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RESUMEN

La recurrencia tumoral que se presenta de manera postoperatoria representa una
problematica debido a que estos nuevos tumores presentan resistencia a
tratamientos convencionales, por esto la importancia de utilizar tratamientos
efectivos de manera preoperatoria. Las nanoparticulas han representado una gran
area de oportunidad debido a sus multiples usos en el tratamiento contra el cancer.
En este estudio evaluamos el efecto de AgNPs-G (nanoparticulas de plata
reducidas con B-D-glucosa) para reducir el volumen tumoral y prevenir la

recurrencia tumoral.

Se evalu6 el efecto citotoxico de las AgNPs-G sobre la viabilidad de células de
la linea 4T1 mediante el método de rezasurina, asi como evaluar su efectividad
de manera ex vivo en un tumor previamente removido de un raton. Posteriormente
en un modelo in vivo de ratones portadores de tumor, se registr6 el volumen
tumoral de los ratones que recibian diferentes concentraciones de AgNPs-G.
Finalmente, después de remover quirtrgicamente el tumor de los ratones, se
monitoreo la aparicion de nuevos tumores y se comprobd la presencia de nodulos

metastasicos en pulmon al tefiirlos con solucion de Bouin.

Las AgNPs-G mostraron ser efectivas al reducir la viabilidad en un 100% en un
periodo de 24h a una concentracién de 8.1 pg/mL, sin embargo, este efecto
disminuye frente a un tumor sélido, debido a que solo se reduce la viabilidad en
un 68% con las condiciones previamente descritas, por lo tanto, se utilizaron
concentraciones mas altas en los modelos in vivo. En ratones portadores de tumor
se observo una disminucion del volumen tumoral que llegd hasta los 100 mm?,
ademas de que no se observo presencia de recurrencia en los ratones tratados con
AgNPs-G, sin embargo, si se observo la presencia de nédulos metastésicos en
pulmén, con un conteo maximo de 6 nddulos en los grupos de AgNPs-G, y un

conteo maximo de 10 en el grupo control.

Las AgNPs-G demostraron ser eficaces al disminuir la viabilidad de células de la
linea 4T1, asi como disminuir el volumen tumoral de ratones portadores de tumor

y mejorar su sobrevivencia al disminuir la recurrencia tumoral.



ABTRACT

Tumor recurrence that occurs postoperatively represents a problem since these
new tumors are resistant to conventional treatments, hence the importance of
using effective treatments preoperatively. Nanoparticles have represented a great
area of opportunity due to their multiple uses in cancer treatment. In this study
we evaluated the effect of AgNPs-G (silver nanoparticles reduced with B-D-

glucose) to reduce tumor volume and prevent tumor recurrence.

The cytotoxic effect of the AgNPs-G on the viability of cells of the 4T1 line was
evaluated using the rezasurin method, as well as evaluating its effectiveness ex
vivo in a tumor previously removed from a mouse. Subsequently, in an in vivo
model of tumor-bearing mice, the tumor volume of mice receiving different
concentrations of AgNPs-G was recorded. Finally, after surgically removing the
tumor from the mice, the appearance of new tumors was monitored and the
presence of metastatic nodules in the lung was confirmed by staining them with

Bouin's solution.

The AgNPs-G showed to be effective by reducing viability by 100% in a period
of 24h at a concentration of 8.1 pg/mL, however, this effect decreases against a
solid tumor, because viability is only reduced in 68% with the conditions
previously described, therefore, higher concentrations were used in the in vivo
models. In tumor-bearing mice, a decrease in tumor volume was observed that
reached up to 100 mm3, in addition to the fact that no recurrence was observed
in mice treated with AgNPs-G, however, the presence of metastatic nodules in
the lung was observed. , with a maximum count of 6 nodules in the AgNPs-G

groups, and a maximum count of 10 in the control group.

The AgNPs-G proved to be effective in reducing the viability of cells of the 4T1
line, as well as decreasing the tumor volume of tumor-bearing mice and

improving their survival by decreasing tumor recurrence.



1. INTRODUCCION

El cancer de mama tiene una estimacion de 2.3 millones de casos nuevos al afio
y ocupa el quinto lugar de decesos por cancer (Sung, et al. 2021), ademas en
Meéxico, Nuevo Leon, presenta una de las tasas mas altas de mortalidad en 2020
por cancer de mama de acuerdo con el INEGI. Dentro de los diferentes
subgrupos moleculares en los que se divide el cancer de mama, el subtipo triple
negativo (TNBC) se caracteriza por la ausencia de los receptores ER, PR y HER2,
siendo este considerado uno de los mas agresivos debido a su rapida proliferacion
ademas de que las opciones terapéuticas se ven reducidas (Dai, et al., 2015).
Ademas del pobre prondstico que pueden presentar los pacientes con cancer de
mama triple negativo, también tienen que enfrentarse a la recurrencia tumoral.
Este es un problema de gran importancia y se define como el cancer que vuelve
a reaparecer después de un tratamiento (NCI,2020) y representa una de las
principales causas de muerte relacionadas al cancer de mama (Moody et al,
2005). Comparado a otros subtipos moleculares de cancer de mama, el cancer
triple negativo generalmente estd asociado a un alto riesgo de recurrencia local y
distante (Chacon y Costanzo,2010). Una terapia neoadyuvante para cancer de
mama se considera como una opcidn terapéutica segura y efectiva para tratar
tumores primarios grandes y para cancer de mama avanzado (Thompson y
Moulder, 2012). En esta terapia los pacientes reciben un tratamiento sistémico o
local antes de remover el tumor de manera quirargica (Selli y Sims,2019). Una
terapia neoadyuvante presenta ventajas como: reduccion de tumor, incrementar
la operabilidad, erradicacion o prevencion de micro metastasis, ademas permite
a los pacientes una cirugia para conservar el seno en lugar de realizar
mastectomia (McElnay, 2014; Selli, 2019). Dentro de las terapias previas que el
paciente puede recibir se encuentra la quimioterapia y la radioterapia, sin
embargo, existe evidencia de como las células cancerosas son capaces de resistir
estas terapias, esta resistencia puede ocurrir debido a mecanismos intrinsecos o

