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RESUMEN

El mecanismo de muerte celular predilecto al momento de la administracion de
tratamientos contra el cancer es el de muerte celular inmunogénica ya que se caracteriza
por activar la respuesta inmune innata y adaptativa generando memoria inmunolégica en
contra de la recidiva del tumor. Esta respuesta es generada por la liberacion de patrones
moleculares asociados a dafio (DAMPs) que son moléculas que normalmente se
encuentran asiladas del sistema inmune ya que se encuentran dentro de las células.
Actualmente el cancer se considera un problema de salud publica debido a sus altos
indices de mortandad a nivel mundial. Hoy en dia se buscan nuevas alternativas para el
tratamiento. La sintesis de nanoparticulas tiene una aplicacién terapéutica importante
contra el cancer. Las nanoparticulas de plata tienen diversas propiedades citotoxicas
gracias a la liberacién intracelular de los iones Ag* y su generacion de especies reactivas
de oxigeno. Estudios anteriores nos demuestran que las nanoparticulas de plata tienen una
actividad antitumoral contra diversas lineas celulares de cancer, entre ellas lineas celulares
de cancer de mama. En este estudio se evaluo si las nanoparticulas de plata sintetizadas
con glucosa tienen la capacidad de inducir muerte celular inmunogénica sobre las lineas
tumorales de cancer de mama MCF7, BT474, MDAMB231, SKBR3 y 4T1 in vitro y
evitar la recidiva del cancer. Se realizaron ensayos para determinar la citotoxicidad y el
efecto de las nanoparticulas de plata sintetizadas con f-D-glucosa sobre la induccion de
alarminas (calreticulina, HSP70, HSP90, HMGBL1 y ATP) en las lineas tumorales de
cancer de mama.

Nuestros resultados muestran que las nanoparticulas de plata  disminuyeron la
proliferacion celular, asi como la induccién de muerte celular en las lineas celulares de
cancer de mama. Las lineas celulares MCF7 y BT474 expresaron la molécula de
calreticulina en su membrana al ser tratadas con las nanoparticulas de plata. Las
nanoparticulas de plata tienen el potencial para inducir la expresion de la proteina HMGB1
y la molécula de ATP al espacio extracelular en las lineas celulares de cancer de mama.
Por lo tanto, las nanoparticulas de plata tienen la capacidad de inducir citotoxicidad en las
diversas lineas celulares y promueven la liberacion de moléculas asociadas con la muerte

celular inmunogénica.



ABSTRACT

Cell death mechanism that is preferred to be induced when cancer treatments are
administered is immunogenic cell death since it is characterized by activating the innate
and adaptive immune response, generating immunological memory against tumor
recurrence. The response is generated by release of damage-associated molecular patterns
(DAMPs), which are molecules that are normally isolated from the immune system as
they are found within cells. Cancer is currently considered a public health problem due to
its high death rates worldwide. Nowadays, new alternatives for treatment are being sought,
synthesis of nanoparticles has an important therapeutic application against cancer. Silver
nanoparticles have various cytotoxic potential thanks to the intracellular release of Ag +
ions and their generation of reactive oxygen species. Previous studies of silver
nanoparticles demonstrate antitumor activity against various cancer cell lines, including
breast cancer cell lines. In this study, we evaluated silver nanoparticles synthesized with
glucose potential to induce immunogenic cell death on breast cancer tumor lines MCF7,
BT474, MDAMB231, SKBR3 and 4T1 and prevent cancer recurrence. Assays careened
out to determine the cytotoxicity and the effect of silver nanoparticles synthesized with -
D-glucose on induction of calreticulin, HSP70, HSP90, HMGB1 and ATP in breast cancer
cell lines. Results show that silver nanoparticles decreased cell proliferation and the
induction of cell death in breats cancer cell lines. Cell lines MCF7 and BT474 expressed
calreticulina molecule in their membrane when treated with silver nanoparticles. Silver
nanoparticles have potential to induce the expression of HMGBL1 protein and ATP
molecule to the extracellular space in breast cancer cell lines. Therefore, silver
nanoparticles have the potential to induce cytotoxicity in cell lines and promote release of

molecules associated with immunogenic cell death.



1. INTRODUCCION
El cancer es una enfermedad donde existe un crecimiento descontrolado de células con un
genoma dafiado y sin la posibilidad de que sea reparado o que estas sean dirigidas a
apoptosis. Con la capacidad de invadir otros tejidos por medio del sistema circulatorio y
los ganglios linfaticos. El cancer genera la perdida de la homeostasis en el organismo y
posteriormente conduce a la muerte (NIH 2015; Hanahan y Weinberg, 2000).

El cancer de mama es la segunda causa de muerte a nivel mundial (GCO 2018). Comienza
con el crecimiento anormal de las células de la unidad ductal-lobular terminal o bien en
las células de los lobulillos de la mama (glandulas mamarias) (INEGI 2019). El
tratamiento para el cancer de mama depende de la capacidad de invadir otros tejidos, pero
en general se encuentran las quimioterapias y la radioterapia como tratamientos de primera
instancia (Waks y Winer 2019).

Aunque el sistema inmune es capaz de generar una respuesta para atacar las células
cancerosas en ocasiones no es suficiente, por lo tanto se han creado quimioterapéuticos
que desencadenan una muerte celular inmunogénica, para persuadir al sistema inmune de
la presencia de células tumorales moribundas, gracias a la liberacién de antigenos
asociados a tumores (AAT), patrones moleculares asociados a dafio (DAMPs), citocinas
proinflamatorias, favoreciendo el reconocimiento antigenos de las células del sistema
inmune adaptativas para asi generar una respuesta inmune especifica contra diversos
tumores en especial tumores solidos (Krysko et al. 2012; Kroemer et al. 2013). Esto brinda
la oportunidad de convertir las células moribundas en “Vacunas” y generar una respuesta

inmunoldgica innata y adaptativa (Guo et al. 2013; Inoue y Tani 2014).

Las nanoparticulas inorganicas son una fuente para inducir la muerte inmunogénica o
potenciar el efecto del tratamiento y gracias a los campos de energia externos minimiza el
dafio a tejidos no tumorales. En particular las nanoparticulas metélicas se consideran
biocompatibles ya que tienen un comportamiento intrinseco, sensibilidad magnética y
estabilidad coloidal (Reddy et al. 2012; Dykman y Khlebtsov 2012).



Las nanoparticulas de plata (AgNP) tienen propiedades Opticas, electrénicas y
antibacterianas (Habouti et al. 2010). Su actividad biocida brinda una alternativa para
tratar a las células cancerosas, y estudios demuestran que las nanoparticulas tienen la
capacidad de unirse a tratamientos contra el cancer y la formacion de este complejo

aumenta su efectividad (Goodman et al. 2010; Braun et al. 2014)

La endocitosis es la via mas comun en la que las células captan las AgNP pero aun asi la
captacion seré dependiente del tamafio de la nanoparticula (Zhang et al. 2014; AshaRani
et al. 2009). Cuando la nanoparticula tiene contacto con el medio intracelular se crea un
efecto citotoxico ya que se comienzan a generar especies reactivas de oxigeno (ROS)
(Chang et al. 2012). Esto provoca dafios oxidativos en las proteinas, en el DNA y también
induce la difusion en la mitocondria por su alta reactividad y tener como resultado la
muerte celular (Zhang et al. 2014; Almofti et al. 2003).

En el presente estudio se evaluo si las AgNP sintetizadas con B-D-glucosa pueden inducir
la muerte inmunogénica en las lineas celulares de cancer de mama MCF7, BT474,
MDAMB231, SKBR3 y 4T1; por medio de la induccion de DAMPs (Calreticulina,
HSP70, HSP90, HMGB-1 y ATP).



