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RESUMEN
M.C.P. Christian Alexis Gémez Tristan Fecha de disertacion: Agosto 2022
Universidad Auténoma de Nuevo Leén Facultad de Medicina

Titulo: Analisis del tipo de muerte celular inducida por un nanovector grafénico
cargado con carboplatino sobre células tumorales humanas.

Candidato para obtener el grado de Maestro en Ciencias con Orientaciéon en
Morfologia.

Numero de paginas: 82 Area de estudio: Nanomedicina

Propésito y Método de Estudio: El cancer es un problema de Salud Publica que encabeza
las listas de morbilidad y mortalidad a nivel global y en nuestro pais. Dentro de los
tratamientos mas utilizados para el cancer se encuentra la quimioterapia, en la que se emplean
farmacos como los compuestos platinados. Sin embargo, estos compuestos presentan una alta
toxicidad y una baja especificidad contra las células tumorales, provocando una gran variedad
de efectos secundarios. En la necesidad de desarrollar nuevas estrategias para la lucha contra
el cancer, se ha evaluado el uso de los nanotubos de carbono (CNTs) como sistema de entrega
de farmacos, los cuales han demostrado resultados prometedores en los 1ltimos afios. En
nuestro equipo de trabajo estamos desarrollando un nanovector para la entrega de
Carboplatino (CPT) de manera segura y eficaz. Por lo que, consideramos importante
determinar si el nanovector biodirigido cargado con CPT presenta citotoxicidad especifica
contra células tumorales humanas y si este efecto es mediado por apoptosis.

Contribuciones y conclusiones: Se obtuvo una amplia caracterizacion mediante métodos de
microscopia, espectroscopicos y fisicoquimicos de las diferentes construcciones de CNTs,
demostrando la presencia del 4cido hialurénico (HA) y el CPT. También se demostro la
especificidad citotoxica y la seguridad de los CNTs oxidados funcionalizados con HA y
cargados con CPT (OxCNTs-HA-CPT) hacia células tumorales y no tumorales humanas,
respectivamente mediante ensayos de viabilidad celular. Finalmente se demostré mediante
ensayos de inmunofluorescencia que los OXCNTs-HA-CPT inducen un efecto citotoxico

mediado por apoptosis dependiente de Caspasa 3-activa.
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1. INTRODUCCION

1.1 Céancer

El cancer es un grupo de enfermedades en la que células de nuestro cuerpo comienzan a
dividirse y diseminarse sin control, estas células anormales se desarrollan a partir de
cualquier célula normal de nuestro cuerpo originando los diferentes tipos de cancer
(Sudhakar, 2009). Una complicacion relevante del cancer, es la metéstasis, en la cual las
células cancerigenas se diseminan a partir del tumor primario y migran a través del torrente
sanguineo y/o por los vasos linfaticos a otro sitio, para continuar con su crecimiento, y ocurre

en cerca del 90% de las muertes por cancer (Seyfried & Huysentruyt, 2013).

El cancer es la segunda causa de muerte a nivel global con una estimacion de 18 millones de
nuevos casos y 9.6 millones de muertes, es decir una de cada seis muertes en el 2018 y es la
primera causa de muertes prematuras en el mundo, afectando principalmente a personas entre
los 30 y 69 afios (IARC, 2020). En México, el cancer es la tercer causa de muerte, solo por
debajo de las enfermedades cardiovasculares y complicaciones relacionadas con la diabetes,
y se estima que cada afo se diagnostican 128, 000 nuevos casos de cancer en México (SMeO,

2016).

El cancer de mama es la neoplasia maligna mas frecuente en la mujer y en el 2018 se
detectaron 2.1 millones de nuevos casos a nivel global, lo que representa 1 de cada 4 casos
de cancer entre las mujeres y también es la principal causa de muerte por cancer en la mayoria
de los paises incluyendo México (IARC, 2020). Por otra parte, el cAncer de cérvix se ubica
en el cuarto cancer diagnosticado con mayor frecuencia con 570, 000 nuevos casos y 311,

000 muertes en el 2018, este tipo de cancer ocupa el segundo lugar en términos de incidencia



y mortalidad en paises con bajos indices de desarrollo humano solo por debajo del cancer de

mama (Bray et al., 2018).

1.2 Tratamientos en el cancer

Las células cancerosas tienen ocho caracteristicas distintivas: insensibilidad a las sefiales
inhibidoras de la division celular, evadir la apoptosis, potencial replicativo ilimitado,
angiogénesis sostenida, invasion tisular, metastasis, reprogramacién metabolica y evasion al
sistema inmunoldgico, lo que explica la complejidad de este grupo de enfermedades

(Hanahan & Weinberg, 2011).

Debido a dicha complejidad, asi como a los diferentes origenes y tejidos afectados, el
tratamiento del cancer es muy diverso y variado por lo que en la actualidad se han
desarrollado nuevas terapias para tratar de hacer frente a este grupo de enfermedades. El
procedimiento quirurgico (cirugia) fue el primer tipo de abordaje terapéutico que se utilizd
para el cancer, sin embargo, tiene muchas limitaciones y con frecuencia muchos de los

tumores que se extirpaban regresaban con el paso del tiempo (Sudhakar, 2009).

Para contrarrestar estas reincidencias tumorales, se han desarrollado diversos tipos de
tratamiento que se utilizan solos o en combinacion para eliminar las células cancerosas, las

mas utilizadas en la actualidad son la radioterapia, la quimioterapia y la inmunoterapia.

Posterior al descubrimiento de los rayos X en 1895 por Wilhelm Conrad Rdentgen, se
estudiaron las propiedades de los elementos radiactivos para aplicarlos como tratamiento

para el cancer, dando origen a la radioterapia (Baskar et al., 2012).

En 1948 surge la quimioterapia, que consiste en la administracion intravenosa de farmacos

citotoxicos, en donde se observaron por primera vez los resultados de este tipo de tratamiento



contra el céncer en humanos (Farber et al., 1948). Sin embargo, los agentes
quimioterapéuticos y la radioterapia tienen efectos adversos muy frecuentes y una alta
toxicidad dado que también afecta a células no tumorales, por lo que su uso debe estar
controlado, lo que sigue siendo un desafio para el tratamiento de este grupo de enfermedades

(Livshits et al., 2014).

La inmunoterapia contra el cancer incluye los inhibidores de puntos de control, y la terapia
de células adoptivas para la activacion del sistema inmune en reconocer y atacar a las células
cancerigenas, este tipo de terapia también presenta efectos adversos recurrentes que varian

segun el tipo de inmunoterapia que se utilice (Kennedy & Salama, 2020).

1.3 Nanotecnologia

Como se menciond previamente, la aplicacion de quimioterapia convencional presenta una
gran diversidad de efectos adversos y una alta toxicidad, por lo que en los Ultimos afios se
han desarrollado estrategias basadas en la nanotecnologia para tratar de disminuir dichos
efectos toxicos y reducir las largas estancias y los elevados gastos hospitalarios de los

pacientes por la quimioterapia.

La nanotecnologia se define como la ingenieria y fabricacion de materiales a escala atomica
y molecular, y segun una definicion mas estricta se refiere al uso de estructuras con un
didmetro aproximado entre 1 y 100 nandémetros (Farokhzad & Langer, 2009). La
nanomedicina es la aplicacion de la nanotecnologia en el area médica y tiene como objetivo
aprovechar el uso de estos nanomateriales para el diagnéstico y tratamiento de diversos tipos

de enfermedades, incluyendo el cancer (Kim et al., 2010).



Dentro de las herramientas nanotecnoldgicas con mayor proyeccion en los Gltimos afios se
encuentran los nanosistemas de liberacion de farmacos, estos se han utilizado para optimizar
diversas terapias contra enfermedades como el cancer y enfermedades cronicas e infecciosas
(Mitchell et al., 2021). Los nanosistemas de liberacion de farmacos son capaces de aumentar
la biodisponibilidad de los farmacos quimioterapéuticos, otorgarles tropismo hacia células o
tejidos especificos para la entrega de su carga permitiendo a la vez la disminucién de los

efectos adversos, (Rojas et al., 2016).

Los nanosistemas de liberacion de farmacos estdn construidos a partir de nanoparticulas
(NPs), las cuales pueden clasificarse por sus propiedades fisicoquimicas en NPs organicas
como los liposomas, micelas polimeéricas y dendrimeros, e inorganicas como los nanotubos
de carbono (CNTSs), que han demostrado su gran capacidad de carga para acarrear una amplia
diversidad de biomoléculas. (Bamrungsap et al., 2016) (Fig. 1). En la actualidad diversos
tipos de NPs como los liposomas, las NPs de albumina y micelas poliméricas se estudian
desde afios atras y han sido aprobadas para su uso en el tratamiento contra el cancer (Shi et

al., 2017).
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Fig. 1. Representacion esquematica de los tipos de NPs utilizados en la nanomedicina. Se puede observar
algunas de las NPs més utilizadas para la entrega de farmacos. a. NPs organicas como los liposomas y las

micelas. b. NPs inorgénicas como los CNTs y las NPs de oro (Rojas et al., 2016).



1.4 Nanotubos de carbono (CNTSs)
1.4.1 Generalidades de los CNTs

Los CNTs son estructuras formadas por Iaminas de grafeno enrolladas que fueron descritos
por primera vez en 1991 (lijima, 1991). Los CNTs se pueden clasificar dependiendo del
namero de laminas de grafeno que lo conforman: en CNTSs de pared simple (SWCNTS) y en

CNTs de pared multiple (MWCNTS) (Gomez-Gualdrén et al., 2011)

Los SWCNTSs consisten en una Unica lamina de grafeno enrollada con un didmetro que va
desde los 0.4 hasta los 40 nm, mientras que los MWCNTSs consisten en maltiples capas
formando cilindros concéntricos con un diametro que va desde los 2 hasta los 100 nm y con
una distancia entre capas de 0.35 nm, segun el enrollamiento de estas laminas de grafeno se
pueden clasificar en zigzag, descansabrazos o nanotubos quirales (Negri et al., 2020) (Fig.

2).
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Fig. 2. Clasificacion de los CNTs. Se muestra las dos clasificaciones de los CNTs. a. Clasificacion por el
numero de laminas de grafeno, CNTs de pared simple (SWCNTSs) y CNTs de pared multiple (MWCNTS). b.
Clasificacién segun el enrollamiento de las laminas de grafeno como descansabrazos, en zigzag y nanotubos

quirales (Negri et al., 2020).



1.4.2 Sintesis de los CNTs

Existen diferentes métodos para la sintesis de los CNTs, los métodos més utilizados como el
método de evaporizacion de arco de descarga, deposicion de vapor quimico y vaporizacion

laser se utilizan para producir diferentes variedades de los CNTs (Awasthi et al., 2005).

En el método de evaporizacion por arco de descarga los CNTs se preparan creando un arco

entre electrodos de grafito en una atmdsfera inerte de argdn o helio para generar las altas
temperaturas necesarias para vaporizar los &tomos de carbono para la sintesis de los CNTs a

gran escala (Ebbesen & Ajayan, 1992).