adaptativos (Echeverria, et al; 2019). La reseccion de tejido tumoral es de gran



importancia para contribuir a un plan de tratamiento efectivo. Sin embargo, existe
evidencia la cual reporta que en algunos pacientes se pueden presentar
consecuencias negativas debido a un trauma quirdrgico que por mas minimo que
sea puede desencadenar problemas postoperatorios como hemorragias,
infecciones en el sitio de la herida, ademas de provocar procesos fisioldgicos los
cuales a su vez pueden promover metastasis postoperatoria y recurrencia tumoral,
esto no es indicativo de que los procesos quirturgicos deben ser abandonados, ya
que estos efectos negativos solo se presentan en algunos pacientes. Ademas de
esto los tratamientos locales y sistémicos convencionales que son administrados
de manera postoperatoria pueden causar inmunosupresion y contribuir a la
supervivencia de células tumorales aunado a un retraso en la sanacion de la herida
(Deptula, 2019; Alieva, 2018).

Dentro de los diferentes nanomateriales que han emergido como opciones
terapéuticas, las nanoparticulas de plata (AgNPs) han sido empleadas en varias
aplicaciones clinicas debido al potencial antimicrobiano que presentan, asi como
su capacidad citotoxica contra células de mamifero. Ademas, se ha demostrado
que estas poseen un efecto antitumoral in vivo en ratones inmunocompetentes,
indicando que estas nanoparticulas activan inmunidad antitumoral en un
microambiente tumoral (Kovacs,2022;Riaz,2017). A pesar de que ya se tiene
reportado el efecto citotoxico de las nanoparticulas de plata, multiples
investigaciones han evaluado su uso en el cuidado de heridas, con esto se ha
demostrado que a ciertas concentraciones son capaces de contribuir a la
regeneracion de tejido al estimular fibroblastos que residen en la herida, ademas
de células inmunes y queratinocitos (Gunasekaran, et al,2012), sin embargo, no
existen pruebas que evaltien su capacidad en el cuidado de herida postoperatoria
para remover un tumor solido.

En este estudio, evaluamos la capacidad de nanoparticulas de plata reducidas
con B-D-glucosa para emplearse como tratamiento neoadyuvante para reducir
tamafio tumoral y su control en recurrencia tumoral de manera postoperatoria,
ademas de su capacidad para contribuir al cuidado de una herida quirargica la

cual fue hecha con el propdsito de realizar una reseccion de tumor.



2. ANTECEDENTES

2.1 Cancer
El céncer es una enfermedad caracterizada por la proliferacion celular

descontrolada y diseminacion a otras partes del cuerpo (NCI,2021). A nivel
celular, el desarrollo del cancer puede verse como un proceso el cual sigue varios
pasos e involucra mutacion y seleccion de células las cuales incrementan su
capacidad para proliferar, supervivencia y metastasis. Uno de los primeros pasos
en este proceso es la iniciacion del tumor, dada por alteraciones genéticas que
llevan a un aumento en la poblacion celular; la progresion del tumor contintia con
mutaciones adicionales las cuales pueden conferir ciertas caracteristicas como un

rapido crecimiento (Cooper,2000).

2.2 Cancer de mama y su incidencia
De igual manera, como se menciond anteriormente, el cancer de mama se

desarrolla debido a dafios en el ADN y mutaciones genéticas influenciadas por la
exposicion a estrégeno; aunado a esto, genes pro cancerosos como BRCAL1 y
BRCA2 aumentan el riesgo de desarrollo de este tipo de cancer (Alkabban y
Ferguson;2021). Este cancer se puede presentar diferentes clasificaciones
moleculares, esto basandose en la expresion de ciertos receptores; se han
identificado diferentes subtipos los cuales se han clasificado como Luminal,

HER-2 enriquecido, Basal y Normal (Perou, et al;2000).

2.3 Cancer triple negativo
Este tipo de cancer se caracteriza por la falta de expresion de los receptores ER,

PR y HER2, ademas este tipo de cancer constituye alrededor del 20% de todos
los canceres de mama, aunado a su prevalencia en mujeres menores a 40 afios
(Foulkes, et al;2010; Lukasieweicz, et al;2021; Plasilova, et al;2016). Debido a
la falta de expresion de los receptores previamente mencionados, las opciones
terapéuticas para este cancer disminuyen, haciendo que este sea un cancer mas
agresivo y tienda para relacionarse mas con un peor pronostico (Newman, et al,

2014).

2.4 Recurrencia tumoral
La recurrencia tumoral sucede cuando el tratamiento primario no remueve por

completo a las células cancerosas (NIH,2020). Dentro de los diferentes subtipos



de céncer de mama, se ha reportado que el TNBC es el que presenta mas
recurrencia en comparacion de otros subtipos. Dent y colaboradores observaron
que durante un periodo de 10 afos, 200 pacientes con cancer triple negativo
mostraron una tasa de recurrencia mas alta en comparacion de los subtipos que
no eran triple negativo. Esta recurrencia suele ser temprana en 6rganos como
pulmones principalmente y cerebro, aparte la supervivencia de los pacientes con
TNBC es menor en comparacion de otros subtipos (Pogoda, et al,2013).