2. ANTECEDENTES

2.1 Céncer

El cancer se define como enfermedades correlacionadas que tienen por caracteristica la
division descontrolada de células anormales y tiene la capacidad de invadir otros tejidos
(metastasis) por medio del sistema circulatorio y linfatico (NIH 2015; WHO 2020). En la
actualidad se considera un problema de salud pablica ya que es una de las principales
causas de muerte que afecta un alto porcentaje de la poblacidn a nivel mundial, se estima
que en al afio 2020 se produjeron 19,3 millones de nuevos casos de cancer y casi 10,0
millones de muertes por cancer. El cAncer de mama se encuentra desplazando al cancer de
pulmon como el cancer mas comunmente diagnosticado (Fig. 1), y se estima que hay 2,3
millones de casos nuevos (11,7%), seguidos por los canceres de pulmon (11,4%),
colorrectal (10,0%), de prostata (7,3%) y de estomago (5,6%). El cancer de pulmon sigue
ocupando la principal causa de muerte por cancer, con un estimado de 1,8 millones de
muertes (18%), seqguido de los canceres colorrectal (9,4%), de higado (8,3%), de estbmago
(7,7%) y de mama femenino (6,9%) (Sung et al. 2021).

Estimated number of new cases in 2020, worldwide, both sexes, all ages

Breast
B2 261 419 (11.7%)

Lung
2206 771 (11.4%)

Other cancers
8 879 843 (46%)

Colorectum
1931 590 (10%)

Prostate
1414 259 (7.3%)
Stomach

1089 103 (5.6%)

Cervix uteri Liver
604 127 (3.1%) 905 677 (4.7%)

Total : 19 292 789

Figura 1. Incidencia del cancer en el mundo (GCO,2021)

2.2 Cancer de mama



En el afio 2020 el cAncer de mama fue la principal causa de incidencia mundial de cancer,
con un valor estimado de 2,3 millones de nuevos casos, y con 685,000 muertes ocupando
la quinta causa principal de mortalidad por cancer en el mundo. Esto nos indica que 1 de
cada 4 mujeres presenta casos de cancer y 1 de cada 6 mujeres muere a causa de este en
el mundo, por ende, ocupa el primer lugar en incidencia en la mayor parte de los paises
(Sung et al. 2021).

El cancer de mama comienza con un crecimiento anormal ya sea de las células de la
unidad ductal-lobular terminal (conductos que llevan la leche hasta el pezon) o en las
mismas glandulas mamarias productoras de la leche o sea en los lobulillos de la mama, lo
que se denomina cancer de mama ductal y cancer de mama lobular respectivamente
(INEGI, 2019). Es una enfermedad formada por comportamientos biol6gicos vy
caracteristicas patologicas especificas (Spitale et al. 2009). Las neoplasias en la mama
tienen caracteristicas distintivas como su sefializacion constante de la proliferacion, la
inmortalidad replicativa, el escape de los factores supresores de crecimiento, la evasion
de la muerte celular, la creacién de vasos sanguineos nuevos, la capacidad de invadir otros
tejidos, el reajuste del metabolismo energético y la evasion del sistema inmune (Hanahan
y Weinberg 2011). Existen factores que el microambiente tumoral utiliza para estimular o
inhibir el crecimiento tumoral como lo son los estrogenos, progestagenos, andrdgenos y
factores de crecimiento transformantes alpha y beta. Diferentes citocinas, prostaglandina
E y la hormona paratiroidea conducen a un desarrollo de metastasis 0sea. La diseminacién
metéstasica del cancer de mama es gracias a la interaccion del tumor con el estroma y el
tejido normal circundante ya que este tipo de tumor puede crear nuevos vasos sanguineos
(Hortobagyi 1998). Se han determinado distintos subtipos en el cancer de mama que se
pueden diferenciar por la presencia o la ausencia de receptores hormonales como el
receptor de estrogeno (ER), el receptor de progesterona (PR) y el receptor del factor de
crecimiento epidérmico humano 2 (HER2) (Moon et al. 1981). Estos receptores se utilizan
como marcadores basales y de proliferacion. Los tumores de la mama se agrupan en cuatro
subgrupos basicos de acuerdo con estos marcadores, es decir, [ER + | PR +] HER2-
(tumores con positividad ER o PR, y negatividad HER2) o también nombrado Luminal A,
[ER + | PR +] HER2 + (tumores con positividad ER o PR y positividad HER2) LuminalB
con menor incidencia pero peor pronéstico, ER-PR-HER2 + (tumores con negatividad



ER y PR, y positividad HER2 sobre expresado, también denominada HER?2 positiva), ER-
PR-HER2- (tumores con negatividad ER, PR, HER2, también denominada triple

negativa). En general, los tumores ER-PR- (tumores con negatividad ER y PR) tienen un

prondstico relativamente peor que los canceres [ER + | PR +] (Spitale et al. 2009).

La proteina nuclear Ki-67 es un indicador de proliferacion celular que estéa presente en las

fases tardias de G1, S, G2 y M en el ciclo celular (Cattoretti et al. 1992). La expresion alta

de Ki-67 esta asociada con la recaida y menor supervivencia en pacientes con cancer de

mama con el subtipo Luminal A y Luminal B (De Azambuja et al. 2007).

Tabla 1 Caracterizacion de cuatro subtipos principales de tumores de mama,

prevalencia poblacional y caracteristicas clinicas (Anderson et al. 2014).

) Caracteristicas moleculares | Prevalencia o o
Subtipos . Caracteristicas clinicas
/ genéticas (%)
De crecimiento lento, menos agresivo,
] ER+y/0PR+, HER2—, baja recurrencia, alta supervivencia, mejor
Luminal A ) ) 40 o )
Ki67 bajo prondstico de todos los subtipos, responde
a la terapia endocrina.
Altas tasas de proliferacion, peor
. ER+y/0PR+ HER2 + (0 . .
Luminal B ) 10-20 prondstico que Luminal A, responde a la
HER2- con Ki67 alto) . )
terapia endocrina.
o . Tienden a crecer y diseminarse de manera
Positivo para la proteina del ) . .
mas agresiva, es mas probable que sean
HER2 receptor 2 del factor de . »
o o 10 de alto grado y ganglios positivos, pobre
sobreexpresando crecimiento epidérmico ) ) )
supervivencia a corto plazo, existen
humano (EGFR2), ER, PR— o
terapias dirigidas.
Menor edad en el momento del
diagndstico, alto grado histolégico, tasas
TNBC ER—, PR—, HER2— 10-20 mas altas de recurrencia a distancia
después de la cirugia, mal pronéstico a
corto plazo, carece de terapia dirigida.

El sexo, la edad y los antecedentes familiares pueden ser considerados como factores de

riesgo de contraer cancer de mama. Aunque el riego de desarrollar cancer de mama se ve

aumentado desde la aparicion de la primera menstruacion, la menopausia, el tratamiento




hormonal en esta, hasta la ausencia de embarazos a lo largo de la vida de la mujer. El

riesgo se reduce si la mujer ha tenido hijos y los ha amamantado (Anderson et al. 2014).

2.3 Tratamientos en cancer de mama

Actualmente la manera de tratar el cancer de mama depende de la capacidad del tumor de
invadir otros tejidos. Para el cancer de mama no metastasico la terapia se centra en
eliminar el tumor del seno quirargicamente y también los ganglios linfaticos cercanos
como los son los ganglios axilares esto para tratar de prevenir que el cancer vuelva a
desarrollarse, algunas veces se complementa con terapias de radiacion después de la
operacion. También se puede aplicar una terapia sistémica antes de la operacion, esta se
denomina terapia neoadyuvante o después de la operacion, terapia adyuvante o en algunos
casos se aplican ambas. Ya que dependiendo del subtipo del tumor se determinara la
terapia que se debe de aplicar. Para los tumores HR positivos se aplica una terapia
endocrina en algunos casos en combinacion con quimioterapias o terapias con anticuerpos
dirigidos contra ERBB2 (trastuzumab). En el caso de los tumores triples negativos solo se
administran quimioterapias. En el cancer de mama metastasico aln no se ha encontrado
una terapia que pueda ayudar a la supervivencia de las pacientes, se le retira el tumor de
la mama quirdrgicamente y se le aplica radiacion, pero esto solo ayuda a la paciente a
sentirse mejor y mejorar su calidad de vida (Waks y Winer 2019).

2.4 Inmunoterapia

La inmunoterapia contra el cancer es un tratamiento en el que se podria logran un resultado
efectivo al emplearla en canceres recurrentes y con metastasis. Existen diferentes
tratamientos de inmunoterapia como los que usan anticuerpos monoclonales que bloguean
la actividad del punto de control inmunitario, para mediar una respuesta adaptativa de las
celulas efectoras T con actividad antitumoral (Farkona et al. 2016).