La deposicion de vapor quimico es un método que consiste en pasar una fuente que tiene

carbono, generalmente un gas sobre un metal de transicion como el hierro, niquel o cobre
sobre el cual se produciran los CNTs. Este método tiene diferentes ventajas como ser mas
reproducible, generacion de productos mas puros y la utilizacion de temperaturas mas bajas

(Mubarak et al., 2014).

En el método de vaporizacidn laser se utiliza una mezcla de carbono y metales de transicion,

el carbono se vaporiza mediante la utilizacion de un laser que incide en un objetivo
compuesto de metal grafito, permitiendo un mejor control en el tamafio, calidad y

rendimiento para la sintesis de los CNTs (Guo et al., 1995).

1.4.3 Toxicidad de los CNTs

Existen maltiples estudios in vitro e in vivo que demuestran la toxicidad de los CNTs, en este
sentido, se ha observado que diversos factores contribuyen a esta toxicidad como la cantidad

y el tipo de impurezas metéalicas derivados de su sintesis. Otros factores que modifican la



toxicidad de los CNTs son la longitud, la forma, el tipo de estos, asi como el proceso de

funcionalizacion empleado (Alshehri et al., 2016).

Por otra parte, se ha demostrado la capacidad que tienen los CNTs en la produccion de
especies reactivas de oxigeno (ROS) provocando un aumento del estrés oxidativo y apoptosis
en ensayos in vitro (Srivastava et al., 2011). Ademas, se ha demostrado la capacidad de los
CNTs de incrementar la expresion de genes mitocondriales y desencadenar una disfuncion

mitocondrial en células epiteliales bronquiales humanas (Snyder et al., 2019).

Diversos estudios muestran alteraciones en la via de la apoptosis con la disminucion de la
expresion de Bcl-2 y un aumento en la expresion de la Caspasa-3, ademas la induccion de la
autofagia se incrementa en las células endoteliales de vena umbilical humana (HUVECS)

expuestas a CNTs (Wu et al., 2020).

Asi mismo, existen estudios que muestran la capacidad que tienen los CNTs de dafio
oxidativo del ADN a nivel cromosomico y a nivel nuclear en la linea celular de macrofagos
murinos RAW 264.7, sin embargo, estos efectos solo se presentaron en dosis elevadas de
CNTs es su estructura pristinica, es decir, sin ningun tipo de modificacion estructural

(Migliore et al., 2010).

1.4.4 Funcionalizacion y biocompatibilidad de los CNTs

Los CNTs presentan una baja solubilidad y una dificil manipulacién en soluciones acuosas
debido a su estructura fisicoquimica, sin embargo, pueden interactuar con diferentes
compuestos a través de distintas reacciones quimicas para aumentar su solubilidad y por
ende, su utilizacion en sistemas biolégicos (Akbar & Taimoor, 2009). Este proceso de

funcionalizacion es un paso critico para su integracion en sistemas bioldgicos evitando la



formacion de aglomerados que se forman por sus caracteristicas hidrofobas (Yeo et al.,
2017), los cuales son dificiles de degradar y ocasionan toxicidad cronica (Vardharajula et al.,

2012).

Existen diferentes estrategias que se utilizan para la funcionalizacion de CNTSs, los cuales se
basan en dos tipos de enfoques: la funcionalizacion de superficie y la funcionalizacion de
defectos (Fu & Sun, 2003). Uno de los métodos mas utilizados para la funcionalizacion de
los CNTs es la oxidacion mediante el empleo de &cidos fuertes como el &cido sulfurico
(H2S04) y el acido nitrico (HNO3) entre otros &cidos, con el fin de afiadir grupos funcionales
hidrofilicos a las paredes de los CNTs, como los grupos carboxilo (-COOH), carbonilo (C=0)

e hidroxilo (-OH) (Morales-Torres et al., 2014).

Posteriormente estos grupos funcionales pueden ser conjugados con moléculas altamente
hidrofilicas como el polietilenglicol (PEG) que tiene la capacidad de mejorar la dispersion
de las particulas por repulsion electroestatica (Yang et al., 2020). EI PEG es
inmunolégicamente seguro y se utiliza ampliamente como molécula de funcionalizacion para
diversos farmacos (Harris & Chess, 2003) . La polietilenimina (PEI) es un polimero cationico
soluble en agua, que contiene grupos amino primarios, secundarios y terciarios, y puede ser
utilizado en combinacion con el PEG para aumentar la dispersion de los CNTs, minimizando

la agregacion de particulas (Farvadi et al., 2017).

Ademas de servir como mediador en la solubilidad, el PEG o la PEI funcionan también como
sitios de reaccidn para unir moléculas especificas para mejorar el reconocimiento de los
CNTs por parte de las células y tejidos diana y asi, potenciar la captacion de los farmacos
para mejorar la eficacia terapéutica. Una de las moléculas bioespecificas de las mas
estudiadas en la actualidad para esta finalidad es el &cido hialurénico (HA), que se compone
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de unidades de D-glucurdnico y el disacérido N-acetil-D-glucosamina. Este posee una alta
biocompatibilidad, baja toxicidad al ser biodegradable y baja inmunotoxicidad (Liu et al.,
2019). Ademas, el HA presenta propiedades de biodireccionamiento debido a su alta afinidad
hacia su receptor celular (CD44), una glucoproteina de membrana que se encuentra
sobreexpresada en células y tejidos tumorales, por lo que ha sido utilizado ampliamente como
ligando de direccionamiento en diferentes sistemas de entrega de farmacos para incrementar

sus efectos antitumorales (Song et al., 2017).

1.4.5 Los CNTs como sistema de entrega de farmacos

El mecanismo por el cual los CNTSs entran a las células es principalmente por endocitosis.
Sin embargo, se han encontrado diferentes vias de la endocitosis que estan implicadas en la
internalizacion de los CNTs como lo son la micropinocitosis, endocitosis mediada por
caveolas y la endocitosis mediada por clatrina, esta Gltima representa la via de entrada mas
importante de los CNTs (Maruyama et al., 2015). Esta facilidad para atravesar las membranas
celulares ofrece la oportunidad de ser utilizados como una prometedora estrategia para el

sistema de entrega de farmacos (Marchesan et al., 2015).

Los CNTs tienen una estructura tubular, una superficie quimica funcional y una alta
capacidad de carga de farmacos. Esta interaccion de los farmacos puede ocurrir en diferentes
sitios clave de los CNTSs tanto en las ldminas internas como en la superficie de las capas
externas o en las ranuras formadas entre los contactos de los CNTSs, y estas interacciones
pueden ser de diferentes tipos como interacciones por puentes de hidrogeno, interacciones
hidrofobicas, interacciones electroestaticas, interacciones covalentes, entre otras (Mehra &

Palakurthi, 2016).



Debido a que la administracion de agentes quimioterapéuticos tiene maltiples limitaciones
por su alta toxicidad y baja penetracion celular, el desarrollo de un sistema de entrega de
farmacos eficaz se convierte en una importante area de investigacion (Prakash et al., 2011).
En los ultimos afios se ha demostrado la capacidad que tienen los CNTs como acarreadores
de diversos farmacos quimioterapéuticos para el sistema de entrega de farmacos como la

doxorrubicina (DOX) y el carboplatino (CPT) (Guo et al., 2017).
1.5 Farmacos platinados

Los metales son esenciales para diversos procesos bioquimicos en los organismos vivos,
estos presentan caracteristicas unicas como reacciones oxidacion-reduccion, modos de
coordinacion variable y reactividad hacia sustratos organicos, por lo que los convirtié en

objetivos muy atractivos para el tratamiento contra el cancer (Frezza et al., 2010).

Los farmacos platinados como el cisplatino, CPT y oxaliplatino son antineoplasicos
ampliamente utilizados contra diversos tipos de cancer (Dilruba & Kalayda, 2016). El efecto
antineoplasico de los farmacos platinados como terapia contra el cancer fue demostrada por
primera vez en 1969 por Barnett, quien utilizé el cisplatino en un modelo de sarcoma en

ratones (Rosenberg et al., 1969).

El mecanismo de accién de los compuestos platinados como el cisplatino, esta dado por su
capacidad para formar aductos entrecruzados dentro de las hebras de ADN que activan la
transduccién de sefiales que involucran a ATR, p53, p73 y MAPK, que culminan con la

activacion de la apoptosis (Siddik, 2003).

ElI CPT es un compuesto platinado de segunda generacion, que se utiliza ampliamente en la

terapia contra el cancer; y ademas de utilizarse en diversos tipos de cancer que responden al
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cisplatino, se utiliza en pacientes cuyo tratamiento estuvo limitado por la neurotoxicidad y

nefrotoxicidad inducida por el cisplatino (Van der Vijgh, 1991).

Desafortunadamente, los farmacos platinados tienen una alta toxicidad y numerosos efectos
adversos como lo son la ototoxicidad, neuropatia periférica, nefrotoxicidad y mielosupresion
como los efectos mas graves; ademas de nduseas, vomitos y alopecia entre otros (Rabik &
Dolan, 2007). Estos efectos adversos se deben a que los compuestos platinados no son
especificos contra las células cancerosas, si no que afectan (en menor grado) a todas las

células a nivel sistemico (Florea & Busselberg, 2011).

1.6 Muerte celular

1.6.1 Generalidades de la muerte celular

La muerte celular es un proceso de suma importancia para la salud en los organismos
multicelulares, a lo largo de la vida del ser humano se producen mas de un millon de células
por segundo, por lo tanto, el mismo nimero de células se elimina para mantener un equilibrio.
Todo esto se logra gracias a la activacion de diversos mecanismos moleculares que conducen

a las células a la muerte celular (Strasser & Vaux, 2020).

Generalmente existen dos mecanismos por lo que las células mueren: la apoptosis en la cual
la célula muere de manera programada y predeterminada, y la necrosis, en la cual la célula
muere de manera accidental, repentina e inflamatoria. Ademas, existen muchos otros tipos
de muerte celular parecidas a la apoptosis o necrosis o diferentes a estas, y todas se encargan
de diferentes funciones que tienen como objetivo mantener la homeostasis (Nirmala &

Lopus, 2020).
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1.6.2 Tipos de muerte celular

La apoptosis (del griego, que significa caida o desprendimiento), es un término introducido
en 1972 por Kerr, Wyllie y Currie en la que se describe una forma de muerte
morfoldgicamente diferente a la muerte celular necrética (Kerr et al., 1972). Existen dos vias
principales por las cuales puede iniciar la apoptosis: la via intrinseca y la via extrinseca,
ambas vias se caracterizan por la activacion de una serie de serina proteasas que se conocen

como Caspasas (Martin, 2014).

La via extrinseca se caracteriza por ser iniciada por receptores de muerte que pertenecen a la
familia del Factor de Necrosis Tumoral (TNF), cuando los ligandos de muerte interactian
con estos receptores se transmiten sefiales de muerte a través de los dominios citoplasmaticos
(Xu et al., 2019). La via intrinseca se encuentra regulada por la familia de proteinas Bcl-2,
gue una vez que se inicia un estimulo por moléculas pro-apoptoticas, provoca la liberacion
del citocromo C presente en el espacio intermembrana de las mitocondrias hacia el
citoplasma para iniciar una cascada de sefializacion que provoca la activacion de las Caspasas

(de Mello Gomes et al., 2019).