Debido a la problematica que representa la recurrencia tumoral, han surgido
modelos animales los cuales permiten la investigacion eficaz de tratamientos
contra recurrencia tumoral local o distante. Los modelos de trasplantes de
aloinjertos se originan a partir de células o tumores derivados de raton los cuales
son trasplantados a un raton. El uso de estos modelos permite prevenir el rechazo
del huésped hacia el tejido y la evaluacion del sistema inmune en la progresion
del cancer para de esta manera identificar nuevas oportunidades terapéuticas
(Serrels et al; 2015).

Li y colaboradores utilizaron ratones LSL-Kras®'?P, Trp53 y Pdx1-Cre y la
técnica de trasplante de tejido tumoral, de esta manera construyeron un modelo
murino con aloinjertos implantados de manera subcutianea/ortotopico. Se
implemento el uso de gemcitabina para evaluar la respuesta quimioterapéutica de
los aloinjertos. Observaron que estos aloinjertos fueron capaces de replicar la
patologia histoldgica y la alta proliferacion de células de adenocarcinoma ductal
pancreatico. Por lo tanto, llegan a la conclusion de que estos aloinjertos son

efectivos para investigar la progresion y tratamiento del cancer.

2.5 Terapia neoadyuvante
Una terapia neoadyuvante o terapia preoperatoria, se define como la

administracién de un tratamiento sistémico o local antes de un procedimiento
quirurgico para remover un tumor sélido (Mieog, et al; 2007). Este esquema de
tratamiento preoperatorio empezo a usarse en pacientes con cancer de mama
alrededor de los 80s, debido a las diferentes ventajas dentro de las cuales se
encuentran: reducir el tamafio del tumor lo que a su vez mejora la operabilidad,

erradica o previene la micrometastasis, ademas de que permite que pacientes de



cancer de mama sean candidatos a una cirugia conservativa de mama en vez de
una mastectomia, lo cual se asocia con menor morbilidad ademés de que mejora
la imagen corporal (Kiebert, 1991; McElnay, 2014).

Diferentes estudios han investigado la eficacia que puede presentar un esquema
de tratamiento neoadyuvante. En una revision presentada por Mieog y
colaboradores, discuten sobre resultados de diferentes investigaciones en los
cuales se muestra que una terapia neoadyuvante en general tiene un ratio de
supervivencia equivalente a aquellos pacientes con una terapia adyuvante, sin
embargo, en pacientes con cancer de mama una terapia neoadyuvante les permite
ser candidatos a cirugias conservativas de seno en vez de una mastectomia,
ademas de que este esquema de tratamiento estd asociado con una disminucion

en efectos adversos.

2.6 Nanomateriales
Las nanoparticulas, son particulas de al menos una dimensiéon més pequefia de

I um, sin embargo, este umbral de tamafo varia dependiendo del tipo de material
y no deberia ser base para la clasificacion de nanoparticulas. Estas pueden tener
formas amorfas o cristalinas, y sus superficies pueden actuar como acarreadores
de gotas de liquidos o gases. Las propiedades unicas que presentan las
nanoparticulas las hacen ideales para aplicarlas en multiples campos, dentro del
cual se encuentra la medicina; estas pueden mejorar el diagnostico y tratamiento
de enfermedades.

Dentro de las aplicaciones médicas que se les puede dar a las nanoparticulas estan
como nanofibras, las cuales se pueden utilizar para reparar células del sistema
nervioso central y posiblemente otros organos (Ellis, et al; 2006). Ademas de
esto, nanoparticulas de plata y dioxido de titanio tienen un efecto antimicrobiano
y tienen uso como revestimiento para mascaras quirtrgicas (Li, et al; 2006). Otra
aplicacion de gran relevancia es la entrega de farmacos, esto debido a su
capacidad de penetrar de manera especifica 6érganos y células (Uhrich, et al;

1999).

2.7 Nanoparticulas metalicas
Dentro de las diferentes nanoparticulas metalicas que continuamente se han

usado y modificado, se encuentran las de 6xido férrico. Debido a su tamafio, a
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sus propiedades magnéticas y biocompatibilidad, estas nanoparticulas han
surgido como candidatos a diferentes aplicaciones biomédicas, entre las cuales
se encuentra su uso como agentes de contraste para imagen de resonancia
magnética, esto se debe a que al tener una gran magnetizacion pueden proveer de
imagenes de alta calidad, ademas de otros sus para deteccidon temprana de
inflamacion, cancer, diabetes y aterosclerosis (Morales, 2003; Kooi, 2003).

Debido a las propiedades Opticas que presentan las nanoparticulas de oro, estas
son sujetos de numerosas investigaciones, y aplicaciones que varian desde
electronica, ciencia de materiales y biologia (Rao, et al.; 2000). Sin embargo,
también se ha establecido su uso contra el cancer, ya sea como terapia o para
entrega de farmacos (Cai y Sun,2008). Se ha reportado que cuando las
nanoparticulas de oro son irradiadas con pulsos laser enfocados a una longitud
de onda adecuada, estas nanoparticulas son capaces de eliminar células

cancerosas (Zharov, et al; 2006)

2.8 Nanoparticulas de plata
Dentro de los diferentes tipos de nanomateriales usados, las nanoparticulas de

plata han destacado debido a su capacidad antimicrobiana y su uso en varios
aspectos clinicos (Galindo et al,; 2020), esto debido a que su naturaleza nano les
permite ser aprovechadas para funciones como acarreadores de farmacos hacia
un tejido especifico, modificar su superficie para usos los cuales sean
convenientes, ademas de que las nanoparticulas de plata presentan una capacidad
intrinseca de citotoxicidad debido a iones de Ag (Kovacs, et al; 2022). Sin
embargo, su principal desventaja es la misma capacidad citotoxica que estas
mismas poseen, esto se debe a que son capaces de afectar células sanas también,
debido a esto, se prefiere que estas sean administradas o se acumulen en el tejido
canceroso, esto con el fin de evitar dafio a otros 6rganos. Para lograr esto, las
nanoparticulas de plata pueden dirigirse al tumor de manera pasiva o activa, de
esta manera se acumulan a altas concentraciones en el tumor.