La inmunoterapia tiene como objetivo generar una respuesta inmune donde se produce la
estimulacion de las células efectoras CD8" (citotdxicas), ya que estas tienen la capacidad
de eliminar las células tumorales al igual que generar una respuesta de memoria por las

células T efectoras CD4" para lograr una inmunidad a largo plazo.



Cuando se despierta una respuesta inmune habitual las células dendriticas (DC) son las
encargadas de reconocer y captar los antigenos, cuando esto ocurre las DC se activan y
maduran para proceder a la presentacion del antigeno en forma de péptido por medio del
complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) a las células T en los ganglios linfaticos,
esto activa a las células T virgenes para producir células T efectoras (CD8", CD4") que
migran hacia los sitios de infeccién, lesion o inflamacion. La produccion de IFN-y y GM-
CSF es un factor importante en la maduracion de las DC y en la activacion de los
macrofagos. Las DC comienzan la produccion de citocinas como IL-1pB, IL-6, IL-12 o
TNF son reconocidas por las células natural killer (NK) y los linfocitos T para generar una
respuesta inmunologica. Las células T efectoras y las NK son estimuladas por la
produccion IL-2 y captacion por su receptor, esta citocina aumenta su supervivencia y
proliferacion acompafado de la produccion de INF-y. La produccion de citocinas como
IL-10 y TGF- limita la actividad de las células T y los macréfagos ya que disminuye el
proceso proinflamatorio y regula la respuesta inmune para proteger al huésped de una
respuesta autoinmune. (Beatty y Gladney 2015).

Las células tumorales tienen la facilidad de inhibir la respuesta inmune ya que son células
propias del huésped y aun que tengan la capacidad de expresar antigenos estos son poco
inmunogénicos lo que crea una tolerancia inmunogénica. Y cambiar el equilibrio de las
citocinas inhibidoras por las citocinas activadoras para poder generar la respuesta
necesaria para proteger el organismo es un desafio importante para una inmunoterapia
exitosa (Schumacher y Schreiber 2015).

Como se ha observado el sistema inmune tiene la capacidad de eliminar las células
neoplésicas y gracias a esto se ha tratado de explotar este potencial y de esto se deriva la
inmunoterapia contra el cancer, que aprovecha la especificidad del sistema inmune para
atacar los tumores especificamente, debido a que los tumores humanos presentan
antigenos especificos de tumor en las membranas celulares que el sistema inmune es capaz
de reconocer (Palucka y Banchereau 2012).

Aun asi, aunque el sistema inmune tenga la capacidad de eliminar las células tumorales,
estas utilizan estrategias por las cuales adquieren resistencia a la muerte celular y
favorecen la supresion de la vigilancia inmunoldgica. Por lo tanto, las estrategias para

atacar de mejor manera a las células tumorales consisten en infligir un maximo dafio sobre



las células cancerosas para aumentar la susceptibilidad a la muerte celular y con esto
inhibir la supresion del sistema inmune y aumentar o reacondicionar el reconocimiento
inmunoldgico de las células cancerosas poco inmunogénicas (Tesnhiere et al. 2008).
Utilizando estas dos estrategias podemos crear una terapia que garantizaria la destruccion
completa o extensa de las células cancerosas y a su vez disminuiria potencialmente la
recurrencia del cancer. Estas estrategias terapéuticas serian capaces de inducir la muerte

celular inmunogénica (Kepp et al. 2009).

2.5 Muerte inmunogénica
La muerte celular inmunogénica (ICD) se define por la exposicion cronica de Patrones

Asociados a Dafio (DAMP) en el microambiente tumoral (TME), que estimula el sistema
inmunoldgico antitumoral disfuncional alargando la duracion de la proteccion antitumoral
(Zhou et al. 2019). En los ultimos afios se han creado quimioterapéuticos que
desencadenan una muerte celular inmunogénica, para asi persuadir al sistema
inmunoldgico de la presencia de células tumorales moribundas. La muerte inmunogeénica
podria tener un potencial terapéutico ya que podria convertir las células moribundas en
“vacunas” para estimular al sistema inmunoldgico por medio de la activacion de las
células T y las células dendriticas y potencial la actividad de citotdxicas de las células NK
(Guo et al. 2013; Inoue y Tani 2014).

La muerte inmunogénica esta caracterizada por inducir apoptosis en las células cancerosas
generando inflamacion y muerte celular. Las células moribundas comienzan con la
liberacion de antigenos asociados a tumores (TAA), patrones moleculares asociados a
dafio (DAMPs) y citocinas proinflamatorias, favoreciendo el reconocimiento de antigenos
de las células del sistema inmune adaptativas para asi generar una respuesta inmune
especifica contra diversos tumores sélidos especialmente (Krysko et al. 2012; Kroemer et
al. 2013; Zhou et al. 2019). Durante la muerte inmunogénica las células dendriticas y los
macrofagos seran los encargados de procesar los DAMPs y los TAA para presentarlos a
las células inmunes adaptativas linfocitos CD4" y Linfocitos CD8" (Rubartelli y Lotze
2007). Para que la ICD pueda generarse es necesario un factor de estrés en la célula donde

el reticulo endoplédsmico (RE) responde al estrés activando una via de sefializacion
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combinada con la generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS), estos componentes

causan la exposicion de los diferentes DAMP al espacio extracelular (So, 2018).
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Figura 2. Esquema de Induccién de Muerte Inmunogénica y activacion de sistema inmune.

2.6 Patrones moleculares asociados a dafio (DAMPS)
Los DAMPs son moléculas que se encuentran dentro de las células vivas (aislados del
sistema inmune), durante el proceso de muerte celular, los DAMPs pueden ser expuestas
0 secretadas al exterior (Rubartelli y Lotze 2007). Existen diferentes factores
inmunogénicos que se pueden identificar como DAMPs, como es el caso de la exposicion
de la calreticulina en la superficie celular (Obeid et al. 2007; Panaretakis et al.2008), la
liberacion de ATP (Garg et al 2012; Martins et al. 2014) y posteriormente la salida de la
proteina de la caja 1 del grupo de alta movilidad (HMGB-1) (Apetoh et al. 2007; Scaffidi
2002) como las proteinas de choque térmico (HSP70 y HSP90) (Binder 2014; Tesniere
2008). Las células presentadoras de antigeno (APC) seran reclutadas por la liberacion del
ATP por su capacidad guimioatrayente mientras que la calreticulina actuard como una
sefial “comeme” en las células tumorales moribundas que serd reconocida mediante los
receptores de las APC, como las células dendriticas ayudando a su maduracion, activacion
y procesamiento de antigeno (Obeid et al. 2007; Seong, y Matzinger 2004). Finalmente,
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la presentacion de antigeno en las células T sera estimulada por HMGB-1 y las HSPs
(Apetoh et al. 2007; Green et al. 2009).

Para que pueda ocurrir la muerte inmunogénica, es necesario que haya un estrés en el
reticulo endoplasmico (RE) mediado por la produccidn de especies reactivas de oxigeno
(ROS) (Garg et al. 2012), la accién combinada de estos factores activa distintas vias
intracelulares que son las encargadas de llevar a los DAMPs al espacio extracelular (Obeid
et al. 2007; Zitvogel et al. 2010a,; Panaretakis et al. 2009). Como es el caso de la
calreticulina (CRT) que se encuentra “anclada” en el reticulo endoplasmico por su
secuencia KDEL en su dominio C-terminal. Esta proteina tiene varias funciones, como su
actividad de chaperona, la regulacion de la homeostasis del Ca*? y de sefializacion.
Ademas, la CRT es una de las encargadas tanto en el ensamblaje del complejo mayor de
histocompatibilidad 1 (MHC 1) como la carga del péptido antigénico en este en el RE
(Solheim 1999). La CRT no solo tiene actividades dentro del RE sino también fuera de él
como la regulacion del transporte nuclear, la proliferacion y la migracion celular (Garg et
al. 2010; Gol et al. 2010). Cuando la CRT es traslocada en la superficie de las células
tumorales facilita el reconocimiento de las células dendriticas y generar la respuesta de las
células T citotdxicos (Hong et al. 2010).