Por otro lado, la necrosis es un tipo de muerte que es inducida por una lesion externa y se
caracteriza por la ruptura de la membrana celular, un proceso inflamatorio importante, dafio
tisular y/o un aumento de volumen celular que se conoce como oncosis. Este tipo de muerte
provoca la liberacion de varias proteinas y compuestos proinflamatorios como el factor

nuclear- kB (NF-kB), que provoca los eventos antes descritos (D’Arcy, 2019).

La autofagia (del griego, que significa comerse a uno mismo), es un proceso que permite el

mantenimiento de una homeostasis metabolica de las fuentes de energia en diversos
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momentos del desarrollo y en respuesta al estrés nutricional, este proceso desempefia un
importante papel en la eliminacion de proteinas mal plegadas, degrada organelos envejecidos
o no funcionales y la eliminacion de patogenos intracelulares (Glick et al., 2010). Existen
tres formas bésicas de autofagia: microautofagia, macroautofagia y autofagia mediada por
chaperonas, que se diferencian principalmente por la forma en que se entregan los

componentes citosélicos a los lisosomas (Sridhar et al., 2012).

1.6.3 NPs y muerte celular

Las NPs se sintetizan a partir de diversos elementos tales como carbono, silice, oro, plata,
titanio entre muchos otros. Ademas de su composicion, las NPs muestran efectos citotoxicos
dependiendo de su tamafio, la carga, la concentracion, la funcionalizacion, el estado de

dispersion, entre otras (Ray et al., 2009).

Algunas NPs tienen la capacidad de generar ROS e inducir vias de sefializacion para regular
la autofagia (Moosavi et al., 2016), ademas de provocar la activacion de diversas vias

relacionadas con la necrosis y la apoptosis (Davis et al., 2008).

Por otra parte, otras NPs como las de oro tienen la capacidad de alterar la homeostasis celular,
al interaccionar con la membrana celular mediante la atraccion electroestatica, provocando
cambios morfolégicos que se consolidan en necrosis (Goodman et al., 2004). Las NPs de
carbono también provocan cambios relacionados con la necrosis como lo son ruptura de los
lisosomas, generacion de ROS, liberacion de catepsina B y reducciones en el nivel

intracelular de ATP (Yuan et al., 2020).

Existen otra clase de NPs como las formuladas de selenio que ejercen sus efectos citotdxicos

al aumentar la expresion de Bax y Caspasa-9 escindida, ademas de disminuir la expresion de
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Bcl-2 activando la via intrinseca de la apoptosis (Cui et al., 2019). Mientras que otras como
las NPs de zinc desencadenan la apoptosis mediante la activacién de la via extrinseca al

activar al receptor Fas (CD95), miembro de la familia de TNF (Saravanakumar et al., 2018).

La activacion de la autofagia es un proceso importante para evaluar la citotoxicidad de las
NPs, asi como su potencial actividad terapéutica. Se ha demostrado que las NPs de 6xido de
hierro super magnéticas tienen la capacidad de inducir autofagia mediante la activacion de
TLR4, fosforilando p38 y translocando Nfr2 aumentando la expresion de p62 (Jin et al.,
2019). Asi mismo, se ha encontrado que el uso de las NPs de plata regulan la autofagia
mediante la activacion de la proteina quinasa B dependiente de calmodulina (CaMKK) y la
proteina quinasa activada por adenosina 5'-monofosfato (AMPK), lo que provoca una

regulacion a la baja de diana de rapamicina en células de mamifero (mTOR) ( Li et al., 2019).

1.6.4 CNTsy muerte celular

Estudios recientes han demostrado que los CNTs tienen la capacidad de inhibir la viabilidad
celular, promover la apoptosis, suprimir la migracion celular debido a un dafio estructural al
citoesqueleto de actina, inhibir la actividad de los complejos mitocondriales de la cadena de
transporte de (Zhang et al., 2020), ademas de inducir una forma especializada de la autofagia

gue se conoce como mitofagia en estudios in vitro (Snyder et al., 2019).

Otro efecto nocivo celular que se ha observado relacionado al uso de CNTSs es el aumento de
las ROS a nivel mitocondrial (Salehcheh et al., 2020), y esta misma elevacion de las ROS a
nivel celular acompafiado de disminucion de la autofagia, disminuyen las proteinas LC3,

beclin-1 y ATG5 en estudios in vitro (Wu et al., 2020).
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Por otra parte, se ha estudiado el efecto de los CNTs en estudios in vivo en un modelo murino,
y se detectd que habia una activacion de la apoptosis a través de la sobreexpresion de Bax y

Caspasa-3 y la subexpresion de Bcl-2 en los grupos tratados con CNTs (Kavosi et al., 2018).

1.6.5 CNTs como sistema de entrega de CPT y muerte celular

Eluso de los CNTSs para la entrega de CPT mostré un mayor porcentaje de células apoptoticas
en comparacion con los CNTs sin el farmaco, y que la existia un efecto dosis dependiente
en el analisis de viabilidad por citometria de flujo con el uso de Anexina V y yoduro de

propidio en un estudio in vitro (Arlt et al., 2010).

En un estudio in vitro se demostr6 como los CNTs funcionalizados cargados con CPT
inducen una sobreexpresion de beclin-1 y la disminucién de la expresion de Bcl-2

desencadenado muerte celular mediada por autofagia (Balas et al., 2016).

1.7 Antecedentes directos

Nuestro equipo de trabajo ha desarrollado y caracterizado un nanovector funcionalizado con
HA y cargado con CPT (OXCNTs-HA-CPT) con actividad citotoxica especifica in vitro
frente a células tumorales murinas TC-1, mientras que en células murinas no tumorales NIH-
3T3 muestra un efecto citotoxico menor (Salas-Trevifio et al., 2019,). Ademas, el nanovector
funcionalizado se probd en células tumorales humanas HeLa y MDA-MB-231 demostrando

efectos similares que los observados en las células murinas (Leyva-Gonzélez et al., 2021).

Para la caracterizacion de nuestro nanovector se realizaron los métodos de termogravimetria
(TGA), espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (FTIR) y microscopia

electronica de transmision (TEM) para la visualizacion y determinacién de la composicion
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orgénica cuantitativa y semicuantitativa, esto para observar las diferentes modificaciones

estructurales y fisicoquimicas en los CNTSs.

En este sentido se demostré mediante TEM cdmo los CNTs comerciales (CCNTs) y los CNTs
oxidados y funcionalizados con HA (OXCNTs-HA) presentaban diferencias en términos de
dispersion, estructuray apariencia. Los OXCNTs-HA mostraron una buena dispersion, mayor
solubilidad y con una morfologia recta, lo que indica una buena interacciéon con el medio
acuoso (Fig. 3a), a diferencia de los cCNTs que mostraron un bajo nivel de dispersion en
medio acuoso, al encontrase aglomerados de cCNTs y con una morfologia enrollada y

curveada (Fig. 3).

Fig. 3. Caracterizacion de los CNTs por TEM. Se observan micrografias electrénicas de transmisién

correspondientes a los cCCNTSs (a) y los OXCNTs (b).

Por otra parte, los resultados obtenidos mediante FTIR mostraron los espectros infrarrojos de
los cCCNTs y de OXCNTs-HA, en donde estos ultimos mostraron una caracteristica espectral
en el nimero de onda de 1400-1800 cm, en esta region se observo un pico en el nimero de
onda 1700 cm, que corresponde con un grupo carboxilo de la amida I del HA, con lo que

podemos inferir su correcta funcionalizacion con HA. Ademas, se visualizaron dos picos en
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los nimeros de onda 1584 cm-1 y 1498 cm-1 que corresponden a los polimeros bencénicos
que presentan dobles enlaces de carbono, los cuales son caracteristicos de la estructura

grafénica de los cCNTs (Fig. 4B).

En el andlisis mediante TGA se observé una pérdida de peso de aproximadamente 10%, que
corresponde a la descomposicién de los restos organicos del HA y de los CNTSs, esta
descomposicién total del HA se observé a 366°C, lo que corresponde a una pérdida de peso
abrupta del 2.5 % aproximadamente (Fig. 4c). Se analizaron las construcciones cCNTSs,
OXCNTs y OXCNTs-HA donde se observoé la descomposicion térmica, las curvas de escaneo
diferencial calorimétrico de las distintas construcciones de CNTs con lo que se demuestra

que cada una de las construcciones tiene una naturaleza organica diferente (Fig. 5).
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Fig. 4. FTIR y TGA. Se muestran los resultados obtenidos mediante FTIR y TGA. b. Espectroscopia infrarroja
linea punteada corresponde al espectro de los cCNTs y a linea continua corresponde al espectro de OXCNTSs-
HA. c. TGA, la linea azul corresponde a los cCNTS, la linea naranja a los OXCNTs y la linea gris a los OXCNTs-

HA
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Fig. 5. Curvas de descomposicién térmica. Se muestran las curvas de descomposicion térmica (peso absoluto,
linea continua) y de escaneo diferencial calorimétrico (peso derivado, linea punteada) de los diferentes

nanovectores: a. CCNTS, b. OXCNTs y ¢. OXCNTs-HA.

Estos resultados obtenidos por nuestro equipo de investigacidn son prometedores y
demuestran la correcta funcionalizacion de nuestro sistema. Ademas, se ha observado que
los efectos citotoxicos son especificos contra células tumorales murinas, sin embrago, los
mecanismos de muerte involucrados con nuestro vector grafénico ain no han sido estudiados,
lo cual es importante en términos de establecer la naturaleza del efecto citotoxico inducido
por dicho vector, tanto en las células tumorales como en las no tumorales, por lo que en este
estudio nos dedicamos a investigar las vias de muerte celular involucradas en la citotoxicidad

ejercida por nuestro sistema en modelos celulares in vitro.
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2. JUSTIFICACION

El cancer es un problema de salud publica encabezando las listas de morbilidad y mortalidad

a nivel global y en nuestro pais.

En la quimioterapia, los compuestos platinados presentan una alta toxicidad y una baja
especificidad contra las células tumorales, provocando una gran variedad de efectos

secundarios.

Debido a la necesidad de desarrollar nuevas estrategias para la lucha contra el cancer, el uso
de los CNTs como sistema de entrega de farmacos ha demostrado resultados prometedores

en los ultimos anos.

En nuestro equipo de trabajo estamos desarrollando un nanovector para la entrega de CPT de
manera segura y eficaz. Por lo que, consideramos importante determinar su especificidad

contra células tumorales humanas y si este induce su efecto citotéxico mediado por apoptosis.
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3. OBJETIVO GENERAL

Determinar si el nanovector biodirigido cargado con CPT presenta citotoxicidad especifica

contra células tumorales humanas y si este efecto es mediado por apoptosis.

4. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Generar el nanovector biodirigido cargado con carboplatino (CPT).

2. Evaluar la especificidad citotdxica del nanovector biodirigido cargado con CPT contra

células tumorales humanas.