La acumulacién pasiva se debe a una arquitectura Unica que presentan los
tumores, esto debido a la angiogénesis derivada del tumor que da lugar a una

capa endotelial atipica y una vasculatura fenestrada, que en conjunto con un



sistema linfatico deteriorado es capaz de guiar la penetracién y acumulacion de
las nanoparticulas en el tejido tumoral (Maeda, et al; 2013).

La acumulacion activa, en comparacion de la pasiva, se basa en la integracion de
compuestos a la superficie de la nanoparticula, usualmente se utilizan anticuerpos
los cuales recubren las nanoparticulas, sin embargo, estos no llegan a incrementar
la localizacion del tumor, sino que incrementan la internalizacion de esta, esto da
lugar a un efecto terapéutico mejorado lo cual es de gran importancia en

tratamiento contra el cancer (Kirpotin, et al;2006).

2.9 Efecto citotoxico
Una vez que las nanoparticulas de plata llegan al sitio del tumor estas ejercen su

funcion al interactuar con las células cancerosas y otros componentes que se
encuentran en el ambiente tumoral. Una vez que estas llegan a la célula, su efecto
citotoxico comienza con la internalizacion de la misma nanoparticula, la cual
puede suceder principalmente por endocitosis (Zhang, et al;2014).

Una vez que las nanoparticulas son internalizadas, estas pueden encontrarse en
organelos como mitocondrias o en el nucleo, sin embargo, esta localizacién es
dependiente del tamaio de la nanoparticula y de modificaciones que est4 presente
en la superficie (AshaRani, et al;2009). Ya que las nanoparticulas estan
internalizadas, estas pueden causar diversos efectos, entre los cuales estan el
estrés oxidativo, deterioro de la membrana celular que seguido de este, arresto
del ciclo celular, respuestas inflamatorias, dafio al ADN y apoptosis (Zhang, et
al;2014).

Diferentes estudios han mostrado la capacidad antitumoral de las nanoparticulas
de plata sobre diferentes lineas celulares cancerosas, pero con gran interés en
lineas de cancer de mama. Swanner y colaboradores estandarizaron una sintesis
de nanoparticulas de plata, el resultado fueron nanoparticulas de diferentes
tamanos (5,25,50 y 75 nm) y forma esférica. Al ser administradas de manera
sistémica se comprobo que estas no tienen un efecto toxico, ademas de que estas
actuaban de manera selectiva contra células cancerosas en un modelo murino con

xenoinjertos.



Artiukh y colaboradores observaron que su sintesis de nanoparticulas de plata
ocasiona cambios morfoldgicos en la linea celular Hep-2, ademés de esto
observaron que el efecto citotdxico en una linea celular sana como es BHK-21
requeria una concentracion mayor de nanoparticulas en comparacion de las
células cancerosas, ya que, para alcanzar una concentracion citotoxica media, la
linea Hep-2 requeria de 2.19 ug/mL de nanoparticulas, mientras que la linea
BHK-21 requeria de 10.92 ug/mL.

Como se ha observado, las nanoparticulas de plata han presentado una actividad
citotoxica contra diferentes lineas celulares cancerosas, sin embargo, son pocos
los reportes que se tienen de la efectividad de las nanoparticulas de plata en
ensayos clinicos. Singh y colaboradores, reportaron el caso de un paciente de 77
afnos el cual presentaba cancer de células escamosas en cabeza y cuello, con
metastasis a pulmén e higado. Tratamientos convencionales como cirugia,
radioterapia y quimioterapia no fueron efectivos eliminando el céncer, por lo
tanto, el paciente se encontraba en hospicio. Al ver que todos los tratamientos no
habian sido eficaces, el paciente decididé empezar la ingesta de nanoparticulas de
plata, esto de manera diaria durante 3 meses. Mediante la caracterizacion de estas
nanoparticulas se observo que estas presentaban tamanos que iban desde los 3
hasta 12 nm. No se observaron efectos citotdoxicos en el paciente, ademas
presento una regresion total de su cancer. Después de 18 meses el paciente seguia

con ausencia de cancer.

2.10 Terapia dirigida contra ciancer con nanoparticulas
Uno de los métodos mas comunes para la sintesis de nanoparticulas de plata es a

través de la reduccion quimica de iones de plata en una solucidon con diferentes
agentes reductores, entre los cuales se encuentran el citrato de sodio, glucosa,
formamida y el aminoacido tirosina. Esto da la posibilidad de controlar o influir
en aspectos fisicos de las nanoparticulas como tamafio y forma, ademas de incluir
grupos funcionales en su superficie haciendo que estas sean atractivas para
diferentes aplicaciones (Pettegre, et al,; 2014).

Las células cancerosas se caracterizan por membranas anormales, cambios en su

metabolismo, presencia de receptores de lectina y sobreexpresion de



transportadores de glucosa (GLUT), dichas caracteristicas permiten que se
desarrollen nuevas estrategias con nanoparticulas modificadas para incrementar
la interaccion de las nanoparticulas con las células (Torres-Perez, et al;2020).
Wang y colaboradores sintetizaron nanoparticulas a partir de manosa, esto con el
fin de usarlas para la deteccidon de cancer. Observaron que estas nanoparticulas
eran capaces de interactuar de manera preferente a células cancerosas de lineas
celulares HepG-2 y MCF-7.

