los agentes terapéuticos pasan por una serie de pasos de evaluacion antes

de poder determinar su utilidad en el mercado. Solo algunas moléculas llegan al estudio

final, pasando por alrededor de 10 a 15 afios de analisis durante dos etapas la preclinica y

la clinica.

La fase preclinica tarda de 3-4 afios consisten en:

La sintesis y caracterizacion de distintos compuestos, moléculas o nanoparticulas.
La actividad toxicoldgica y farmacoldgica (in vitro e in vivo) de compuestos,
moléculas o nanoparticulas. Los modelos experimentales del céncer in vitro se
realizan en diferentes lineas celulares normales y cancerigenas (HTB-35, HTB-22,

HTB-38 y HTB-177) y en las células bacterianas, hongos y levaduras.

La fase clinica consiste en tres fases:

Fase I: Participan grupos pequefios de voluntarios sanos, sin embargo, para el caso
de los compuestos, moléculas o nanoparticulas anticancerigenas, esta etapa no se
lleva acabo.

Fase II: Participan pacientes diagnosticados con el padecimiento que se desea
combatir, pero sin tratamiento adicional.

Fase III: Participan un nimero mayor de pacientes, se hacen pruebas aleatorias y
controladas con un placebo.

La fase IV, se trata de la postcomercializacion que se ocupa de la deteccion,

valoracion y prevencion de los efectos adversos o cualquier otro problema

relacionado con el farmaco (FOOD y DRUG, 2018).
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ANEXO C

MATERIAL UTILIZADO EN TODAS LAS METODOLOGIAS

Sintesis y caracterizacion de las nanoparticulas

Se utiliz6 los siguientes materiales y equipos: sulfato de vanadio (VOSO,), fosfato
dibasico de potasio (K,HPO,, Sigma Aldrich), dodecilsulfato de sodio (SDS, Sigma
Aldrich), termémetro, bureta, probeta, placa petri, vasos precipitados, kitasato,
refrigerante, pinzas, pizeta, corchos, soporte universal, matraz de tres bocas, porta objetos,
frasco de 1 L, H,O desionizada, planchas de calentamiento, ultrasonido, bomba de vacio
y balanza granataria, Microscopio Electrénico de Barrido (SEB, FEI Nova NanoSEM),
Espectrometro de Infrarrojo (FTIR, Thermo Scientific model Nicolet 6700
spectrophotometer), Difraccién de rayos X (Panalytical Empyrean) y Uv-Vis (NIR Cary
Agilent Technologies).

Cultivo de lineas celulares, cultivo primario, actividad citotoxica

Se utilizé los siguientes materiales y equipos: frascos T-25, placas de 96 pz.,
pipetas estériles de 1, 5, 10 mL, puntillas de 10-100, 20- 200 y 1000 pL, pipetas
automaticas de 5-10 pL, 50-100 pL, 20-200 pL y 1000uL, cdmara de Neubauer,
membranas de filtraciéon de 0.22 um y 50 nm, pipetas pasteur, reservorio, tubos de 50 mL,
tubos de 15 mL, algodoén, papel de estraza, bolsas de RPBI, MTT (bromuro de 3-[4,5-
dimetiltiazol-2-il]-2 ,5-difeniltetrazolio, Sigma Aldrich), medio EMEM (Medio esencial
minimo de Eagles, Caisson), tripsina/EDTA (Sigma aldrich), antibidticos (ampicilina,
estreptomicina) (GIBCO), PBS (buffer salino de fosfatos), SFB (suero fetal bovino,
Corning), etanol, cloro 5 %, H,O miliQ, lineas celulares sin cancer: CCL-13 (células de
higado), CCL-81 (células de rifion de mono verde), 55-X (células de pulmén) lineas
celulares cancerigenas: HTB-35 (carcinoma escamoso de cérvix de segundo grado), HTB-
22 (adenocarcinoma mamario), HTB-38 (adenocarcinoma colorrectal) y HTB-177
(carcinoma de pulmén de células grandes), lector de placas multipocillos (EIx800,
BIOTEK), incubadora de CO, (Thermo Scientific), invertoscopio (Carl Zeiss), campana
de bioseguridad nivel II (Banker), potenciometro de pH, autoclave (All American) y

centrifuga.
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Cultivo de microorganismos y actividad antimicrobiana

Se utilizaron los siguientes materiales y equipos: agar nutritivo, agar Eosina y azul
de metileno (EMB), agar sangre, agar y medio sabouraud dextrosa (SDA), agar y medio
papa dextrosa (PDA), agar y Medio Mueller-Hinton, cajas petril, asa bacterioldgica, placa
multipocillos, matraz de 500mL, antibiéticos de control, pipetas de 5-10 pL, 50-100 uL
y pipeta multicanal 100-200 pL, puntillas de 100 pL, tubos para escala de McFarland,
tubos eppendorf, ultrasonicador, incubadora de 30 y 37 °C, aislados clinicos con
resistencia al tratamiento Acinetobacter baumanii, Pseudomonas aeruginosa,

Staphylococcus aureus, Lomentospora prolificans, Candida glabrata y Candida krusei.