3. Determinar si el nanovector biodirigido cargado con CPT induce apoptosis en células

tumorales humanas.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Materiales

5.1.1 Reactivos y materiales de laboratorio

CNTs de pared multiple: Graphitized MWNT—COOH, 5 g, 50-80 nm diametro, 10-
20 pum de longitud, Stock: #1245YJF, CAS: #99685-96-8, Lot: 1245-071510.
Nanostructured & Amorphous Materials Inc. ® (Houston, Texas, EE. UU.)

Acido sulfurico ACS, (H-SO.), CTR Scientific®

Acido fosforico ACS, (H3PO.), CTR Scientific®

Permanganato de potasio ACS, (KMnO4), Scientific®

Agua destilada

Acetona grado reactivo, (CHsCOCHz), CTR Scientific®

Dimetilsulféxido (DMSO) grado reactivo, (C2HsOS), Sigma-Aldrich®

Clorhidrato de N- (3-dimetilaminopropil) -N'-etilcarbodiimida, Sigma-Aldrich®
N-hidroxisuccinimida, Sigma-Aldrich®

Polietilenimina, Sigma-Aldrich®

Sal sddica del acido hialurénico (HA) de Streptococcus equi, Sigma-Aldrich®
Acetato de etilo, (CH;COOC:Hs), Sigma-Aldrich®

Alcohol etilico RA, CTR Scientific®

Carboplatino (CPT), Sigma-Aldrich®

Medio de cultivo celular DMEM alto en glucosa 1X, Sigma-Aldrich ®

Suero fetal bovino (SFB) para cultivo celular, Corning®

Tabletas de Buffer de fosfatos salino (PBS) 1X (pH 7,4), Sigma-Aldrich®
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e Tripsina 1X, Corning®

e Caspase-3 pl1 (C-6): sc-271759, Santa Cruz Biotechnology®

e Goat anti-Mouse IgG (H+L) Highly Cross-Adsorbed Secondary Antibody, Alexa
Fluor™ Plus 555, Invitrogen®

e TACS® 2 TdT-Fluor In Situ Apoptosis Detection Kit

5.1.2 Equipos de laboratorio

e EVO LS Scanning Electron Microscope (SEM) for Life Science Research from Carl
Zeiss®

e FT-IR: Modelo Spectrum One, Perkin EImer®

e Raman: Modelo Cora 5500, Anton Paar®

e Placa magnética de laboratorio

e Ultrasonicador Transonic 420 EIma-LabLine®

e Potencidmetro UltraBasic UB-10, Denver Instruments®

e Agitador Vortex, Daigger Genie 2, A. Daigger Corporation®

e Microscopio de luz, Nikon Eclipse 50i, Nikon®

e Céamara para microscopio, Q Imaging®

e Microscopio de fluorescencia, Laica DM 1000, Laica®

e Cémara para microscopio Olympus Infinity, Olympus®

e Centrifuga SORVALL ST16, Thermo Scientific®

e Centrifuga Eppendorf 5415 C, Eppendorf®

e Balanza analitica Serie GR, A&D weighing®
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5.1.3 Especimenes de origen bioldgico

Linea celular HEK-293: Células epiteliales de rifion humano (ATCC® CRL-1573, Manassas,

Virginia, EE. UU.)

Linea celular HeL a: Células epiteliales de adenocarcinoma cervicouterino humanas (ATCC®

CCL-2, Manassas, Virginia, EE. UU.)

Linea celular MDA- MB- 231: Células epiteliales de adenocarcinoma de mama humanas

(ATCC® HTB-26, Manassas, Virginia, EE. UU.)

5.2 Métodos

5.2.1 Construccion de los nanovectores

Los CNTs de pared multiple Graphitized MWNT-COOH (cCNT) fueron obtenidos de la
casa comercial Nanoamor® (Stock: #1245YJF, CAS: #99685-96-8), con una pureza del

99.9%, diametro entre 50 y 80 nm y longitud de 10 a 20 pum.

Los cCNTs se oxidaron mediante el tratamiento con acidos concentrados, agentes oxidantes
y calor para aumentar el namero de grupos carboxilo (-COOH) y grupos hidroxilo (-OH) en
su superficie (Chen et al., 2008). Para esto se prepar6 una solucién de 16 mL con 14 mL de
acido sulfurico (H2SO4) y 2 mL de &cido fosfdrico (HsPOs), a la que, ademas se le agregaron
200 mg de permanganato de potasio (KMnOs) y se dejo reaccionar durante 5 min. en
agitaciéon magnética a 110 °C, despues se agregaron 40 mg de cCNTs y se elevd la
temperatura a 125°C y se dejaron en agitacion durante 24 h. Posteriormente se desactivo el
permanganato de potasio con 3 mL de peréxido de hidrogeno (H202), los OXCNTSs

resultantes se separaron por centrifugacion y se realizaron lavados con agua destilada hasta
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llegar a un pH de 7. Finalmente, los OXCNTSs se resuspendieron en 6 mL de acetona y se

transfirieron a un vial de vidrio para colocarse en un horno a 60°C durante 48 h.

Una vez oxidados, los OXCNTs son sometidos a un proceso de funcionalizacién, para esto
se pesaron 30 mg de OXCNTs y se les afiadieron 12 mL de Dimetilsulféxido (DMSO). Esta
suspension se sonico a una frecuencia de 36 kHz durante 30 min. y se colocé en una plancha
de agitacion magnética, se prepard una solucion activadora con 30 mg de Clorhidrato de N-
(3-dimetilaminopropil) -N'-etilcarbodiimida (EDC HCI), 15 mg de N-hidroxisuccinimida
(NHS) disueltos en 1.5 mL de DMSO, este ultimo reactivo se afiadié por goteo y se dejé
reaccionar durante 3 h con los OXCNTSs, después se afadieron por goteo 0.5 mL de solucion
de polietilenimina (PEI, 20 mg en 2 mL de DMSQ) como agente acoplador y se dejé en
agitacion magnética durante 48 h. Posteriormente los OXCNTs-PEI se separaron por
centrifugacion y se realizaron 5 lavados con agua destilada. Finalmente, los OXCNTs-PEI se
resuspendieron en 6 mL de acetona y se transfirieron a un vial de vidrio para colocarse en un

horno a 60°C durante 48 h.

El proceso de funcionalizacion se complet6 con la union del HA, para esto, se pesaron 30 mg
de OXCNTs-PEI y se resuspendieron nuevamente en 12 mL de DMSO, esta suspension se
sonico a una frecuencia de 36 kHz durante 30 min. y se coloc6 en una plancha de agitacion
magnética, se prepard nuevamente la solucion activadora con 30 mg de EDC HCI, 15 mg de
NHS disueltos en 1.5 mL de DMSO, ésta se afiadio por goteo y se dejé reaccionar durante 3
h con los OXCNTSs-PEI. Simultdneamente en un vaso de precipitado se prepar6 una solucion
de HA (30 mg en 2.5 mL de DMSO) y se le afiadio una solucion activadora de EDC HCI (30
mg EDC HCl en 1.2 mL de DMSO) y se dejo reaccionar durante 3 h. Posteriormente la

solucion de HA se afiadié por goteo a los OXCNTs-PEI y se dejé en agitacion magnética
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durante 48 h, después los OXCNTs-HA se separaron por centrifugacion y se realizaron 5
lavados con agua destilada. Finalmente, los OXCNTs-HA se resuspendieron en 6 mL de

acetona y se transfirieron a un vial de vidrio para colocarse en un horno a 60°C durante 48 h.

Como paso final, se incorpor6 el CPT en los OXCNTs-HA con el método de nano extraccion
previamente descrito (Li et al., 2019). Para esto se pesaron 5 mg de OXCNTs-HA y 5 mg de
CPT y se agregaron a 2 mL de acetato de etilo, esta suspension se sonico a una frecuencia de
36 kHz durante 30 min., se dejo en agitacion magnética durante 48 h, luego los OXCNTs-
HA-CPT se separaron mediante centrifugacion y se realizaron 3 lavados en una solucién
3:1:1 de acetato de etilo, etanol absoluto y agua destilada respectivamente, posteriormente,
se resuspendieron en 6 mL de acetona y se transfirieron a un vial de vidrio para colocarse en

un horno a 60°C durante 48 h.

5.2.2 Caracterizacion de los CNTs mediante microscopia electrénica de barrido (SEM)

y espectroscopia de rayos x de dispersion de energia (EDX)

Para evaluar la morfologia estructural y superficial de las diferentes construcciones se realizo
microscopia electrénica de barrido (SEM) y espectroscopia de rayos x de dispersion de
energia (EDX) para conocer la composicion elemental de las diferentes construcciones, se
utiliz6 un microscopio EVO LS Scanning Electron Microscope (Carl Zeiss®). Para estas
técnicas, se colocaron 5 mg de cada construccion en un tubo de microcentrifuga y se afiadio
1 mL de alcohol isopropilico, se sometieron a sonicacion a una frecuencia de 36 kHz durante
30 min. posteriormente se tomaron 100 pL de la muestra y se dejaron caer sobre el porta
muestra, se dejo evaporar el alcohol y el porta muestras se recubrié con oro para realizar el
andlisis. Para determinar la composicion elemental de nuestras construcciones se realizé un
analisis de EDX.
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5.2.3 Caracterizacion de los CNTs mediante Espectroscopia infrarroja por

transformada de Fourier (FTIR) y espectroscopia de Raman

Para demostrar la correcta funcionalizacién quimica de nuestras construcciones se realiz6
una caracterizacién mediante FTIR para un analisis cualitativo de los grupos funcionales de
los CNTs, los espectros se registraron en un espectrofotometro Spectrum One FTIR
(PerkinElmer®, Shelton, CT, EE. UU.) mediante la reflectancia total atenuada (ATR). Se
colocaron 10 mg de las construcciones en slido para realizar los anélisis. Para el analisis por
espectroscopia de Raman se utilizé el Modelo Cora 5500, Anton Paar®, se colocaron en un

recipiente 10 mg de las construcciones en solido antes de la medicion.

5.2.4 Cultivo celular

Para este estudio se utilizaron tres lineas celulares humanas: embrionarias de rifion HEK-
293, y dos lineas tumorales: adenocarcinoma de mama MDA-MB-231 y adenocarcinoma de
cérvix HeLa. Las tres lineas utilizadas fueron cultivadas en medio DMEM suplementado con
10% de suero fetal bovino inactivado (SFB) y se mantuvieron en una incubadora a 37°C en

una atmasfera con 5% de CO,.