Hasta nuestro conocimiento, todavia no hay investigaciones las cuales evaltien el
efecto citotoxico que ejercen nanoparticulas de plata reducidas con algun
monosacarido contra células cancerosas, sin embargo, Pettegrew y colaboradores
(2014) elaboraron una sintesis de nanoparticulas de plata utilizando diferentes
monosacaridos como ribosa, fructosa, sorbosa, glucosa, xilosa y galactosa. A
partir de sus resultados concluyen que sus nanoparticulas reducidas con glucosa
reducen de manera mas efectiva el crecimiento microbiano en comparacion con

otros monosacaridos.



3 JUSTIFICACION

Debido a la resistencia que las células cancerosas pueden desarrollar contra
tratamientos actuales, ademas de los efectos adversos que presentan los mismos,
es de gran relevancia la evaluacion de nuevas terapias las cuales sean efectivas
en eliminar estas células, ya que las mismas pueden ser capaces de volver a
formar un tumor sélido, esto se conoce como recurrencia y puede ser tanto local
como distante. Nosotros proponemos el uso de nanoparticulas de plata debido al
efecto citotoxico que estan tienen sobre células cancerosas, esto con el objetivo

de ser utilizadas en una terapia neoadyuvante.

10



4 HIPOTESIS

Las nanoparticulas de plata reducidas con 3 -D-glucosa empleadas como terapia
neoadyuvante disminuyen la recurrencia de cancer de mama en el modelo murino

4T1.
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S OBJETIVO GENERAL

e [Evaluar el efecto sobre la recurrencia tumoral empleando AgNPs

reducidas con § -D-glucosa en un modelo murino de cancer de mama.

5.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Evaluar diferentes concentraciones de AgNPs reducidas con 3 -D-glucosa
sobre la viabilidad de células 4T1.

e Evaluar el efecto citotdoxico ex vivo de las AgNPs reducidas con B -D-
glucosa sobre fragmentos tumorales.

e Determinar la reincidencia tumoral en ratones BALB/c con AgNPs
reducidas con B -D-glucosa empleada como terapia neoadyuvante y

posterior una reseccion de tumor.
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6 MATERIALY METODOS

6.1 Sintesis de nanoparticulas de plata (AgNPs-G) reducidas con f -D-
glucosa
La sintesis de AgNPs-G se realizo6 siguiendo la metodologia descrita por

Panzarini E et al. (2017) y Felix Pina et al; (2023) con algunas
modificaciones que se detallan a continuacion. Se colocaron 10 ml de
solucion acuosa 0,3 M de B-D-glucosa en un vaso de precipitados
expuesto a un bano de agua en glicerol a 120 °C durante 5 minutos.
Posteriormente, se agregaron gota a gota 100 uL de solucion de AgNO3
2.5 mM y 10 pL de solucion de NaOH 0.1 M hasta observar un cambio
de color amarillo, indicativo de la formacién de AgNPs-G. En todas las
preparaciones se utiliz6 agua desionizada preparada con un sistema
integral de purificacion de agua Milli-Q (Merck Millipore, Billerica, MA,
EE. UU.).

6.2 Ensayo de viabilidad por Rezasurina
Se cultivaron 5,000 células de la linea 4T1 por pozo en placas de 96

pozos, permitiendo su adherencia.

Posterior a 2 dias las células se trataron a las concentraciones de 0, 5.4,
6,75, 8.1,9.45,10.8, 12.3, 13.5 y 16.2 pg/mL de AgNPs-G durante 24h.
Después del tiempo de incubacion, se retir6 el tratamiento y se realizaron
lavados con PBS 1X para administrar 100 pL de medio DMEM con
resazurina al 20% y se incubo por un periodo de 2 horas en condiciones
estandar. Una vez cumplido el tiempo de incubacién las placas fueron
leidas a una longitud de onda de excitacion de 535 y 595 nm de emision

en un lector TECAN.

6.3 Induccion de tumor
Los tumores se generaron mediante inyeccion subcutanea (s.c.) de 1x10°

células tumorales 4T1 en el lomo afeitado del raton.
El raton fue sacrificado mediante dislocacion cervical para
posteriormente extirpar el tumor el cual fue lavado con PBS 1X y

seccionado en partes iguales con un volumen aproximado de 700 mm? .
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6.4 Estudios de dosis de nanoparticulas de plata
A partir de la metodologia anterior, se tomaron tumores de un volumen

de 700mm? de los cuales fueron incubados a concentraciones 8.1 y 16.2
ng/mL de AgNPs-G durante un dia en tubos eppendorf de 2mL. Después
del tiempo de incubacion los tumores fueron retirados del tratamiento
para posteriormente mediante maceracion del tumor aislar células y
realizar un conteo total de células utilizando una cdmara de Neubauer.
6.5 Determinacion de plata en diferentes 0rganos