La secrecion o la liberacion extracelular de ATP es un indicador de muerte celular
(Rapaport y Fontaine 1989). Las células dendriticas reconocen el ATP extracelular por
medio de sus receptores purinérgicos P2X7 para asi activar el inflamasoma NALP3-ASC-
e y comenzar la produccion de IL-1p. La presentacion de antigeno y la produccion de IL-
1 daran como resultado la polarizacién de las células T efectoras CD8" que a su vez estas
produciran IFN-y y asi generar una respuesta inmunoldgica adaptativa (Ghiringhelli et al.
2009). Para que el ATP extracelular pueda ser considerado DAMP es necesario que haya
una secrecion suficiente para establecer un gradiente quimioatrayente adecuado y haya
una accion del ATP sobre los receptores (Ravichandran 2011; Mortensen et al. 2011,
Picher et al. 2004).

Otra proteina asociada con DAMPs es la proteina nuclear HMGB1, esta coordina la
actividad transcripcional de varias proteinas, como los receptores de hormonas esteroides,
p53, NF-kB entre otras funciones (Mdller et al. 2004) que al igual que la CTR sus

funciones dependen del lugar en el que se encuentre dentro o fuera de la célula. En el
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citosol la HMGBL interviene en la autofagia cuando interactua con la proteina beclina-1
(Tang et al. 2010; Huang et al. 2012). La proteina HMGBL1 también puede ser secretada
como una citocina por los macrofagos y monocitos activados por la IL-1pB, Factor de
Necrosis Tumoral (TNF) y LPS. (Garg et al. 2010; Midller et al. 2004). La HMGBL1
extracelular se une a células inmunes especificas, promueve la fagocitacion y la
presentacion de productos muerte celular de células patogénicas y estimula la respuesta
inmune (Lotze y Tracey 2005). HMGBL1 se une a receptores especificos en células
dendriticas o presentadoras de antigenos, como el receptor multiligando RAGE y los
receptores tipo toll 4 (TLR4) (Bianchi 2009).

Finalmente tenemos los DAMPs como las proteinas de choque térmico (HPS70 y HPS90)
que son una familia de proteinas chaperonas ATP-dependientes, estas son las encargadas
del plegamiento de las proteinas recién sintetizadas tanto del repliegamiento de las
proteinas que han sido afectadas por algun tipo de estrés (Lanneau et al. 2008).
Normalmente podemos encontrar estas proteinas en el citoplasma, en la mitocondria y en
el reticulo endoplasmico. Si la célula se encuentra bajo condiciones de estrés las proteinas
de shock termico pueden trastocarse a la membrana celular (Tesniere et al. 2008). Estas
proteinas al traslocarse en la membrana de las células moribundas adquieren una actividad
inmunoestimuladora (Spisek y Dhodapkar 2007). Esta actividad inmunoestimuladora se
debe a que tiene la capacidad de interactuar con receptores de superficie en las APCs
(Barttiiikova y Spisek 2009) como CD91, LOX1 y CD40 (Spisek y Dhodapkar 2007) esto
facilita la presentacion de antigenos asociados a tumores (TAA) por el MCH | y despierta
la respuesta inmunoldgica de las células T CD8* (Doody et al. 2004; Schild et al. 1999;
Binder et al. 2001).

2.7 Inductores de muerte inmunogénica
Actualmente desde que se conocen los beneficios de la destruccion de las células
tumorales por medio de ICD y el efecto que tiene sobre las células del sistema inmune se
busca encontrar inductores de muerte inmunogénica. Existen dos tipos de inductores de
ICD. Los inductores de muerte inmunogenica tipo | son tratamientos que se caracterizan

por indirectamente promover el estrés en el RE, tienen como objetivo el ADN y proteinas
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de la maquinaria de reparacion, proteinas citosélicas, membrana plasmaética o proteinas
nucleicas que estan dirigidas por agentes quimioterapéuticos como las antraciclinas
(oxaplatino (OXP), mitoxantona, doxorrubicina, idarrubicina) (Casares et al. 2005). Los
tratamientos que promueven directamente con el estrés del RE son inductores de muerte
inmunogénica tipo 11, como la terapia fotodindmica que destruye las células cancerosas
con la manipulacién de fotosensibilizadores y oxigeno para generar ROS o los virus
oncolégicos que se dirigen al RE para provocar la muerte celular (Inoue y Tani 2014;
Krysko et al. 2012; Inoue y Tani 2014). Usualmente se utilizan los inductores de muerte
inmunogénica que cuentan con estas caracteristicas para la creacion de vacunas contra el
cancer y como terapia para evitar la reincidencia del cancer (Rodriguez-Salazar 2017). En
las vacunas contra el cancer in situ es necesario que el inductor de muerte inmunogénica
se dirija directamente a las células tumorales. Actualmente la nanotecnologia nos ofrece
la oportunidad de controlar este efecto, ya que nos facilita la entrega eficiente de la dosis
Optima de los inductores de muerte inmunogénica hacia las células especificas
potenciando el impacto de la vacuna y reduciendo los efectos secundarios (Irvine et al.
2015; Jo et al. 2017; Ng et al. 2011; Zhang et al. 2009).

2.8 Aplicaciones de las nanoparticulas
Las nanoparticulas (NPs) pueden transportar consigo diversos componentes, proteger las
cargas Utiles de la degradacion y la liberacidn temprana, e ingresar a las células tumorales
de forma activa o pasiva mediante el efecto de la permeabilidad y retencion mejorado o
modificacion de la superficie celular con sus ligandos correspondientes (Zheng et al.
2005; Shao et al. 2015; Zhang et al. 2014). Las NPs inorganicas se usan como una fuente
para el tratamiento inductor de muerte inmunogeénica o intensificar el tratamiento gracias
a campos de energia externos para minimizar el dafio a células no tumorales. Las NPs
metélicas se eligen gracias a su biocompatibilidad y comportamiento intrinseco, su
sensibilidad magnética y su estabilidad coloidal (Reddy et al. 2012; Dykman y Khlebtsov
2012). Existen NPs con funciones de imagen que tienen como utilidad monitorear la
localizacion y el efecto en tiempo real. Por otro lado, existen NPs que tienen una funcién

inmunomoduladora ya sea como adyuvantes o potenciadores inmunes. Una ventaja de las
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NPs es su capacidad de modificar su tamafio, forma, estructura, carga Util como sus
propiedades de superficie para su transporte al igual que sus cargas a través de las barreras
bioldgicas y mejorar su acumulacion en las células de tumores solidos (Duan y Li 2013;
Hong et al. 2018; Sun y Xia2002; Lu et al. 2002).

2.9 Nanoparticulas de plata
En particular las nanoparticulas de plata (AgNP) son utilizadas gracias a sus propiedades
Opticas, electrénicas y antibacterianas (Habouti et al. 2010). Su actividad antimicrobiana
de amplio espectro nos brinda una amplia gama de productos donde se emplean AgNPs
como recipientes para alimentos, aerosoles antisepticos, catéteres, vendajes entre otros. El
tamafo y el recubrimiento de la AgNP es lo que le brinda su actividad biocida.
Actualmente se ha implementado el uso de AgNPs para crear terapias alternativas
antitumorales. Ya que se han visto resultados prometedores al incorporar AgNPs a los

tratamientos contra el cancer (Goodman et al.2010; Braun et al. 2014).

2.10 Métodos de sintesis para AgNP
Existen diferentes métodos para la sintesis de AgNPs, como los métodos quimicos (Zhang
et al. 2011; Roldan et al. 2013; Sotiriou y Pratsinis 2010; Sotiriou et al. 2011), fisicos (El-
Nour et al. 2010; Tien et al. 2008; Kosmala et al. 2011; Asanithi et al. 2012) y bioldgicos
(Shivaji et al. 2011; Li et al. 2012). Los métodos quimicos se subdividen en reduccion
quimica (Zhang et al. 2011), técnicas electroquimicas (Roldan et al. 2013), métodos
quimicos asistidos por irradiacion (Sotiriou y Pratsinis 2010) y pirolisis (Sotiriou et al.
2011). La sintesis de nanoparticulas de plata en solucion contiene tres componentes
principales: un precursor metalico, un agente reductor y un agente estabilizador o
protector (Sotiriou y Pratsinis 2010). Los métodos fisicos no involucran productos
quimicos toxicos y por lo general su tiempo al producir las nanoparticulas es rapido. Los
métodos fisicos pueden ser con condensacion fisica de vapor (EI-Nour et al. 2010),
descarga de arco (Tien et al. 2008), método de molienda de bolas de energia (Kosmala et
al. 2011) y pulverizacion de magnetron de corriente continua (Asanithi et al. 2012). En el

caso de la sintesis bioldgica, los agentes reductores y los estabilizadores toxicos se
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remplazan por moléculas que no son toxicas como proteinas, carbohidratos, antioxidantes
que estas pudieran ser producidas en algunos casos por bacterias (Shivaji et al. 2011),
hongos (Li et al. 2012) y levaduras (Mourato et al. 2011). Uno de los métodos mas
amigables con el medio ambiente para la sintesis de AgNP es mediante extractos de
plantas como Aloe vera, algas, té, hierba de limén entre una variedad muy amplia (Ge et
al. 2014).