5.2.5 Analisis de citotoxicidad in vitro mediante los ensayos de MTT vy tincién nuclear

de DAPI

Para obtener el tiempo y la concentracién en el que se utilizaron nuestros tratamientos se
realizaron dos ensayos: el primero de ellos fue el ensayo de MTT (Bromuro de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol) para obtener la viabilidad indirecta a través de la
medicion de la actividad mitocondrial. Este se basa en la utilizacion de las sales de tetrazolio

que son reducidas por las reductasas mitocondriales a formazan (Kumar et al., 2018). Para
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esto se incubaron 7,5 x 10° células por pozo (n=7) en una placa de 96 pozos, se dejaron
adherir durante 24 h y posteriormente se aplicaron los tratamientos de cCNTs, OXCNTs,
OXCNTs-HA, OXCNTs-HA-CPT y como control positivo el farmaco quimioterapéutico
CPT, acinco diferentes concentraciones: 0, 5, 10, 30 y 50 pg /mL durante 24 y 48 h. Después
del tiempo establecido se agregaron 15 pL de MTT a cada pozo y se incubaron durante 2 ha
37°C, posteriormente se elimind el sobrenadante y se afiadieron 150 pL de revelador de MTT
(HCI4 mM, 0.040% NP40 en Isopropanol), la placa se colocé en agitacion magnética durante
15 min. a temperatura ambiente (TA) antes de su lectura en un espectrofotdmetro a una

absorbancia de 595 nm, para asi obtener el porcentaje de viabilidad relativa.

Para corroborar los datos obtenidos con el ensayo de MTT, se realizo el analisis con DAPI a
través del porcentaje de células adheridas mediante la tincion nuclear con la sonda
fluorescente 4 ',6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) (Chazotte, 2011). Se utilizaron las mismas
condiciones que para el ensayo de MTT en placas de 96 pozos, después de los tratamientos
se realizaron 2 lavados con 400 pL de PBS 1X y las células se fijaron con una mezcla de
metanol acetona 1:1 durante 20 min. a 4°C. Posteriormente se retird el fijador y se realiz
nuevamente un lavado con 400 pL de PBS 1X, se afiadieron 100 uL de DAPI (100 ng/mL)
y se incubaron durante 20 min. a TA en oscuridad. Finalmente se retir6 el DAPI y la placa
se observd en un microscopio de fluorescencia Laica DM 1000, Laica®, se tomaron
fotografias y las imagenes fueron analizadas por el software imageJ en su version 1.52, donde
se midi6 el porcentaje de area cubierta para determinar la cantidad de células adheridas a la

placa.
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5.2.6 Andlisis de la apoptosis in vitro mediante microscopia de luz e

inmunofluorescencia

Para analizar cambios morfoldgicos caracteristicos de muerte celular se realizaron cortes
semifinos. Para esto se sembraron 1 x 108 células en una placa de 60 mm, se dejaron adherir
durante 24 h y se aplicaron los tratamientos previamente descritos, se dejaron durante 24 h
para luego cosechar las células mediante tripsinizacion. Se resuspendieron las células en un
tubo de microcentrifuga y luego las células se fijaron con glutaraldehido al 2.5 % durante
una hora, posteriormente se centrifugaron a 14,000 revoluciones por minuto (rpm) durante 5
min. Después de retirar el fijador las células se lavaron en buffer de cacodilatos, nuevamente
se centrifugaron a 14,000 rpm y se realizo una post-fijacion con tetréxido de osmio (OsOa)
al 2% durante 30 min., se realizé la técnica convencional de MET vy se realizaron cortes
semifinos mediante ultramicrotomia. Finalmente, los cortes se tifieron con azul de toluidina
al 1% y se observaron en un microscopio de luz de campo claro. En el analisis morfologico
se analizaron los cambios en el nucleo, la condensacion de la cromatina y la vacuolizacion
en el citoplasma. Se obtuvo el porcentaje de células con cambios morfologicos de muerte
celular contando las células presentes en 8 campos a 100x divididas entre el nimero de

células con cambios morfoldgicos de muerte celular.

Para correlacionar lo encontrado en los cortes semifinos se realizaron ensayos de
inmunofluorescencia. Para esto se sembraron 5 x10* células por pozo en una placa de 24
p0zos que contenia cubreobjetos redondos en el fondo, se dejaron adherir durante 24 h y se
aplicaron los diferentes tratamientos previamente descritos y se incubaron durante 24 h.
Luego las células se fijaron con acetona durante 10 min. a 4°C, se permeabilizaron con 400

pL de PBS 1x-Triton X-100, y se bloquearon las proteinas con suero de caballo al 10% por
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30 min., se retird el sobrenadante y se afiadié un anticuerpo primario anti-Caspasa 3 activa
para apoptosis y se dejaron incubando toda la noche a 4°C. Finalmente se lavaron con 400
ML de PBS 1x y se retiraron los cubreobjetos redondos y se montaron con glicerol en una
laminilla. Para demostrar la fragmentacion nuclear que sucede durante la apoptosis se realiz6
el ensayo de TUNEL con TACS® 2 TdT-Fluor In Situ Apoptosis Detection Kit siguiendo
las instrucciones del fabricante y las laminillas se observaron en un microscopio de
fluorescencia Laica DM 1000, Laica®. Las imagenes obtenidas se analizaron con el software
imageJ en su versién 1.52 donde se realiz6 un andlisis de area para Caspasa-3a y un conteo
de células TUNEL positivas que se obtuvo contando todos los nucleos/el nimero de células

TUNEL positivas en 8 campos a 40x.
5.2.7 Anélisis estadistico

Estadistica descriptiva: Las variables cuantitativas se realizaron mediante el calculo de la

media y como medida de dispersion, se utilizo la desviacion estandar (DE).

Estadistica inferencial: Se aplico la prueba de normalidad de Shapiro-Wilk para evaluar la

distribucién de los datos. Para las variables que presentaron una distribucién normal se
realizé una prueba de ANOVA de dos vias, ademas de una prueba de comparacion mualtiple
de Tukey para crear intervalos de confianza para todas las diferencias en parejas entre las

medias de los niveles de los factores.
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6. RESULTADOS

6.1 Caracterizacion morfoldgica y fisicoquimica de los OXCNTs-HA-CPT.

6.1.1 Evaluacién de la morfologia de los CNTs mediante SEM

Durante la oxidacion, funcionalizacién y encapsulacién del CPT ocurren cambios en la
composicion de los CNTs en los diferentes procesos a los que son sometidos, estos cambios
pueden ser estudiados mediante diferentes técnicas morfoldgicas y analiticas. Uno de los

cambios mencionados son los morfoldgicos, que pueden ser evaluados mediante SEM.

Se analizaron los cambios morfologicos de las diferentes construcciones de CNTs: los cCCNTs
muestran una morfologia tubular de gran longitud con formacion de curvaturas pronunciadas,
ademas de una estructura superficial lisa (Fig. 6A). Por otro lado, los OXCNTs muestran una
morfologia tubular con una longitud menor, con una disminucion en la formacion de las
curvaturas pronunciadas, ademas de mostrar una estructura superficial ligeramente rugosa

debido a los grupos funcionales adicionados durante el proceso de oxidacion (Fig. 6B).

Por otra parte, los OXCNTs-HA (Fig. 6C) y los OXCNTs-HA-CPT (Fig. 6D) siguen
conservando su forma tubular con longitud corta y sin formacion de curvaturas pronunciadas,
ademas de una estructura superficial rugosa debido a la incorporacién de las moléculas

organicas durante el proceso de funcionalizacion.
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Fig. 6. Caracterizacion de los CNTs por SEM. A) Nanotubos de carbono comerciales (cCNTSs), B) Nanotubos
de carbono oxidados (OXCNTs), C) Nanotubos de carbono oxidados funcionalizados con hialuronato
(OXCNTs-HA), D) Nanotubos de carbono oxidados funcionalizados con hialuronato y cargados con

carboplatino (OXCNTs-HA-CPT). EHT = 25.00 Kv, Mag = 20.00 K X.

6.1.2 Evaluacion de la composicion elemental de los CNTs mediante EDX

Después de cada paso de funcionalizacion es importante conocer los cambios en la
composicion elemental que suceden en la superficie para confirmar una correcta
incorporacion de las moléculas organicas. Primero analizamos los cCNTs (Fig. 7A) donde
se muestra como casi un 95% de la masa esta conformada por carbono y un 5% de oxigeno
presente en los grupos carboxilo, a diferencia de los observado en los OXCNTs-PEI (Fig. 7B)
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donde existe un aumento de tres veces la cantidad de oxigeno, ademéas de que aparece la

presencia de casi 10% de nitrégeno, atomo presente en los grupos amino de la molécula de

PEI.

Por otra parte, al analizar los OXCNTs-HA (Fig. 8A) observamos como ocurre un aumento

en la cantidad de oxigeno a 26% de la masa total, ademas de una disminucion de casi la mitad

de nitrogeno. Finalmente, al analizar los resultados de los OXCNTs-HA-CPT (Fig. 8B)

podemos observar la presencia de platino, &tomo presente en la molécula de CPT.
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Fig. 7. Caracterizacion de los CNTs por analisis EDX. A) cCNTs y B) OXCNTs-PEI.
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Fig. 8. Caracterizacion de los CNTs por analisis EDX. A) OXCNTs-HA y B) OXCNTs-HA-CPT.

6.1.3 Evaluacion de la composicion quimica de los CNTs mediante Espectroscopia

FTIR y Espectroscopia de Raman

Para demostrar los componentes organicos generados durante los procesos de oxidacion y
funcionalizacion en nuestros CNTSs se realizaron dos técnicas: la espectroscopia de Raman y

Espectroscopia FTIR para complementar los resultados obtenidos con ambas técnicas.

El espectro Raman se muestra en la Fig. 9, observamos la presencia de dos picos: el pico G
(grafito) presente en la region de 1580 cm™, el cual podemos observar que debido al proceso

de oxidacién ocurre una disminucion en su intensidad y, por otra parte, el pico D (desorden)
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en la region de 1350 cm™ que durante el proceso de oxidacion observamos un aumento en la
intensidad causada por la formacion de grupos funcionales. Se obtuvo también la relacion
Io/lc donde después del proceso de oxidacién hubo un aumento considerable de 0.20

indicando que existe una correlacion positiva al proceso de desorden causado por la adiccién

de grupos funcionales.
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Fig. 9. Caracterizacion de los CNTs mediante Espectroscopia de Raman. Comparacion de los cCNTs

(Linea continua azul) frente a los OXCNTs (Linea discontinua roja).

En la Fig. 10A se observan los espectros de infrarrojos de los cCNTs y de los OXCNTSs, donde

en estos Ultimos se encontro la presencia de una banda amplia en la region cercana a los 3000
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cm? que corresponde al grupo hidroxilo, y otra banda prominente en la region de 1700 cm™

perteneciente al enlace carbonilo presente en el grupo carboxilo de estos grupos funcionales

derivados por el proceso de oxidacion en las capas superficiales de los CNTs. Por otro lado,

en la Fig. 10B observamos la comparacion de los espectros infrarrojos de los cCNTs,

OXCNTs-PEI y OXCNTs-HA. En los OXCNTs-PEI se observan diferentes picos que

corresponden a los grupos funcionales y moléculas organicas acopladas durante el proceso

de funcionalizacion, y los OXCNTs-HA con la linea punteada verde. Observamos una banda

amplia solo presente en la region de 1580 cm-1, que corresponde al grupo carbonilo de la

amida | que forma el enlace entre la PEI con el HA, demostrado la correcta incorporacion de

HA en la superficie de nuestro nanovector.
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Fig. 10. Caracterizacién de los CNTs mediante Espectroscopia FTIR. A) Comparacion de los cCNTSs (linea

continua azul) frente a los OXCNTSs (linea discontinua roja). B) Comparacion de los cCNTs (linea continua

azul) frente a los OXCNTs-PEI (Linea discontinua vino) y OXCNTs-HA (linea discontinua verde).
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6.2 Evaluacion in vitro de la especificidad antitumoral de los OXCNTs-HA-CPT

6.2.1 Analisis del efecto citotdxico de los CNTs contra las células tumorales y no

tumorales mediante el ensayo de MTT

Con el fin de determinar el efecto citotoxico de los diferentes CNTs en células tumorales y
no tumorales para demostrar la especificidad de los OXCNTs-HA-CPT se obtuvo el
porcentaje de viabilidad relativa a través de la actividad mitocondrial con el ensayo de MTT.
Primero analizamos imagenes de campo claro obtenidas con el microscopio invertido, donde
observamos en las Figs. 11 a 14 las imagenes representativas de las tres lineas celulares con
las concentraciones de 5, 10, 30 y 50 pug /mL a 24 h de exposicion a las diferentes

construcciones.

