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Las nanoparticulas de oro recubiertas con quitosano inducen muerte celular
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independiente de caspasas pero dependiente de la produccion de especies reactivas
de oxigeno en las lineas celulares tumorales MCF-7 y HelL a.
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Introduccion

El céncer es una de las principales causas de muerte a nivel
mundial. En México, el cancer de mama es el de mayor
incidencia y letalidad en la poblacién femenina, seguido por el
cancer cervicouterino!. En la actualidad, los tratamientos para
combatir estos padecimientos no han sido lo suficientemente
eficaces para erradicarlos, por esta razon el desarrollo de nuevas
alternativas para tratar estas enfermedades es de gran
importancia®. Entre los tratamientos de nueva generacion se
encuentran las nanoparticulas de oro (Aunp’s); éstas han sido
propuestas como potenciales agentes antineoplasicos cuya
eficacia citotoxica puede ser potenciada mediante el uso de
agentes estabilizadores, como el quitosano, que incrementan su
biocompatibilidad®. EI objetivo de este trabajo se centra en la
sintesis de Aunp’s recubiertas de quitosano, de 10 nm, y en el
andlisis del efecto citotoxico que éstas inducen en las lineas de
cancer de mama, MCF-7 y cancer cervicouterino, HelLa.
Parte experimental

La sintesis de las Aunp’s recubiertas de quitosano se realiz6
mediante el método de Turkevich. Para encontrar el indice de
citotoxicidad media inducido por las Aunp’s sobre las células
MCF-7 y Hela, se realizd un ensayo de MTT (bromuro de 3-
(4,5- dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol), a 24, 48 y 72 horas
y concentraciones de 0 a 100uM. Para determinar si las Aunp’s
provocan muerte celular, se realizé un marcaje de las células con
anexina V. (Ann V, para analizar la exposicion de
fosfatidilserina) y yoduro de propidio (PI, para comprobar la
integridad de la membrana plasmatica). Para determinar el rol de
caspasas en este tipo de muerte se utilizd un inhibidor de
irreversible de éstas, QVD.oPH. Ademas, se evalué la actividad
de la caspasa 3, la principal caspasa efectora, a 24 horas con el
ICs obtenido. Por Gltimo, para analizar la produccion de especies
reactivas de oxigeno (ROS) por Aunp’s en esas células, se
realizd un ensayo utilizando el diacetato de 2’-7’-
diclorofluoresceina (DCFDA), el cual en presencia de ROS es
desacetilado en DCF, cuya fluorescencia puede ser detectada por
citometria de flujo*. Todos los experimentos fueron realizados al
menos por triplicado. Como control positivo se utilizéd el
etopdsido, un inductor de apoptosis clasica.
Resultados y discusion

Los resultados de la medicion de tamafio, potencial Z y
resonancia del plasmén superficial, indican que se obtuvieron
nanoparticulas de oro con un tamafio de 2 a 10 nm, con un valor
de potencial Z de 100mV, sugiriendo su estabilidad en solucion®.

Los ensayos de MTT mostraron la reduccién de la actividad
metabdlica, tiempo y concentracion dependiente, para ambas
lineas celulares siendo la I1Cso en las células HeLa de 50 uM y 75
pM para las células MCF-7. Sin embargo, estos resultados no
demuestran en realidad si existe muerte celular ya que las células

no solo pierden su capacidad metabélica al morir®.

Los andlisis de citometria de flujo establecieron que, en efecto,
el tratamiento provoca muerte celular (permeabilidad en la
membrana  plasmatica) regulada (con exposicion  de
fosfatidilserina) en ambas lineas celulares, después de ser
tratadas con las respectivas ICso por 24 horas. Al inhibir la
actividad de las caspasas con QVD’ se observo que la muerte
celular inducida por el tratamiento no es dependiente de dicha
actividad en ninguna de las dos lineas celulares; ademéas se
observo que existe un 30% de células Hela con caspasa 3 activa,
sin embargo, se ha demostrado que dicha actividad no es siempre
necesaria para la induccién de la muerte, sino que puede estar
involucrada en otros procesos®.

Finalmente, maltiples estudios han demostrado que la
citotoxicidad inducida por las Aunp’s esta ligada a la produccion
de ROS, por lo que se busco determinar si estas Aunp’s también
inducen su produccidn. Efectivamente, los niveles de ROS se
incrementaron en un 35% utilizando el I1Cso de ambas lineas
celulares, concordando con la literatura que indica que las
nanoparticulas metalicas, pueden inducir estrés oxidativo en las
células®.

Conclusiones
Se lograron sintetizar nanoparticulas de oro recubiertas de quitosano de
10 nm, y se determind que generan citotoxicidad en las células MCF7 y HelLa,
induciendo ademés alteraciones asociadas a muerte celular regulada. El efecto
citotoxico que las Aunp’s generan es independiente de la actividad de
caspasas pero conlleva la generacion de especies reactivas de oxigeno, cuya
produccién es necesaria para la induccion de la muerte celular de células
HelLa y MCF-7. Estos resultados contribuyen a tener un conocimiento mas
preciso del efecto de las nanoparticulas de oro recubiertas con quitosano frente
a células tumorales.
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