2.11 Toxicidad de AgNPs
Existen diferentes formas en las que los pacientes poder ser expuestos a las AgNP, como
el contacto dérmico, de forma oral, por medio de inhalacion o por la circulacion sanguinea.
Dentro del cuerpo humano las primeras células en estar en contacto con las AgNP son los
macrofagos (Pratsinis et al. 2013).

Las propiedades toxicoldgicas de las AgQNP seran dependiendo del método de sintesis por
el cual se crearon, el tamafio, si estan presentes o ausentes los métodos de proteccion y los
organismos o las células de cultivo. Es necesario evaluar el riesgo en cada caso particular

para determinar el grado de toxicidad.

2.12 Toxicidad inducida por AgNP
Los problemas relacionados con la toxicidad inducida por las AgQNP dependen de varios
factores como la interaccion de la AgNP con las células, la captacién celular, asi como la
respuesta de la AgNP dentro de la célula. La principal forma en la que las células absorben
las AgNP es por medio de endocitosis, pero también depende del tiempo, la dosis y la
energia (Zhang et al. 2014; AshaRani et al. 2009). Las NP tienen la capacidad de inducir
la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS) directamente una vez que estan en
interaccion con el ambiente &cido del lisosoma (Chang et al. 2012). En las ROS
encontramos aniones superoxido (O2), radicales hidroxilos (OH) y peréxido de hidrégeno
(H202). Se cree que in vivo cuando H202y las AgNP reaccionan conducen a la liberacion
de iones de Ag" probablemente la reaccion quimica seria de esta manera 2Ag + H 20 2>+
2H + — 2Ag + + 2H », O E % (AshaRani et al. 2009). La reaccion puede ocurrir en medio
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de cultivo o con proteinas del citoplasma. Cuando se generan las ROS provocan dafios
oxidativos en las proteinas, en el DNA y también pueden inducir una disfuncién en la
mitocondria ya que estas son altamente reactivas. Las AgNP vy los iones de plata (Ag™¥)
pueden escapar de los lisosomas y potenciar la generacion de ROS intracelular estas
interactuar preferentemente con los grupos tiol de las moléculas que estan presentes en el
citoplasma, en la membrana celular y en la membrana interna de las mitocondrias (Zhang
et al. 2014; Almofti et al. 2003). Cuando ocurre un dafio en la membrana celular esto
provoca que se liberen componentes del citoplasma y da como resultado la muerte celular
no programada (necrosis) mientras que la ruptura de las membranas del lisosoma activa
la muerte programada (apoptosis mediada por lisosomas). Ademas, la apoptosis
dependiente de las mitocondrias se puede presentar debido a que la trasferencia de

electrones se ve afectada (Arora et al. 2008).
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Figura 3. Efecto citotoxico de Nanoparticulas de Plata en células tumorales.
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3. JUSTIFICACION
El cancer de mama es el mas frecuente en mujeres en nuestro pais con una tasa incidencia
de 27,283 en el afio 2018, constituyendo un problema de salud publica importante. Los
tratamientos oncoldgicos actuales necesitan ser complementados con nuevas propuestas
de drogas y técnicas las cuales garanticen incrementar su efectividad y disminuir su
toxicidad. Ademas de inducir una memoria inmunolégica especifica del tumor que evite
la recurrencia del cancer en el paciente. La muerte inmunogénica es un tipo de muerte

celular que permite generar una respuesta adaptativa especifica del tumor.

A la fecha no existen estudios relacionados con el empleo de la administracion de las
nanoparticulas de plata sintetizadas con f-D-Glucosa y la capacidad de generar muerte
inmunogénica en las células tumorales. Por lo que en el presente estudio se evalua si las
nanoparticulas de plata sintetizadas con B-D-Glucosa como reductor tienen la capacidad

de generar muerte inmunogénica en las células tumorales de cancer de mama.
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4. HIPOTESIS
El tratamiento con nanoparticulas de plata sintetizadas con B-D-glucosa tienen la
capacidad de inducir la produccion de alarminas (calreticulina, HMGB1 y ATP)

relacionadas con la muerte inmunogénica en lineas celulares de cancer de mama.

5. OBJETIVO GENERAL
Evaluar si las nanoparticulas de plata sintetizadas con B-D-glucosa tienen la capacidad de
inducir moléculas relacionadas con la Muerte Celular Inmunogeénica sobre las lineas
tumorales de cdncer de mama MCF7, BT474, MDAMB231, SKBR3 y 4T1 in vitro.

5.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS
1. Sintetizar las nanoparticulas de plata con B-D-glucosa, caracterizarlas y determinar

su estabilidad.

2. Determinar el efecto citotoxico de las nanoparticulas de plata sintetizadas con -
D-glucosa sobre las lineas tumorales de cancer de mama MCF7, BT474, MDAMB231,
SKBR3y 4T1.

3. Determinar el efecto de las nanoparticulas de plata sintetizadas con B-D-glucosa sobre
el ciclo celular de las lineas tumorales de cancer de mama MCF7, BT474, MDAMB231,
SKBR3y 4T1.

4. Determinar el efecto de las nanoparticulas de plata sintetizadas con -D-glucosa
sobre la induccién de alarminas (calreticulina, HMGB1 y ATP) en las lineas tumorales de
cancer de mama MCF7, BT474, MDAMB231, SKBR3 y 4T1.
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6. METODOLOGIA

6.1 Sintesis de nanoparticulas de plata empleando p-D-glucosa como agente
reductor

Se empled AgNOz (2.5 mM) como agente oxidante, B-D-glucosa (0.1 M) y NaOH (0.3 M)
como agentes reductores para la sintesis de nanoparticulas de plata (AgNP-g). Se vertieron
1 ml de AgNOsen un vaso de precipitado y se coloco 5 minutos en una plancha de calor
a 117 °C con agitacion de 60 rpm, al minuto 4 se agregaron 10 uLL de NaOH. En el minuto
5 se agreg0 por goteo 500 pL de la solucién de B-D-glucosa. Cuando la solucion adquirio

un color amarillo fue el primer indicador de la sintesis de AgNP-g.

6.2 Caracterizacion de las nanoparticulas de plata sintetizadas con p-D-glucosa
Para la caracterizacion de las AgQNP-g se preparo6 una dilucién 1:1 de la solucion de AgNP-
g y se midio la absorbancia de la banda de resonancia de plasmén superficial en 400-
480 nm aproximadamente de longitud de onda para corroborar la correcta sintesis de
estas.Este ensayo se realiz6 mediante espectroscopia de luz ultravioleta visible (UV-Vis)
en elequipo Nanodrop (Thermo scientific Nanodrop, 2000c) con un intervalo de
longitudes deonda de 350 a 800 nm. Se evalu6 el tamarfio y potencial Z de las AgNP-g
por medio dedispersion de luz dindmica (DLS) en el equipo Zetasizer. Por lo tanto,
se realizarondiluciones previas de 1:10, 1:100, 1:1000 con agua desionizada. El tamafio
se obtuvo alcuantificar la dispersion de la luz provocada por la velocidad y movimientos
aleatorios delas particulas basado en el movimiento browniano de las mismas. El
potencial Z es unamedicion sumamente importante con la que se determina la fuerza de
repulsién entre lasparticulas, lo que nos permite saber si estas tienden a aglomerarse o

mantenerse dispersasen la solucion de forma homogénea.