Andlisis de microarreglos

Se utilizaron los siguientes materiales y equipos: frascos T-25, pipetas automaticas
de 5-10 pL, 50-100 pL, 20-200 pL y 1000 pL, cdmara de Neubauer, tubos de 50 mL,
tubos de 15 mL, PBS (buffer salino de fosfatos), SFB (suero fetal bovino, Corning), medio
EMEM (Eagles, Caisson), tripsina al 0.25%, etanol, cloro 5 %, H,O miliQ, HTB-22
(adenocarcinoma mamario), nanoparticulas V21, incubadora de CO, (Thermo Scientific),
invertoscopio (Carl Zeiss), campana de bioseguridad nivel II (Banker), potenciémetro de
pH, autoclave (All American), microcentrifuga, vortex, tubos de 1 mL, kit de extraccién
de ARN, microarreglos, Nanodrop 2000 Thermo Fisher Scientific, gel de agarosa al 1%,
TAE 1X 'y fuente de poder.

Cuantificacién de la produccion de especies reactivas de oxigeno

Se utilizaron los siguientes materiales y equipos: Fluorometro (Fluroskan Ascent),
diacetato de diclorofluoresceina (DCFDA), xantina oxidasa (XO), frascos T-25, placas de
96 pz., pipetas estériles de 1, 5, 10 mL, puntillas de 10-100, 20- 200 y 1000 pL, pipetas
automaticas de 5-10 pL, 50-100 pL, 20-200 pL y 1000 pL, cdmara de Neubauer,
membranas de filtraciéon de 0.22 um y 50 nm, pipetas pasteur, reservorio, tubos de 50 mL,
tubos de 15 mL, algoddn, papel de estraza, medio MEM (Eagles, Caisson), tripsina/EDTA
(Sigma aldrich), antibiéticos (ampicilina, estreptomicina) (GIBCO), PBS (buffer salino

de fosfatos), SFB (suero fetal bovino, Corning), etanol, cloro 5 %, H,O miliQ, lineas
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celulares sin cadncer: CCL-81 (células de rifion de mono verde), HTB-22 (adenocarcinoma
mamario), incubadora de CO, (Thermo Scientific), invertoscopio (Carl Zeiss), campana
de bioseguridad nivel II (Banker), potenciémetro de pH, autoclave (All American),

centrifuga.
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ARTICLEINYO ABSTRACT

Kepwonts. In the presest repant the amicancer activity of VOHPO, 2H0 nanoparticles with an average diameter of 75 nm

A o ov ac vy and spherical marpholagy 1 evidenand. The tamicity agains MCF-7 and Sia cells & Wgher than for Vero cell

mer7 dicating a sehoctivity ds tumors cell. The optimal concentration of 25 pgedl ' shows a viabiliy of 85%

- for Vero cell, 6% for MCR7 cells and 61% for SiHa cell. The mechanism of action & propased and invalves e

Vaadhen phaphan disokition of VOHPO, 2H0 nascpartiches © release VO** and VO ke voun.mp“uum.
selectivity owards breast cancer cells campared to a human non cancer line indicating e potestial agpl kation
for cancer theragy.

1. Introduction signaling regulatons of programmed cell pathway, interruption of the

Novel approaches 1o design drugs against cancer & ane of the most
intense research fleld around the world [ 1), This multifactorial disease is
caused by a complex mixture of genetic and environmental factors
leading to difficult prolanged trestments [2). However, the drugs used
are not selective for cancer celks, leading to toxicity in healthy cells,
advense effects [1,1) and frequently fal 1o produce a complete anth
cancer response due 10 the development of therapeutk resistance
mechankms [5,6).

For all the above mentioned factons, new anticancer drugs with a
better therapeutk index are neaded 1o reduce the toxicity in non-
carcinogenk cells and 1o improve effickency of cancer thempies 7).
An altemative strategy & 10 develop nonconventional drugs such &,
nanoparticles or inorganic compounds [4.9). There are many reports on
the lerature that deak with the development of metallic nanoparticles
such as Au, Ag, Ru, Bi, Cu and Sn with application in cancer therapy
[1015). More recently, metal oxides nanoparticks have boen devel
oped as anticancer drugs. For instance, V205, MOy, FeyOy, TIO; and
Zn0 were expased 10 different cancer cell lines. Different mechanisms
have been invoked to explain the anticancer activity of this nano-
materials like moechanical damage 1o the cells, the inhibition of key
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mitochondrial electron uupoﬂ leading 10 an krrevensible membrane
damage, among others [ 16 22

Vanadium campounds have bt- ako studied & a nonconventional
drug 1o prevent the appearance of tumorigenesis and in the treatment of
cancens, such as NI,VO, and VOSO,, [24,25). Previous studies of the
anticancer activity of VOSOy solutions have been carried out in breast,
cervix, colon, lung and prostate cancer cell lines [ 26,27). It was pointed
out that the antiprolferative effect of the vanadium salts is due to the
vanadyl cation VO** that & formed in aqueous solutions by the disso-
lution of the inorganic salt [26,25,29). The vanadyl cation VO** de-
creases cell viability in cancer cells by penetation through the cell
membrane by means of passive diffusion and once in the intracellular
space they cause structural changes that involve the genemtion of
reactive oxygen species causing irreversible damage 1o the mitochon-
dria, itis also reported that the kon canbind to proteins such & HSPSO or
DNA 1o activate a cell death pathway [23.25,30 34).

1tis well known that the alieration generated in cancer cells induce a
great energy demand and greater oxygen consumption, which forces the
cell 1o reprogram its metabolism in anaerobk canditions. This type of
breathing causes the cells to excrete protons (H'), giving rise 10 an
extracelular acld mikroenvironment of cancer cells betweoen pH rank
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