En la Fig. 11 se observa que el tratamiento con los cCNTs muestra una notoria disminucion
de la confluencia celular en la linea no tumoral HEK293, de manera muy similar a lo
observado en el tratamiento con CPT, debido a que las células no tumorales también son
afectadas por este. Por otra parte, en las lineas tumorales HeLa y MDA-MB-231 observamos
gque muestran una resistencia a los tratamientos con cCNTs y CPT al mostrar una mayor
confluencia celular. Al analizar el efecto que tienen los OXCNTs-HA-CPT observamos que
la linea HEK?293 presenta una mayor confluencia celular por lo cual podemos determinar que
no son afectadas a diferencia de las células tumorales en las que se observa una disminucion
de la confluencia, lo que nos indica del efecto citotoxico selectivo de los OXCNTs-HA-CPT
frente a las lineas celulares HeLa y MDA-MB-231. Este mismo comportamiento se observo

en las Figs. 12, 13y 14 de manera dosis-dependiente.
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MDA-MB-231

Fig. 11. Imagenes de campo claro tomadas a 10x a la concentracion de 5 pug /mL a las 24 h. Barra de escala:

50 pum.

10 pg/mL  Control negativo
24h

Hela

1

Fig. 12. Iméagenes de campo claro tomadas a 10x a la concentracion de 10 pg /mL a las 24 h. Barra de

escala: 50 pym.



30 ug/mL  Control negativo CCNTs OXCNTs-HA-CPT
24h

MDA-MB-231

Fig. 13. Imagenes de campo claro tomadas a 10x a la concentracion de 30 pug /mL a las 24 h. Barra de

escala: 50 pm.
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24h

HelLa

1

Fig. 14. Imagenes de campo claro tomadas a 10x a la concentracion de 50 pug /mL a las 24 h. Barra de

escala: 50 pym.
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Con el fin de cuantificar el porcentaje de viabilidad relativa del ensayo de MTT se realizaron
graficas mostradas en la Fig. 15. El tratamiento con los cCNTs (azul) muestra una notoria
disminucion de la viabilidad relativa en células no tumorales HEK293 a las 24h en todas las
concentraciones de manera dosis dependiente. Por el contrario, las células tumorales HeLa y
MDA-MB-231 muestran una menor afectacion con el tratamiento al mostrar una viabilidad

mayor en todas las concentraciones.

En el tratamiento con el CPT (naranja) se muestra el mismo comportamiento que con el
tratamiento de los cCNTSs: las células no tumorales HEK293 muestran una mayor afectacién
para este farmaco, mientras que las células tumorales HeLa y MDA-MB-231 muestran una

resistencia al CPT al observarse una menor disminucion de la confluencia celular.

El tratamiento con los OXCNTs-HA-CPT (morado) muestra un efecto citotoxico menor en
las células no tumorales HEK293, este dato refleja la seguridad del tratamiento con el
nanovector, a diferencia del comportamiento observado en las células tumorales HelLa y
MDA-MB-231 en el que muestra un efecto citotdxico mayor en comparacion al tratamiento

con el CPT, lo que nos indica un efecto selectivo del tratamiento contra las células tumorales.

En este contexto, también se observé que los CNTs funcionalizados muestran un menor
efecto citotoxico en las células no tumorales HEK293, ya que todos los nanovectores
funcionalizados mostraron un efecto citotoxico menor en comparacion a los cCNTs. Por el
contrario, en las células tumorales HeLa y MDA-MB-231, el efecto de funcionalizacion
mostrd un efecto citotoxico mayor debido a la adicién de grupos funcionales y moléculas

organicas en su superficie.
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Estos comportamientos descritos fueron muchos mas evidentes en los tratamientos a las 24

h, mostrando diferencias significativas, y aunque el patrén parece mantenerse también a en

los tratamientos a las 48 h, sin embargo, no es tan notorio como el observado a las 24 h.
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Fig. 15. Viabilidad relativa obtenida por el ensayo MTT. Gréficas de la viabilidad relativa obtenidas por el

ensayo de MTT de las tres lineas celulares a las concentraciones de 5, 10, 30 y 50 pg /mL alas 24y 48 h. * =

P <0,05; ** =P < 0,01, *** =P <0,001; ****P < 0,005.
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6.2.2 Analisis del efecto citotoxico de los CNTs vs las células tumorales y no tumorales

mediante la tincién nuclear con DAPI

Para comparar los resultados obtenidos con el ensayo de MTT se realizé la tincion nuclear
con DAPI, correlacionando el porcentaje de células adheridas a la placa con la viabilidad
celular. En las Figs. 16 a 19 se muestran las imagenes representativas tomadas a 10x a las
concentraciones de 5, 10, 30 y 50 pg /mL y a 24 h de las diferentes construcciones en las tres

lineas celulares.

En la Fig. 16 se observa como el tratamiento con los cCNTs muestra una notoria disminucion
de la adherencia celular en las células no tumorales HEK293, mismo comportamiento
observado en el tratamiento con CPT; a diferencia de lo observado en el tratamiento con los
OXCNTs-HA-CPT en el que las células no tumorales muestran una menor disminucion de la

adherencia celular en comparacion a los tratamientos con cCNTs y CPT.

En las células tumorales HeLa y MDA-MB-231, se puede distinguir un menor dafio celular
a los tratamientos con los cCNTs y el CPT al mostrar una menor disminucion de la adherencia
celular. Por otra parte, el tratamiento con los OXCNTs-HA-CPT muestra una marcada
disminucion de la adherencia celular en las células tumorales, mostrando nuevamente este

efecto citotoxico selectivo frente a estas células.

Este mismo comportamiento se observo en las Figs. 17, 18 y 19 bajo un efecto dosis-
dependiente, mostrando resultados similares a las observadas en las imagenes de campo

claro.
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Fig. 16. Imagenes tomadas en el microscopio de fluorescencia a 10x a la concentracion de 5 ug /mL a las

24 h. Barra de escala: 20 um.
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Fig. 17. Iméagenes tomadas en el microscopio de fluorescencia a 10x a la concentracion de 10 pg /mL a las

24 h. Barra de escala: 20 pm.
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Fig. 18. Imagenes tomadas en el microscopio de fluorescencia a 10x a la concentracion de 30 pug /mL a las

24 h. Barra de escala: 20 pm.
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Fig. 19. Imé&genes tomadas en el microscopio de fluorescencia a 10x a la concentracion de 50 pg /mL a las

24 h. Barra de escala: 20 pm.
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Para cuantificar el porcentaje de viabilidad se realizd un analisis morfométrico con el
software ImageJ y las gréaficas obtenidas se muestran en la Fig. 20. Se muestran resultados
muy similares a los obtenidos en las gréficas de los ensayos de MTT: el tratamiento con los
cCNTs (azul) y el CPT (naranja) muestran un efecto citotdxico mayor en comparacion a la
terapia con los OXCNTs-HA-CPT (morado) en las células no tumorales HEK293, lo que
demuestra la seguridad de la terapia con nuestro nanovector que tiene un efecto citotdxico

menor en comparacion a todas las construcciones de CNTs y el CPT.

Al observar el efecto de los tratamientos en las células tumorales HeLa y MDA-MB-231,
podemos notar cdmo estas muestran menor afectacion con los tratamientos de cCCNTs y CPT
al mostrar un efecto citotoxico menor en comparacion a las células no tumorales. Por lo
contrario, el tratamiento con los OXCNTs-HA-CPT muestra un notable efecto citotoxico
mayor a diferencia de las otras construcciones de CNTs y el CPT, mostrando nuevamente

este efecto selectivo contra las células tumorales.

También podemos observar que el proceso de funcionalizacion induce una disminucion del
efecto citotoxico en las células no tumorales HEK293, en las que se observa un aumento
gradual de la viabilidad celular a medida que los CNTs adquieren un mayor grado de
funcionalizacion, este efecto fue contrario al que se observa en las células tumorales HeLa y
MDA-MB-2341, en las que la funcionalizacién de nuestros nanovectores provoca un efecto

citotoxico mayor en comparacion a los cCCNTSs.
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Estos comportamientos descritos se mantienen en todas las concentraciones a las 24 y 48 h
bajo un efecto dosis-dependiente en las tres lineas celulares, reafirmando nuestros resultados

obtenidos con el ensayo de MTT.
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Fig. 20. Viabilidad relativa obtenida por la tincién nuclear DAPI. Gréficas de la viabilidad relativa
obtenidas por la tincion nuclear con DAPI de las tres lineas celulares a las concentraciones de 5, 10, 30 y 50 ug

/mL alas 24 y 48 h, 8 campos de imégenes a 10x. * = P < 0,05; ** = P < 0,01; *** = P < 0,001; ****P < 0,005.
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6.3 Evaluacion de la induccién de apoptosis por la terapia con los OXCNTs-HA-CPT

6.3.1 Andlisis de los cambios morfolégicos de muerte celular en la terapia con los CNTs

Para encontrar cambios caracteristicos de muerte celular que suceden en el tratamiento con
los CNTSs se realizaron cortes semifinos. En la Fig. 21 se observan las imagenes obtenidas en
el microscopio de campo claro obtenidas con el objetivo de alto aumento (100x), en las tres
lineas celulares y con las diferentes construcciones de CNTs a la concentracion de 30 pg

/mL.

En las imagenes obtenidas se observd que en el tratamiento con los cCNTs se perciben
cambios caracteristicos de muerte celular como la migracion marginal de la cromatina hacia
la membrana nuclear, esto se observa claramente en la linea no tumoral HEK293 y en la linea
tumoral HelLa. En la linea tumoral MDA-MB231 podemos observar la condensacion de la

cromatina o picnosis en el tratamiento con los OXCNTs-HA-CPT.

Finalmente, en el tratamiento con CPT principalmente en la linea no tumoral HEK293 se
observa como la gran mayoria de las células presentan una amplia vacuolizacion del
citoplasma, mismo cambio que puede observarse en la linea tumoral MDA-MB-231 aunque

con mucha menor frecuencia.