La morfologia y la estabilidad de las NP se observaron por medio de Microscopia
Electronica de Transmisién (TEM) de alta resolucidn. Las muestras se prepararon para ser
observadas en TEM colocando pequefias gotas de soluciones de AgNPs-G en una rejilla
de cobre de 600 mesh con soporte de carbono estandar y secadas al aire. La distribucion
del tamafio de particulas se obtuvo utilizando el programa ImageJ (US NIH, Beverly, EE.
uu.).
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6.3 Cultivo celular

Se utilizaron las lineas celulares de cancer de mama humano: BT-474, MCF7, MDA-MB-
231, SK-BR-3 [SKBR3] y 4T1 murino. Cultivadas en medio DMEM con 10 % de suero
fetal bovino y 1 % de antibiotico-antimicotico a 37 °C con 5 % de CO2 y 85 % de humedad,

para la activacion de la proliferacion celular y su estabilizacion.

6.4 Ensayo de toxicidad celular

Para evaluar el efecto citotoxico de las AgNP-g se sembraron por triplicado una
concentracion de 5,000 células por pozo en una placa de 96 pozos en medio DMEM
suplementado con 10 % de suero fetal bovino, las lineas celulares de cancer de mama: BT-
474, MCF7, MDA-MB-231, SK-BR-3 [SKBR3] y 4T1 murino y se dejaron adherir por
24 h a una atmosfera de 37 °C y 5 % de CO- para permitir que las células se adhieran a la
placa. Posteriormente se desech6 el medio de cultivo y se agregaron distintas
concentraciones de AgNP-g. A las 7 h de tratamiento se logré observar un efecto
citotoxico gracias a la morfologia celular y se adiciono a cada pozo 100 pL de medio
DMEM sin suplementar con la resarsurina al 10 % (V/v) y se incubaron durante una hora
en condiciones estandar. Cuando se cumpli6 el tiempo de incubacion se leyeron las placas
a una longitud de onda de excitacion de 535 nm y de emision de 595 nm en el lector de
placas Synergy HT ™ (BioTek Instruments, INC., Winooski, VT, USA).

6.5 Tincién de naranja de acridina y bromuro de etidio (AO/EB)

Se cultivaron 5x10° células por pozo sobre un cubreobjetos de las lineas celulares de
cancer de mama BT-474, MCF7, MDA-MB-231, SK-BR-3 [SKBR3] y 4T1 murino en
placa de 6 pozos y se incubaron a 37 °C con 5 % de CO2 durante 24 h. Posterior a estose
trataron con AgNP-g durante 7 h con la ICso y la 1C100 de cada una de las lineas y dejando
un control sin nanoparticulas solo con DMEM. Se lav6 con PBS y se dejaron en un 2 mL
de PBS. Se agreg06 a cada pozo 10 uL de una mezcla de naranja de acridina y bromuro de
etidio en una proporcion 1:1. Se visualizaron con un microscopio de fluorescencia
confocal. La naranja de acridina tifie las células de verde y el bromuro de etidio solo puede
tefiir el DNA cuando la célula permite que se internalice cuando la membrana celular esta

permeabilizada por los procesos de muerte celular.
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6.6 Ensayo de ciclo celular
Después del tratamiento, las células fueron colectadas y lavadas con PBS (bufer de

fosfatos) a un PH de 7.2, posteriormente fijadas en etanol al 70 % y almacenadas a -20 °C.
Para el analisis de ciclo celular, las muestras fueron lavadas con PBS e incubadas en
Triton-X100 al 0.5% v/v y una solucion de (7-AAD) 7-amino actinomicina D (10 pg/mL)
en la oscuridad a temperatura ambiente durante 20 min. El contenido del DNA fue
determinado mediante el citometro de flujo FACSCanto Il flow cytometer (Becton
Dickinson, San Jose, CA, USA). Para el analisis del ciclo celular y el pico de evaluacién
SubGO0, un total de 20,000 eventos del area de 7-AAD-area vs. el ancho del gate de 7-
AAD fueron adquiridas. Los resultados fueron analizados empleando el software FlowJo
(Becton Dickinson).

6.7 Evaluacion de exposicion de calreticulina

Se evalud la exposicion de calreticulina en las lineas celulares de cancer de mama después
de ser tratadas con AgNP-g por 7 h. Las células BT-474, MCF7, MDA-MB-231, SK-BR-
3 [SKBR3] y 4T1 murino se cultivaron a una concentracion de 1x10° células, en placas
de 12 pozos, se incubaron a 37 °C con 5 % de CO, toda la noche para permitir la adherencia
de las células a la placa, al dia siguiente se retir6 el medio de cultivo y se afiadié el
tratamiento, dejando pozos sin tratamiento como control. Posteriormente las células se
recolectaron en tubos de 1.5 mL y se centrifugaron a 1600 rpm por 10 min,se deseché el
sobrenadante y se lavo con PBS suplementado con Albumina dos veces, seagrego el
anticuerpo monoclonal de anti-ratén para la deteccion de calreticulina conjugadocon el
fluorocromo ficoeritrina usando una dilucion del anticuerpo 1:100 en 50 puL de PBS
suplementado, se incubaron por 1 h a temperatura ambiente protegidas de la luz.

Finalmente, las muestras fueron analizadas por citometria de flujo.

6.8 Evaluacion de la secrecion de ATP al medio extracelular

Se evaluaron los niveles de ATP extracelular en sobrenadantes de las lineas celulares de
cancer de mama tratadas con AgNP-g por 7 h. Se utiliz6 un Kit de deteccidéncuantitativo
por quimioluminiscencia (ENLITEN® ATP Assay System Bioluminescence
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Detection Kit for ATP Measurement, PROMEGA). Y la lectura de las muestras se realizo

en el equipo Microplate Autoreader EL311 (BioTek Instruments, USA).

6.9 Evaluacion de la secrecion de HMGB1 al medio extracelular

Se evaluaron los niveles de HMGBL1 extracelular en sobrenadantes de las lineas celulares
de cancer de mama tratadas con AgNP-g por 7 h. Se utiliz6 un kit de deteccion Kit ELISA
HMGB-1 (High mobility group protein B1, US Biological Life Science Salem, MA, USA.

6.10 Co-cultivo de esplenocitos y 4T1

Se extirpo el bazo de 3 grupos de ratones: Ratones sin tumor, con tumor y ratones
vacunados con lisado de células 4T1 tratadas con AgNP-G y se cultivaron los
esplenocitos. Se cultivaron 50, 000 células de 4T1 por pozo en una placa de 6 pozos. Se
agregaron los esplenocitos a las células 4T1 1, 250,000 de linfocitos por 50,000 4T1 y se
dejaron 24 h incubando a 37 °C y 5 % de CO: se recolecto el sobrenadante y las célulasse
lavaron con PBS y se re suspendieron en 500 uL. PBS y se agregé 5 pL de 7AAD y se
analizo por citometria de flujo en un citometro Accuri C6 (Becton Dickenson, San Jose,
CA, USA).

6.11 Analisis estadistico
Los experimentos se llevaron a cabo por triplicado, el analisis estadistico se realizé usando
analisis de varianza (ANOVA). Los resultados se consideraron estadisticamente

significativos si el valor de P < 0.05 6 <0.001.
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7. RESULTADOS

7.1 Sintesis y caracterizacion de las nanoparticulas de plata reducidas con p-D-
glucosa.

La sintesis de las nanoparticulas de plata reducidas con B-D-glucosa se confirmé por
medio de espectrofotometria UV-vis al observar la banda del plasmon de resonancia a una
longitud de onda de 420 nm ya que es caracteristica de la plata (Fig. 4a). Presentan un
tamafio promedio de 69.79 nm con un indice de polidispersion de 0.260 y un valor de
potencial Z de -11.2 mV; aproximadamente el 74 % de las nanoparticulas de plata miden
69.79 nm con una carga negativa y una estabilidad moderada (Fig. 4b). Mediante
microscopia electronica de transmision se pudo observar que las nanoparticulas poseen

una forma esférica (Fig. 4c).

Plasmon de resonancia de AgNP-g ©
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-0.5- Longitud de onda (nm)
b) Tamano promedio (nm) 69.79
Indice de polidispersion (PdI) 0.260
Valor de potencial Z (mV) -11.2

Figura 4. (A) Espectro de absorbancia UV-vis de la solucion de AgNP-G. (B) Valores del tamafio, Pdl y

potencial Z fueron obtenidos del equipo Zetasizer y (c) micrografia por TEM.