Ratones de la cepa BALB/c seran divididos en dos grupos, ratones que
reciban AgNPs-G de manera i.v. y ratones que las reciban de manera i.t.
Para los ratones que recibieron el tratamiento via i.v. se administraron
50uL a una concentracion de 32.4 pg/mL de manera diaria durante dos
semanas. Para los ratones que recibieron el tratamiento de manera i.t.,
primero se inducird un tumor como se describio previamente, posterior a
esto se administraron S0pL a una concentracion de 32.4 pg/mL de manera
diaria e i.t. durante un periodo de dos semanas. Una vez finalizado el
periodo de dos semanas, los ratones fueron sacrificados para remover los
siguientes Organos: corazén, pulmones, piel, higado, rifion, vesicula,
bazo, tibia y tumor para los ratones portadores de tumor. Los érganos
fueron mantenidos a una temperatura de -20°C para posteriormente
realizar la deteccion de plata mediante espectrometria de emision Optica
de plasma de acoplamiento inductivo. Las muestras se prepararon al
homogenizarlas individualmente mediante molienda. Posteriormente se
pesaron 0.5g de la muestra en un matraz de 100mL para un sistema de
digestion por microondas, afiadir SmL. de HNO3 en el matraz para el
sistema de digestion y posteriormente anadir SmL H»O; y se cubrio el
matraz sin sellarlo. Se realizd una predigestion de 10 minutos a
temperatura ambiente. Posteriormente se realizé la digestion en el sistema

de digestion por microondas a 200°C durante 20 min. Al finalizar el
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tiempo de digestion se dejo enfriar el matraz para posteriormente afiadir
SmL de HCL a 35% (w/v) en el matraz durante 20 min. Se transfirio la
muestra a un matraz de S0mL para diluir ese volumen en H>O. Después
de esto, las muestras fueron filtradas por un filtro sin ceniza para muestras
turbias que contenian grasas, posteriormente se descartaron los primeros
20mL y se recolecto el sobrante. Finalmente se hara la deteccion de plata
en un espectrometro de emision Optica de plasma de acoplamiento

inductivo.

6.6 Terapia neoadyuvante y modelo de reseccion
Siguiendo la metodologia anterior, se realiz6 una induccion de tumor en

un ratdn para posteriormente extraerlo y ser seccionado en fragmentos
tumorales con un volumen aproximado de 700 mm?.

Para la implantacion de los fragmentos tumorales se utilizaron ratones de
la cepa Balb/C los cuales fueron anestesiados con ketamina (75
mg/kg)/xylazine (15 mg/kg) para posteriormente realizar una incision de
Icm en el lomo afeitado del raton, después de introducir el fragmento
tumoral la herida fue cerrada con sutura de Nylon 4-0 y el area fue
limpiada con H20.

Después de 6 dias posterior a la implantacion de los fragmentos
tumorales, los ratones que tenian tumores 4T1 recibieron inyecciones
intratumorales (i.t.) de agua inyectable, AgNPs-g (16.2 y 32.4 ug/mL),
dosis tnica de doxorrubicina (10mg/kg via intraperitoneal) de manera
diaria durante 15 dias después de la implantacion del tumor. Todos los
volimenes de inyeccion fueron de 50 uL.

Los tumores fueron extirpados el dia 16 como se describid previamente.
Brevemente, los ratones fueron anestesiados utilizando ketamina (75
mg/kg)/xylazine (15 mg/kg) y el area alrededor del tumor se afeitd
utilizando una recortadora. El 4rea quirurgica fue luego desinfectada con
etanol al 70 %. Posteriormente se extirpo el tumor primario levantando el

tumor con forceps y cortando alrededor de la base usando un bisturi
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quirargico. Se cauterizaron los vasos sanguineos que alimentan el tumor
primario y el sitio de reseccion se cerr6 con suturas de Nylon 4-0.

Después de la reseccion del tumor primario, los ratones fueron
monitoreados diariamente para la recurrencia del tumor primario y la
morbilidad. Cualquier raton que experimentd una recurrencia del tumor
primario se excluy6d del estudio. Cualquier ratén que experimente una
pérdida de peso significativa o dificultad para respirar fue sacrificado y
los pulmones fueron retirados para confirmar la muerte debido a la
enfermedad metastasica. Los ratones que sobrevivieron 170 dias después

de la reseccion se consideraron curados.

6.7 Analisis estadistico
Los resultados obtenidos fueron validados mediante el analisis estadistico

ANOVA de una via, seguido de una prueba post-hoc con una

significancia estadistica de p<0.05 utilizando el programa Graph Pad 9.
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7 RESULTADOS
7.1 Las nanoparticulas de plata disminuyen la viabilidad de células 4T1
in vitro
La exposicion de las nanoparticulas de plata a células de la linea 4T1 causa un
decremento dependiente de concentracion en la viabilidad de las células 4T1
(Figura 1). Existe una diferencia altamente significativa entre la viabilidad de
todas las concentraciones de nanoparticulas que fueron utilizadas con respecto al
control. Ademas de esto se puede observar que no existe una diferencia
significativa entre las concentraciones 8.1 hasta 16.2 pg/mL. Se establecio la

concentracion de 8.1 pg/mL como la CC100.
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Figura 1. Disminucion de la viabilidad celular de la linea 4T1 por inducido por las nanoparticulas
de plata reducidas con B-D-glucosa (AgNPs-G). Las células fueron tratadas a diferentes
concentraciones de AgNPs-G| durante un periodo de 24 horas y posteriormente la viabilidad fue
determinada mediante el método de Rezasurina. Letras (a,b,c y d) representan diferencia
significativa (p <0.05). Los resultados fueron analizados a partir de una prueba ANOVA.

7.2 Efecto citotoxico de las nanoparticulas de plata sobre un tumor in
vitro.

Tumores formados a partir de una linea celular 4T1 con un volumen aproximado
de 700 mm fueron expuestos a las concentraciones 8.1 y 16.2 pg/mL de AgNPs-
G durante un periodo de 24 h (Figura 2). A partir de un conteo total de células
por azul tripan se observo que la concentracion de 8.1 ug/mL es menos efectiva

al reducir la viabilidad de células tumorales cuando es expuesta a un tumor sélido
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de células 4T1, sin embargo, la concentracion de 16.2 ng/mL mantiene un mejor
efecto citotoxico sobre las células del tumor. Por lo tanto, se utilizaron las
concentraciones mas altas (16.2 y 32.4 pg/mL) para los posteriores estudios de

la terapia neoadyuvante.