Estos cambios morfologicos celulares se derivan de la activacion de la muerte celular

regulada que sucede después de la incubacion de las células con los diferentes tratamientos.
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Fig. 21. Cortes semifinos tomados a 100x a la concentracién de 30 ug /mL a las 24 h. Barra de escala: 50

um.
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Para cuantificar el porcentaje de células con cambios caracteristicos de muerte celular se
realizé un conteo en 8 campos con objetivo de alto aumento (100x), y se obtuvieron las
graficas mostradas en la Fig. 22. Podemos observar como en la linea no tumoral HEK293
sometida a los tratamientos con los cCNTs (azul) y el CPT (haranja) muestran un mayor
porcentaje de células con cambios morfolégicos de muerte celular, a diferencia de los
tratamientos con los OXCNTSs (rojo) y OXCNTs-HA (verde) que mostraron una reduccion en
la aparicion de estos cambios. Ademas de que los OXCNTs-HA-CPT (morado) muestran el

menor porcentaje de cambios.

Por el contrario, las lineas tumorales HeLa y MDA-MB-231 muestran un patron opuesto al
tratamiento en la linea no tumoral: en ambas lineas se observa como la terapia con los
OXCNTs-HA-CPT muestra el mayor porcentaje de células con cambios morfologicos de

muerte celular, incluso mayor que el CPT, aunque no de manera significativa.
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Fig. 22. Porcentaje de células con cambios morfoldgicos de muerte celular. Gréficas obtenidas por el conteo
de las células con cambios morfologicos de muerte en las tres lineas celulares a la concentracion de 30 pg /mL

a las 24 h, 8 campos de imagenes a 100x. * =P < 0,05; ** =P < 0,01; *** = P < 0,001; ****P < 0,005.
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6.3.2 Andlisis del efecto apoptdtico en la terapia con los CNTs mediante la deteccién de

Caspasa-3 activa

Para determinar la presencia del proceso de la apoptosis en el tratamiento con los OXCNTs-
HA-CPT se realiz un ensayo de inmunofluorescencia mediante la deteccion de la proteina
Caspasa-3 activa, un mediador clave en la via de la apoptosis, este se identifico con un
anticuerpo primario especifico caspase-3 p11, Santa Cruz Biotechnology® y posteriormente
se unié el anticuerpo secundario con Alexa Fluor™ Plus 555 para visualizar la sefial en color

rojo, ademas de realizar una contratincion nuclear con DAPI.

En la Fig. 23 se muestra la linea celular no tumoral HEK293, en la que se observa
primeramente el control negativo ausencia de la sefial, posteriormente, en el tratamiento con
los cCNTs se observa una ligera sefial citoplasmatica de color rojo y cémo dicha sefial
aumenta con el tratamiento con los OXCNTs-HA-CPT, ademas en el tratamiento con CPT se
observa una intensa sefial citoplasmatica debida al efecto apoptético del farmaco

quimioterapeutico.

De igual forma, en la Fig. 24 se muestra la linea celular tumoral HeLa, en la que nuevamente
observamos la ausencia de sefial en el control negativo, una débil sefial en el tratamiento con
los cCNTs y una intensa sefial citoplasmatica en el tratamiento con CPT; sin embargo, el
tratamiento con los OXCNTs-HA-CPT muestra una fuerte sefial similar a la del CPT,

contrario de lo observado en la linea celular no tumoral.

En la Fig. 25 se muestra la linea tumoral MDA-MB-231 que muestra el mismo

comportamiento descrito en la linea celular HelLa.
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Fig. 23. Inmunofluorescencia anti-Caspasa 3a. Linea celular no tumoral HEK293 a la concentracion de 30

pg/mL a las 24 h, imagenes tomadas a 40x, barra de escala: 50 pm.
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Fig. 24. Inmunofluorescencia anti-Caspasa 3a. Linea celular tumoral HeLa a la concentracion de 30 pg/mL

a las 24 h, imagenes tomadas a 40x, barra de escala: 50 yum.
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Fig. 25. Inmunofluorescencia anti-Caspasa 3a. Linea celular tumoral MDA-MB-231 a la concentracién de

30 pg/mL a las 24 h, iméagenes tomadas a 40x, barra de escala: 50 pum.
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Posteriormente, se realiz6 una cuantificacion del porcentaje de area para Caspasa-3 activa
por medio de software ImageJ y las graficas obtenidas se muestran en la Fig. 26, la cual
muestra como la terapia con CPT (naranja) muestra un mayor porcentaje de area de Caspasa-

3a debido al efecto apoptético del farmaco en las tres lineas celulares.

Asi mismo, la terapia con los OXCNTs-HA-CPT (morado) muestra un efecto muy similar al
del CPT, mostrando incluso un mayor porcentaje de area de Caspasa-3a en las lineas

tumorales HeLa y MDA-MB-231.
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Fig. 26. Graficas obtenidas de la cuantificacién de Caspasa-3a. Cuantificacion del area de Caspasa-3a en las
3 lineas celulares a la concentracion de 30 pug/mL a las 24 h, 8 campos de imagenes a 40x. * =P < 0,05; ** =

P <0,01; *** =P < 0,001; ****P < 0,005.
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6.3.3 Andlisis del efecto apoptdtico en la terapia con los CNTs mediante la deteccidn de

fragmentacion del ADN

Para corroborar los resultados obtenidos en el ensayo de inmunofluorescencia anti-Caspasa
3a se utilizo el kit TUNEL para detectar fragmentacion del ADN, en el que podemos ver las
células positivas para este ensayo de color verde brillante, ademas de contratefiir con la

tincion nuclear con DAPI en azul.

En la Fig. 27, se muestra la linea celular no tumoral HEK293 tratada a la concentracion de
30 pg/mL a las 24 h: en el control negativo observamos una ausencia de células TUNEL
positivas. Por otra parte, en los tratamientos con CCNTs y OXCNTs-HA-CPT se muestra un
pequefio numero de células TUNEL positivas, a diferencia de lo observado en el tratamiento

con CPT en la que se observa un gran nimero de células TUNEL positivas.

En la Fig. 28 se muestra la linea tumoral HeL a tratada a la concentracion de 30 pg/mL a las
24 h: en el control negativo nuevamente observamos una ausencia de células TUNEL
positivas, a diferencia de lo observado en la linea no tumoral el tratamiento con cCNTs
muestra muy pocas células TUNEL positivas a diferencia del tratamiento con los OXCNTs-
HA-CPT que muestra un gran nimero de células TUNEL positivas, efecto muy similar al

observado en el tratamiento con el CPT.

En la Fig. 29 se muestra la linea tumoral MDA-MB-231 tratada a la concentracion de 30
pg/mL a las 24 h, en la que observamos el mismo comportamiento descrito para las células

Hela.
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Fig. 27. Inmunofluorescencia del ensayo TUNEL. Linea celular no tumoral HEK293 a la concentracion de

30 pg/mL a las 24 h, iméagenes tomadas a 40x, barra de escala: 50 pum.
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Fig. 28. Inmunofluorescencia del ensayo TUNEL. Linea celular tumoral HeLa a la concentracion de 30

pg/mL a las 24 h, imagenes tomadas a 40x, barra de escala: 50 pm.
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Fig. 29. Inmunofluorescencia del ensayo TUNEL. Linea celular tumoral MDA-MB-231 a la concentracion

de 30 pg/mL a las 24 h, imagenes tomadas a 40x, barra de escala: 50 um.
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Se realiz6 una cuantificacion de las células TUNEL positivas para correlacionar lo observado
en las imagenes del ensayo TUNEL. En la Fig. 30 se muestran las graficas obtenidas de la
cuantificacion, en donde observamos que en las tres lineas celulares el tratamiento con CPT
(naranja) muestra un mayor porcentaje de células TUNEL positivas, a diferencia de los

CCNTSs (azul), OXCNTSs (rojo) y OXCNTs-HA (verde).

Al observar el comportamiento de los OXCNTs-HA-CPT (morado) este muestra un mayor
porcentaje de células TUNEL positivas, en comparacion con el CPT en las lineas tumorales
HeLa y MDA-MB-231 que se correlaciona con lo observado en el ensayo de

inmunofluorescencia anti-Caspasa 3a.
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Fig. 30. Gréficas obtenidas de la cuantificacién de células TUNEL positivas. Cuantificacion de células
TUNEL positivas en las 3 lineas celulares a la concentracion de 30 pg/mL a las 24 h, 8 campos de imagenes a

40x. * = P <0,05; ** = P <0,01; *** =P < 0,001; ****P < 0,005.
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7. DISCUSION

Los resultados mostrados en el presente trabajo se pueden resumir en tres partes:
primeramente, se realiz6 una amplia caracterizacion de las diferentes construcciones de
CNTs utilizadas como tratamientos, posteriormente se emplearon analisis de viabilidad
celular en células tumorales y no tumorales humanas para determinar la selectividad de los
OXCNTs-HA-CPT, y finalmente se analizd si este efecto citotoxico era mediado por

apoptosis para ampliar mas el conocimiento que se tiene por parte de nuestro tratamiento.

Uno de los pasos méas importantes e indispensables que se debe realizar al trabajar con NPs
durante su sintesis es la caracterizacion fisicoquimica (Negri et al., 2020), debido a sus
diferentes materiales de construccion, configuraciones espaciales y de grupos funcionales.
Durante el proceso de funcionalizacion es necesario realizar una caracterizacion de las
diferentes construcciones, ya que esto nos corrobora su correcta sintesis, ademas de que
proporciona estrategias para mejorar la selectividad y la carga de farmaco de nuestras NPs

(Yohan & Chithrani, 2014).

En las imagenes de SEM observamos cambios discretos en la morfologia superficial de los
CNTs anteriormente descritos en la literatura con diferentes protocolos de oxidacion, como
el utilizado por Wisdom et al. (2020) con acido sulfarico y acido nitrico, que describen que
los OXCNTSs presentan un acortamiento en su longitud y una estructura superficial rugosa
debido a la adicién de grupos funcionales OH y COOH, a diferencia de los cCCNTs (Wisdom
et al., 2020). Ademas, observamos como los OXCNTs-HA y los OXCNTs-HA-CPT
mostraron las mismas caracteristicas que los OXCNTSs, con un aumento en la estructura

superficial rugosa debido a la incorporacion de las moléculas organicas durante el proceso
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de funcionalizacidn, lo que correlaciona con lo descrito por Jun et al. (2019) incorporando

diferentes moléculas orgénicas como el quitosano.

El anélisis de EDX nos permite conocer la estructura elemental superficial de las diferentes
construcciones de CNTs. Primeramente, los cCNTs mostraron que cerca del 95% de su masa
corresponde al &tomo Carbono (C) dado por la estructura grafénica, y casi un 5% al atomo
Oxigeno (O) dada por los grupos COOH correspondiendo con las especificaciones del
fabricante. Al comenzar el proceso de funcionalizacion e incorporar el PEI ocurre una
disminucién en el C, un aumento de casi 3 veces la presencia de O debido a la presencia de
los grupos funcionales generados durante el proceso de oxidacion y la aparicion del &tomo
de Nitrogeno (N), este altimo presente en los grupos amina de PEI previamente descrito en

la literatura (Zhuang et al., 2017).