7.2 Las nanoparticulas de plata reducidas con p-D-glucosa afectan la viabilidad
celular de las lineas celulares de cancer de mama MCF7, BT474, MDAMB231,
SKBR3y 4T1.
Las nanoparticulas de plata reducidas con B-D-glucosa disminuyeron la proliferacion celular de
las lineas celulares MCF7, BT474, MDAMB231, SKBR3 y 4T1 invitro a las 7h del tratamiento.

Se observé que la disminucion de la viabilidad es dependiente de laconcentracion y del tiempo
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En la figura 5 se muestra que la linea celular mas sensible al tratamiento fue la linea celular
MDAMB231 (Fig. 5b) representante del subtipo Triple negativo humano con una ICsoen una
concentracion de 25 uM y la linea SKBR3 mostraron mas resistencia al tratamiento con las

nanoparticulas con una ICsp de 110 uM.
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Figura 5. Ensayo de viabilidad celular. Las células de cancer de mama (a) 4T1, (b) MDAMB231, (c)
SKBR3, (d) MCF7 vy (e) BT474, fueron tratadas con AgNP-G a diferentes concentraciones durante 7 H. Se

utilizé el ensayo con resazurina para obtener el porcentaje de viabilidad celular.

7.3 Las nanoparticulas de plata reducidas con -D-glucosa inducen muerte celular
en las lineas de cancer de mama MCF7, BT474, MDAMB231, SKBR3y 4T1.

Mediante la prueba de bromuro de etidio y naranja de acridina pudimos confirmar que el
tratamiento con AgNP-G induce muerte células en las diferentes lineas de cancer de mama
MCF7, BT474, MDAMB231, SKBR3 y 4T1 en un periodo de tiempo de 7 h. Al tefiir las
células con naranja de acridina y bromuro de etidio (AO/EB) se puede observar
claramente su morfologia y los cambios que se generan al ser tratadas con AgNP-G.
Encontrando que el tratamiento de AgNP-G en las lineas celulares SKBR3 y MDAMB231
indujo la muerte celular mediante apoptosis caracteristica por la coloracion naranja. Por

otra parte, en las lineas celulares MCF-7, BT-474 y 4T1se aprecia que se indujo una
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muerte celular inducida por apoptosis y necrosis, caracteristica de la presencia de células

con color naranja (apoptosis) 0 rojo (necrosis).

La naranja de acridina tifie la célula completa y se puede observar la membrana celular, el
nacleo y los nucléolos ya que estos se tifien de verde mientras que el bromuro de etidioes
un intercalarte del DNA que solo se podra unir si la membrana se ve comprometida
generando una sefial de fluorescencia de color rojiza. En el grupo control de las lineas
celulares se puede observar la morfologia caracteristica de las lineas celulares extendidas
con una confluencia abundante. Mientras que en las células tratadas con la DLso e observa
que la cantidad de células disminuye y su morfologia cambia a células circulares donde se
puede observar que algunas presentan coloracion anaranjada/rojiza donde se puede
entender que el bromuro se estd uniendo al DNA y finalmente con la DL1oo Se observan
una menor cantidad de células y se observan células necroticas presentando una coloracion
rojiza debido a los dafios estructurales del proceso de muerte. Por lo tanto, el tratamiento

con nanoparticulas de plata reducidas con p-D-glucosa inducen muerte celular.
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Figura 6. Evaluacion de muerte celular por medio de la tincion de naranja y acridina y bromuro de etidioen lineas
celulares de cancer de mama MCF7, BT474, MDAMB231, SKBR3 y 4T1 tratadas con las concentraciones
inhibitorias 50 y 100 durante 7.
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7.4 Las nanoparticulas de plata reducidas con -D-glucosa tienen un efecto en el
ciclo celular de las lineas celulares de cancer de mama MCF7, BT474, MDAMB231
y SKBR3.

Las fases del ciclo celular (Sintesis del DNA (S), GAP 2/M (G2/M), GAP1 (G0/G1),
células muertas y restos celulares) fueron analizadas. Se observé que las nanoparticulas
de plata reducidas con B-D-glucosa tuvieron un efecto sobre las fases de ciclo celular de
la linea SKBR3 ya que disminuye el porcentaje hasta un 20 % de células en la fase de
sintesis y aumenta el porcentaje celular en las células muertas hasta un 18% con respecto
al control. En la linea celular MCF7 se puede apreciar que hay una disminucién hasta un
12 % en la fase GO/G1 con respecto al control y un aumento del porcentaje celular de 15%
en la fase de sintesis y 8 % en las células muertas. En las lineas celulares MDAMB231 Y

BT474 no se observa alguna diferencia en comparacion al control (Figura 7).
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Figura 7. Andlisis del efecto de las AQNP-G sobre las fases del ciclo celular en las lineas celulares de

cancer de mama a) BT474, b) MDAMB231, ¢c) MCF7 y d) SKBR3 tratadas durante 7 horas.

7.5 Exposicion de la calreticulina por el efecto de las nanoparticulas de plata
reducidas con B-D-glucosa en las lineas celulares de cancer de mama MCF7,

BT474, MDAMB231.
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Las nanoparticulas de plata reducidas con B-D-glucosa indujeron la exposicion de la
calreticulina hacia la membrana celular en las lineas MCF7 (28.6 %) y BT474 (10.4 %) a
las 7 h con la concentracion de la ICso con respecto al control (Fig. a y b). Sin embargo,
no se vio una sefial aumentada en la linea celular MDAMB231 (2.5 %) con respecto al

control (Fig. 8c).
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Figura 8. Evaluacion de la exposicion de la calreticulina a la membrana celular. Las células tratadas
fueron tefiidas usando un anticuerpo monoclonal anti-ratén para calreticulina conjugado con PE, para

analizarlas por citometria de flujo.
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7.6 Las nanoparticulas de plata reducidas con p-D-glucosa promueven la secrecion

de la proteina HMGB1 y ATP en las lineas celulares de cancer de mama.

Se determino la produccion de HMGB1 y ATP, en diferentes lineas celulares de cancer
de mama, encontrando que el tratamiento con AgNPs-glu indujo de manera significativa
la produccion de HMGBL1 y ATP de una manera dependiente de linea celular comparado

con su respectivo control (Figura 9 y 10)
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Figura 9. Secrecién de la proteina HMGBL1 en el sobrenadante de las lineas celulares de cancer de

mama tratadas con nanoparticulas de plata reducidas con #-D-glucosa.
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Figura 10. Liberacién de ATP al medio extracelular en lineas celulares de cancer de mama tratadas con
AgNP-G durante 7 h.

7.7 Esplenocitos co-cultivados con células 4T1 lisadas con nanoparticulas de plata

reducidas con B-D-glucosa promueven la muerte celular en la linea 4T1.

Se co-cultivaron esplenocitos con células dendriticas previamente diferenciadas vy
maduradas con lisado tumoral y se retaron con la linea celular 4T1 en una dilucién 1:10
durante 24 h, usando como control esplenocitos que no fueron expuestos con lisado de
células 4T1. Se observo que las células 4T1 co-cultivadas con esplenocitos que no fueron
sensibilizados al lisado de células 4T1 tratadas con AgNP-glu, la viabilidad celular no fue
afectada, sin embargo, en las 4T1 co-cultivadas con esplenocitos sensibilizados al lisado
de celulas 4T1 tratadas con AgNP-glu, la viabilidad celular se afectd en un 24.3 %,

comparado con el control.
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Figura 11. Ensayo de muerte celular por 7AAD por citometria de flujo en células 4T1 co-cutivadas
conesplenocitos expuestos con lisado tumoral de células 4T1 tratadas con AgNP-g.
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8. DISCUSION

En los ultimos afios se han establecido nanoparticulas multifuncionales “todo en uno”, que
amplifican los efectos anticancerigenos desde diferentes aspectos, como inducir la muerte
celular inmunogénica en las células tumorales, al mismo tiempo que reclutan células
inmunes o regulan el microambiente tumoral, para mejorar la eficacia de la inmunoterapia
del cancer. Por estas razones el presente estudio estd basado en demostrarla actividad de
las AgNps-Glu en la induccion de moléculas relacionadas a la induccion de muerte
inmunogénica (Sun et al. 2021).