100 -
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Figura 2. El efecto citotoxico de las AgNPs-G disminuye contra un tumor sélido. Tumores
formados a partir de células 4T1 con un volumen aproximado de 700 mm? fueron tratados con
las concentraciones de 8,1 y 16.2 pg/mL durante 24 horas posteriormente el tejido fue disgregado
por perfusion y la viabilidad de las células se determind por azul tripan. Letras (a,b y c)
representan diferencia significativa (p <0.05 Los resultados fueron analizados a partir de una
prueba de ANOVA.

7.3 Biodistribucion de plata
Al administrar de forma i.v. nuestras AgNPs-G se observa que hay una
distribuciéon de estas hacia diferentes oOrganos, acumulandose de manera
preferente en vesicula, bazo y rinén (Figura 3). Sin embargo, cuando son
administradas de manera i.t. se observa una gran acumulacion de plata en el
tumor. A partir de estos resultados se optara por una via de administracion i.t.
para de esta forma tener un efecto local de las AgNPs-G.
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Figura 3. La plata se acumula en diferentes 6rganos al administrarse i.v. pero de manera i.t. existe
una gran acumulacion de plata en tumor. Ratones BALB/c fueron administrados con AgNPs a
una concentracion de 32.4 pg/mL en un periodo de dos semanas.

7.4 Efecto neoadyuvante de las AgNPs-G sobre un modelo murino
A partir del dia 6 existe una diferencia altamente significativa entre los

tratamientos con respecto al control (Figura 3). En los dias posteriores se observa

un aumento en el volumen tumoral del grupo control, esto hasta el dia 16 en el
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cual se removid quirargicamente el tumor. Para el Gltimo dia de tratamiento, el
volumen final de los tumores de ratones que recibieron tratamientos con las
AgNPs-G o DOX, oscilaba en un rango entre 100 y 200 mm?, por otra parte, el
grupo control alcanzd en promedio un volumen final de 2125 mm?>. A partir de
estos resultados se puede observar que las concentraciones empleadas a partir de
las AgNPs disminuyen el volumen tumoral, ademas de presentar un efecto

similar a quimioterapias convencionales como la DOX.
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Figura 4. Las AgNPs-G disminuyen el volumen tumoral al ser empleadas de manera
neoadyuvante. Ratones portadores de tumor fueron tratados intratumoralmente de manera diaria
durante 16 dias (n=5). El volumen tumoral fue medido cada 5 dias. El grupo control solo se
administro solucion fisiologica, los grupos con AgNPs-G consistieron dos concentraciones de
16.2 y 32 ug/mL, ademas de DOX. Letras (a y b) representan diferencia significativa (p <0.05
Los resultados fueron analizados a partir de una prueba de ANOVA.

7.5 Terapia neoadyuvante con AgNPs-G reduce la recurrencia tumoral
Después de la administracion de los tratamientos, se realiz6 una reseccion del

tumor. Los ratones se mantuvieron vivos por un periodo de 170 dias. Durante el
tiempo de monitoreo se registrd el peso corporal de los ratones, a partir del dia
17 se observo un aumento en el peso de los ratones, sin embargo, ningiin grupo
presentd una perdida significativa de peso durante el monitoreo (Fig. 4B).

Ratones portadores de tumor que recibieron inyecciones i.t. de solucion
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fisiologica presentaron una recurrencia distante a partir del dia 60 del monitoreo.

Por otra parte, los grupos al los que se administré6 AgNPs-G a una concentracion

de 16.2 pg/mL, 32.4 pg/mL y DOX no mostraron una recurrencia evidente

durante el periodo de monitoreo, demostrando que las AgNPs-G administradas

mejoran la supervivencia de los ratones al disminuir la recurrencia (Fig. 4A).
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Figura 5. AgNPs-G administradas de manera neoadyuvante reducen la recurrencia. A) Monitoreo
del peso de los ratones durante 170 dias posterior a la reseccion del tumor. B) Se siguio el
desarrollo de recurrencia en ratones BALB/c posterior a la reseccion del tumor; ratones que
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presentaron dificultades para respirar o un crecimiento tumoral evidente fueron sacrificados y se
confirmo la presencia de metastasis en pulmon. Se registro la recurrencia durante 170 dias.

7.6 Las AgNPs-G disminuyen metastasis a pulmon
A los ratones sacrificados se les hizo una numeracion de nédulos metastasicos en

pulmén. El grupo control fue el que presentd un mayor numero de nodulos
metastasicos (Fig. 5A). Cabe destacar que dos de los ratones tratados con
solucion fisiolégica, solo presentaron tres nddulos metastdsicos, sin embargo,
pareciera que estos nodulos crecieron de manera junta, por lo tanto, llegando a
formar un solo nédulo con mayores dimensiones en comparacion de otros, esto
puede ocasionar una subestimacion en el conteo de los nédulos metastasicos
(Fig.5B). Dos de cinco ratones que recibieron 16.2 pg/mL de AgNPs presentaron
nédulos metastasicos en pulmén con diferencia significativa con respecto al
control. Tres de cinco ratones que recibieron 27 pg/mL de AgNPs presentaron
nodulos metastasicos en pulmon, ademas de que no existe diferencia significativa
entre este grupo con respecto al control. Uno de cinco ratones que recibieron

DOX presentaron ndédulos metastasicos con diferencia significativa con respecto

al control.
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Figura 6. AgNPs administradas de manera neoadyuvante reducen la apariciéon de nddulos
metastasicos en pulmon. A) Numero de noédulos metastasicos visibles en pulmones posterior a la
reseccion del tumor. B) Imagenes representativas de pulmones de cada uno de los grupos
experimentales.
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8 DISCUSION

Nanoparticulas sintetizadas a partir de precursores de plata, pueden ser
implementadas en un ambiente clinico debido a las diferentes investigaciones
que se han realizado en donde se demuestra su capacidad para inducir un efecto
citotoxico contra diferentes tipos de tumor, incluyendo el cancer de mama triple

negativo (Kovécs,2022).