Después de la incorporacion del HA, en el analisis EDX se muestra un aumento en la cantidad
de O con una disminucion en la cantidad de N debido a la incorporacion del HA a nuestro
nanovector a traves del PEIl que, como ha sido descrito en diferentes estudios con
nanomateriales de carbono, permite biodirigir estos nanovectores contra las células tumorales
que sobreexpresan el receptor CD44 (Kearns et al., 2022). Finalmente, al observar los
OXCNTs-HA-CPT se encontro la presencia del atomo de Platino (Pt), que esta presente en la

estructura de la molécula del CPT (Dilruba & Kalayda, 2016).

Para complementar los resultados obtenidos por SEM y andlisis EDX, se realizaron métodos
espectrométricos como la espectroscopia de Raman y FTIR, dos técnicas complementarias
que permiten demostrar la presencia de grupos funcionales y moléculas organicas
incorporadas durante el proceso de funcionalizacion (Tao, 2013). El espectro obtenido por
espectroscopia de Raman nos permitid demostrar el aumento de defectos en la pared de los
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CNTs, que se forman durante el proceso de oxidacidn al adicionarse los grupos OH y COOH
y perder esta estructura hexagonal ordenada del grafeno. Se observé una disminucion en el
pico G de grafito y un aumento de pico D de desorden, ademas de obtener la relacion Ip/lg
que nos permite cuantificar este grado de desorden obteniendo una clara diferencia, mismo
comportamiento que ha sido descrito en la literatura por Dresselhaus en el 2010, lo que nos

confirma el correcto proceso de oxidacion de los CNTs (Dresselhaus et al., 2010).

Al analizar los espectros obtenidos por FTIR, los cCNTs s6lo presentaban bandas de
absorcion caracteristica del grafeno, a diferencia de lo observado en los OXCNTSs.
Corroboramos lo obtenido con espectroscopia de Raman en los OXCNTs que muestra una
banda amplia en la region cercana a 3000 cm™ que corresponde al grupo OH, y un pico en la
region cercana a 1700 cm™ que corresponde al enlace carbonilo presente en el grupo COOH,
al igual que lo descrito por Tucureanu et al. (2016) en la que demostro caracteristicas de

espectroscopia FTIR en materiales de carbono (Tucureanu et al., 2016).

Para corroborar la incorporacion de las moléculas organicas nuevamente realizamos
espectroscopia FTIR. Al observar el espectro de los cCNTSs, estos muestran nuevamente
bandas de absorcion caracteristica del grafeno, y al compararlo con los de OXCNTs-PEI y
OXCNTs-HA se observan diferentes picos, dentro de los cuales la banda amplia en la region
de 1580 cm-1 corresponde al grupo carbonilo de la amida | formada por la unién del HA al
agente acoplador PEI, estos resultados son similares a los descritos por Hussain en el 2016
que utiliz6 un protocolo muy similar para la conjugacion del HA en los CNTs (Hussain et

al., 2016).

Con todos los experimentos de caracterizacion descritos anteriormente, demostramos un
buen proceso de oxidacion que nos permitié el posterior acoplamiento de las moléculas
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organicas, una correcta incorporacion del PEI y HA durante el proceso de funcionalizacion
que nos permite biodirigir nuestro nanovector, ademéas de demostrar la presencia del CPT

para aumentar el efecto citotoxico contra las células tumorales.

Uno de los aspectos méas importantes al elegir un tratamiento en la terapia contra el cancer es
la selectividad del tratamiento contra las células tumorales. Como se menciond anteriormente
la quimioterapia presenta una alta toxicidad y una baja selectividad contra las células
tumorales (Igbal et al., 2017); por lo que uno de los objetivos de la terapia con nuestro
nanovector fue demostrar esta selectividad utilizando dos lineas celulares tumorales y una

linea celular no tumoral.

Los ensayos de viabilidad nos permiten medir de manera indirecta el porcentaje de viabilidad
a través de la medicion de diferentes parametros colorimétricos, fluorométricos y
bioluminiscentes, con lo que evaluamos el efecto citotoxico in vitro para asi determinar la

selectividad de nuestros diferentes tratamientos (Riss & Moravec, 2004).

Los resultados obtenidos con el ensayo de MTT y la tincion nuclear de DAPI, muestran cémo
el tratamiento con los cCNTSs presenta un efecto citotdxico mayor en las células no tumorales
HEK?293, a diferencia de los observado en las células tumorales HeLa y MDA-MB-231, las
cuales mostraron una menor afectacion a este tratamiento. Esto puede ser debido a que como
esta descrito en la literatura, el efecto citotoxico per se de los CNTs esta dado principalmente

por el tamafo y por las impurezas generadas durante el proceso de sintesis (Cui et al., 2010).

Aunque existen diversos estudios contradictorios que han sido publicados desde la sintesis
de los CNTs, los més recientes mencionan que los MWCNTSs mas cortos tienen un efecto

citotoxico mayor, lo que coincide con lo encontrado en nuestro trabajo en las lineas tumorales
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debido al acortamiento que sufren en el proceso de oxidacidén por el tratamiento con los

acidos fuertes (Do et al., 2021).

Esto a diferencia de lo encontrado en la linea no tumoral HEK293, en la que el efecto de
funcionalizacion mostrd un efecto contrario al observado en las lineas tumorales HelLa y
MDA-MB-231. Este efecto posiblemente se deba a que las células HEK293 no sobre-
expresan el receptor CD44 (Ishimoto et al., 2011) como las células HeLa y MDA-MB-231.
Por lo que, después de las incorporacion del HA para biodirigir nuestro nanovector hacia las
células tumorales, las células no tumorales no pueden realizar endocitosis mediada por
receptor de grandes cantidades de los nanovector y en consecuencia no provocar este efecto
citotoxico (Leyva-Gonzalez et al., 2021). Estos resultados de selectividad coinciden con los
ya descritos previamente por nuestro equipo de investigacion en lineas celulares murinas

(Salas-Trevifio et al., 2019).

Como se menciond previamente, los resultados con el ensayo de MTT vy la tincion nuclear
DAPI mostraron resultados similares en las dos lineas celulares tumorales HeLa y MDA-
MB-231. Sin embargo, se observo un discreto efecto citotdxico mayor en la linea celular
HeLa. Esto puede deberse principalmente por dos motivos: el primero es que el CPT es un
farmaco quimioterapéutico de primera linea para el cancer cervicouterino a diferencia del
cancer de mama que generalmente ocupa la segunda linea de tratamiento (Zhang et al., 2022),
y segundo a que la linea celular HelLa presenta una expresion mayor de CD44 (Leyva-
Gonzalez et al., 2021), lo que sugiere una mayor endocitosis mediada por receptor por parte

de esta linea tumoral.

Finalmente, uno de los aspectos mas importantes al elegir un tratamiento es su mecanismo
de accion, debido a que, se pueden realizar multiples estrategias de terapias combinadas que
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resulten mas beneficiosas para los pacientes. Es por esto, que decidimos empezar a analizar
uno de los mecanismos de muerte que previamente estaba relacionado con los CNTs y con

el CPT, como lo es la apoptosis.

La muerte celular se puede manifestar con alteraciones morfoldgicas microscopicas que han
sido descritas desde hace mas de 50 afios. Histéricamente se ha empleado una clasificacion
para describir estos cambios morfoldgicos en tres formas: muerte celular tipo | (apoptosis),
en la que se presentan contraccién citoplasmatica, condensacion de la cromatina,
fragmentacién nuclear y formacién de cuerpos apoptoticos. Muerte celular tipo 11 (autofagia),
que muestra una extensa vacuolizacion citoplasmatica; y muerte celular tipo 111 (necrosis) en
la que ocurre un compromiso de la membrana plasmatica con una importante tumefaccion
(Galluzzi et al., 2007). Algunos de estos cambios como la condensacion de la cromatina y la
extensa vacuolizacion en el citoplasma pudieron ser observados en los diferentes

tratamientos utilizados en este trabajo.

Aunque en la actualidad el Comité de Nomenclatura sobre Muerte Celular (NCCD), ademas
de recomendar la division de la muerte celular en muerte celular regulada (RCD) y muerte
celular accidental (ACD), recomienda también clasificar la morfologia desde caracteristicas
completamente apoptdticas hasta completamente necroticas (Lorenzo Galluzzi et al., 2018),
por lo que los cambios encontrados en este trabajo se relaciona mas con la morfologia

apoptotica.

Para complementar estos cambios morfologicos encontrados y siguiendo las
recomendaciones del NCCD, buscamos mediadores clave involucrados en la via de la
apoptosis, como lo es la activacion de la Caspasa-3. Esta es una serina proteasa perteneciente
a las Caspasas efectoras y que orquesta la gran mayoria de los cambios morfoldgicos
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observados en los cortes semifinos, ademas de diversos cambios bioquimicos que han sido
descritos (Coleman et al., 2001). Ademas se realiz6 el ensayo de TUNEL para detectar
fragmentacion del ADN, un proceso que sucede durante la apoptosis tardia en el cual también
es responsable la Caspasa-3a, con lo que podemos atribuir la muerte celular a la apoptosis

dependiente de Caspasas (Nagata, 2005).

En nuestro estudio, el tratamiento con CPT provoc6 un aumento en la expresion de Caspasa-
3a y un mayor nimero de células TUNEL positivas, este mecanismo de accion perteneciente
a los farmacos platinados ya ha sido descrito en la literatura (Wang & Lippard, 2005). De
manera similar se observo el comportamiento de los OXCNTs-HA-CPT incluso mostrando
una mayor expresion de la Caspasa-3a, asi como un mayor numero de células TUNEL
positivas, por lo que vemos la importancia de este mecanismo de muerte en la terapia con los

OXCNTs-HA-CPT.

El comportamiento de los otros tratamientos, observamos principalmente que los cCNTs
provocaron una alta toxicidad en las células no tumorales HEK293, sin embargo, estos
mostraron un nivel bajo de expresion de Caspasa-3a y un bajo nimero de células TUNEL
positivas, por lo que probablemente algiin mecanismo de muerte independiente de Caspasas,
como la muerte celular dependiente de autofagia, sea el responsable del mecanismo de

muerte de este tratamiento como ya esta descrito en la literatura (Tsukahara et al., 2015).
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8. CONCLUSIONES

Los cCNTSs per se tienen un efecto citotdxico.
Las células tumorales son mas resistentes a la citotoxicidad mediada por CPT.
Los OXCNTs-HA-CPT son més citotoxicos hacia células tumorales.

Los OXCNTs-HA-CPT inducen un efecto citotdxico mediado por apoptosis.

9. PERSPECTIVAS

Cuantificar el CPT presente en nuestro nanovector.

Analizar el efecto de nuestro nanovector biodirigido cargado con otros agentes
quimioterapéuticos.

Evaluar otras moléculas para biodirigir el nanovector hacia células tumorales.
Determinar otros mediadores de muerte celular en la terapia con los OXCNTs-HA-
CPT.

Analizar si la apoptosis se presenta en un modelo in vivo de cancer tratado con nuestro

nanovector.
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