Por otra parte, se ha demostrado que los blogueos de los puntos de control inmunitarios
benefician a los pacientes de diferentes neoplasias malignas. Sin embargo, solo 20 a 30%
de los pacientes con cancer muestran respuestas clinicas a la inmunoterapia actual. Las
terapias combinadas con quimioterapia / radioterapia que induzcan muerte inmunogeénica
e inmunoterapias han demostrado eficacia clinica en estudios preclinicos y ensayos

clinicos.

Se estandarizo, caracterizo y evalud la sintesis nanoparticulas de plata de un tamafio de
69.79 nm en un espectro de UV-Vis de 420 nm caracteristico de la plata coincidiendo con
Elisa Pansarini y colaboradores en el 2017 que demostrd que es posible sintetizar estas
particulas esféricas con B-D-glucosa como reductor con una estabilidad de hasta 10 dias y
que son capaces de internalizarse en el citoplasma de las células HeLa gracias a que la
glucosa da direccion a la particula (Pansarini et al., 2017). El potencial Z es el potencial
eléctrico que se encuentra entre la capa interna de Helmholtz cerca de la capa de la
nanoparticula y el medio de la solucion donde esta suspendida. Este parametro nos indica
la estabilidad de la particula por su carga superficial y entre méas alejada al O las cargas
iguales se repeleran ya sean positivas 0 negativas y evitara la aglomeracion de las
nanoparticulas en la solucion (Wangoo et al., 2010) El potencial Z de las AgNP-g
sintetizadas es de -11.2 lo que nos indica que la estabilidad de nuestra molécula es

moderada.

Estudios demuestran que la citotoxicidad y la velocidad de la captacion celular in vitro de
las AgNP-g esta mediada por el tamafio de la nanoparticula. Liu y colaboradores

demostraron que las nanoparticulas de 5 y 20 nm eran mas citotdxicas para las células que
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las de 50 nm en diversas lineas celulares humanas de cancer entre ellas la linea celular
MCEF-7 de cancer de mama, ya que las AgNP de menor tamafio pueden pasar con mayor
facilidad dentro de la membrana celular (Liu et al. 2010). Ortega et al., en el 2015 observo
que las AgNP sintetizadas con levaduras tenian la capacidad de disminuir la viabilidad en
las lineas celulares de cancer de mama MCF7 y T47D por medio de muerte celular por
apoptosis. Lo que puede corroborar con los resultados obtenidos con la tincion de naranja
de acridina'y bromuro de etidio, donde se puede observar que las AgQNP-G desencadenaron
la muerte de las lineas de cancer de mama BT474, MCF7, MDAMB231, SK-BR-3y 4T1.

Por otro lado se puede observar que las AgNP-G pueden afectar las fases del ciclo celular
como en el caso de las lineas MCF7 y SKBR3 donde se observd un aumento en las células
muertas y un secuestro en la fase GO/G1 y G2/M a las 7 h mientras que lasnanoparticulas
de plata reducidas con extracto de hoja de Carica papaya (AgNPs-PLE) por Surya P. Singh
et al. 2021 en la linea celular de cancer de prostata humana DU145 este efecto se puede

observar a las 48 h del tratamiento (Singh et al. 2021).

También se pudo observar que el tratamiento con AgNP-G tiene el potencial de inducir la
translocacion de la calreticulina hacia la membrana plasmatica en las lineas de cancer de
mama MCF7 y BT474, esta translocacion tiene como funcion dar una sefial “comeme” a
las células del sistema inmunolégico para llevar acabo la presentacion de antigenos por lo
tanto se ha observado en pacientes con leucemia mieloide aguda (LMA) donde los blastos
malignos presentaban una exposicién de la calreticulina y presentaban una acumulacion
de células presentadoras de antigeno y una activacion de células NK (asesinas naturales)
(Fucikova et al. 2020). Ademas, la calreticulina o ecto-CRT es un indicador de la muerte
celular inmunogénica en las neoplasias malignas estimulando la fagocitosis y activando
al sistema inmune adaptativo siendo crucial para la deteccion de las células cancerosas
(Radogna & Diederich, 2018).

Las células sometidas a ICD liberan patrones moleculares asociados al dafio (DAMP)
como calreticulina, proteinas de choque térmico (HSP) y High Mobility Group Box 1
(HMGB1) (y otros segun el contexto). En este estudio encontramos que el tratamiento con
AgNps indujo la liberacion extracelular de las células de HMGBL corroborando in vitro

el potencial de las AgNps de inducir moléculas relacionadas a muerte inmunogenica.
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Cuando se exponen, las chaperonas HSP70 y HSP90 estas son responsables de la
interaccion entre las células cancerosas y las células inmunes mediante la union de
receptores tipo Toll (TLR) en DC y NKG2A en células asesinas naturales (NK) (Montico
et al. 2018.

Los DAMPs se pueden dividir en tres grandes subclases basados en su estado y sitio de
localizacion o liberacion. 1. DAMPs expuestos sobre la membrana plasmatica son las
HSP70, HSP90 y calreticulina; 2. DAMPS secretados extracelularmente son la HMGB1,
acido urico y citocinas proinflamatorias y 3. DAMPs liberados como productos de
degradacion final como el ATP, DNA y RNA (Montico et al. 2018).

Por otra parte, cuando se desafiaron células mononucleares sensibilizados con el lisado de
células 4T1 inducida por el tratamiento de AgNps-glu en contra de las células 4T1 estas
indujeron una inmunidad especifica en contra de la linea 4T1 caracterizada por la
induccion de muerte celular. Se ha determinado que la liberacion de los DAMPS

desempefia un papel espacio temporal en el proceso de muerte celular inmunogénica.

Como consecuencia de estos estimulos multiples y organizados temporalmente recibidos
de la célula moribunda, los fagocitos profesionales digieren los fragmentos de la célula
sometida a ICD y los antigenos de presencia cruzada derivados de ellos en la célula
apropiada y en la ubicacion apropiada. El efecto final es el desarrollo de clones de células
T CD8 que reconocen péptidos no propios (ya sea del patdgeno o de antigenos asociados
a tumores) y matan las células que los exponen. Una interaccion tan compleja y finamente
coreografiada entre las células moribundas y el sistema inmunolégico asegura que los
antigenos no propios sean reconocidos con prioridad en un contexto de “peligro”, es decir,

cuando una célula estd muriendo de manera intempestiva (Matzinger 2002).

El uso de farmacos inductores de muerte celular inmunogénica encuentra una gran
oportunidad en el tratamiento del cancer con un supuesto gran beneficio clinico para los

pacientes con esta enfermedad.
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9. CONCLUSIONES

En el presente estudio se sintetizaron nanoparticulas de plata reducidas con B-D-glucosa
esféricas con un tamafio promedio de 69.79 nm y un valor de carga superficial de -11.2
m/V. Estas presentan un efecto citotoxico en las lineas celulares de cancer de mama
BT474, MCF7, MDAMB231, SK-BR-3 y 4T1 tanto en la disminucién de la proliferacion
celular como desencadenando muerte celular atn no se confirma el mecanismo de accion.
El tratamiento con nanoparticulas de plata reducidas con B-D-glucosa afectan las fases del
ciclo celular con un secuestro en la fase GO/G1 y un aumento en el porcentaje de células
muertas de las lineas MCF7 y SKBR3.

El tratamiento con nanoparticulas de plata reducidas con p-D-glucosa induce la exposicion

de la calreticulina en las lineas de cancer de mama MCF7 y BT474.

El tratamiento con nanoparticulas de plata reducidas con p-D-glucosa induce la exposicion
de la proteina HMGBL al exterior de la célula, al igual que la molécula ATP en las lineas
celulares de cancer de mama MCF7, SKBR3, MDAMB231, BT474 y 4T1.

En este estudio se logr6 demostrar que las AgNps-Glu tiene la capacidad de inducir
citotoxicidad en diversas lineas celulares de cancer de mama humana y de raton
acompafiadas con la liberacion de moléculas relacionadas a promover muerte celular

inmunogénica, que promueven una inmunidad especifica en contra de la linea celular 4T1.
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10. PERSPECTIVAS

Evaluar el mecanismo de muerte de las nanoparticulas de plata reducidas con -
D-glucosa.

Evaluar la expresion de la calreticulina en las lineas celulares de cancer de mama
SKBR3y4T1.

Determinar la respuesta inmunologica in vivo en un modelo murino por medio de
lisado tumoral tratado con nanoparticulas de plata reducidas con -D-glucosa.
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