Los estudios in vitro realizados en este trabajo demuestran que nuestras
nanoparticulas de plata reducidas con B-D-glucosa, disminuyen en gran medida
la viabilidad de células de cancer de mama de la linea 4T1. El uso de diferentes
agentes reductores influye en el resultado de la sintesis de la nanoparticula, lo
que a su vez influye en el efecto que estas tendran sobre las células cancerosas.
Pucelik y su equipo de trabajo (2022) sinterizaron AgNPs utilizando
tetrahidroborato de sodio; al evaluar el efecto citotoxico que estas tienen sobre la
linea celular 4T1, se obtuvo una disminucion del 86% de la viabilidad en un
periodo de 24 h, utilizando 0.5 pg/mL. Por otro parte Kumar y colaboradores
(2018) utilizaron como agente reductor extracto de Madhuca lonafolia para su
sintesis de AgNPs, después de 24h obtuvieron una CC50 utilizando 1.50 ug/mL
de AgNPs, esto sobre una linea celular 4T 1. Por ultimo, Hussein y colaboradores
(2020) a partir de sobrenadante de Lactobacillus pantarum, dando como
resultado una sintesis que necesita de 19.95 pg/mL durante 24h para alcanzar una

CC50.

Los resultados obtenidos de metodologias in vitro no suelen ser representativos
de lo que sucederd en modelos animales o en un ambiente clinico (Sun et al;
2021). Es por esto por lo que se decidio evaluar el efecto de la CC100 obtenida,
asi como concentraciones mas altas. Lineas celulares cancerosas adherentes que
se trabajan de manera in vitro, normalmente suelen crecer en una monocapa que
cubre la superficie en donde estan siendo cultivadas. Los tumores solidos difieren
en gran manera de tejidos sanos, esto debido a que la matriz extracelular de un
tumor es anormalmente densa y los tumores, ademas de esto, niveles altos en
colageno con polisacaridos estabilizadores incrementan la resistencia al

transporte intersticial, esto ocasiona que el transporte y efecto de diferentes
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moléculas y nanoparticulas sea muy lento y hasta cierto punto inefectivo
(Jain,1999; Shemi,2015), es por esto que se puede apreciar una disminucion en
el efecto citotoxico de las nanoparticulas, esto ocasiona que se tengan que utilizar

mayores concentraciones o se tengan que aumentar los tiempos de tratamientos.

Antes de administrar nuestras AgNPs-G para tratar a ratones portadores de tumor,
decidimos evaluar la biodistribucion de estas particulas. De acuerdo con lo
reportado por Felix-Pina (2023) las AgNPs-G utilizadas en este estudio tienen un
tamafio promedio de 5nm, estas al administrarse de manera i.v. se observo una
acumulacion en 6rganos como bazo, rifion y vesicula, esto concuerda con
resultados previamente ya reportados, en donde se ha observado que las
nanoparticulas de hasta 14nm se acumulan de manera preferente en higado, rifion
y bazo (Blanco,2016; Ferdous,2020). Esto concuerda con otras investigaciones
en donde se ha visto que nanoparticulas de plata como lo son de oro y plata de
tamafios menores a 21 nm, se acumulan de manera preferente en higado, bazo y
rindn al administrarse de manera i.v., pero al ser administradas de manera i.t.
estas se acumulan en tumor (Yook, 2006; Ferdous,2019). A partir de esto se

decidié administrar las AgNPs-G de manera i.t.

Los beneficios que proporciona una terapia neoadyuvante son de gran relevancia
para pacientes de mama debido al impacto que tiene sobre la cirugia a la que los
pacientes son sometidos para remover el tumor s6lido. Al ser utilizada para tratar
tumores grandes, permite que el volumen de estos disminuya y los pacientes sean
candidatos a cirugias conservativas de seno en vez de una mastectomia (Selli y
Sims, 2019). Debido al efecto citotoxico de las AgNPs, estas resultan de gran
interés para evaluar su efecto en tumores in vivo. Swanner y colaboradores (2019)
evaluaron la capacidad de su sintesis de AgNPs reducidas con povidona para
disminuir el volumen tumoral de cancer de mama en ratones portadores de tumor,
observaron que al administrar sus AgNPs, los tumores disminuyeron hasta un
volumen promedio de 100 mm?. Sin embargo, Brészka y su equipo de trabajo

(2022), evaluaron la capacidad de disminuir el volumen tumoral de sus AgNPs
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recubiertas de citrato sobre un tumor de células 4T1, en donde observaron que

sus AgNPs no disminuyen el volumen del tumor.

Posterior a la remocion quirargica del tumor previamente tratado, se procedio a
monitorear a los ratones durante un periodo de 170 dias. Cance y colaboradores
(2002) realizaron un estudio en donde se monitorearon pacientes que recibieron
terapia neoadyuvante para cancer de mama local avanzado; al finalizar el estudio
observaron que, en un periodo de 5 afios, solo un 14% de los pacientes presento
recurrencia en seno, pared toracica y en nodos linfaticos axilares o
supraclaviculares. Esta investigacion, junto con nuestros resultados, resaltan las
ventajas de tratar tumores de cancer de mama de manera neoadyuvante. Se
empleado el uso de otras nanoparticulas metalicas como son las de oro. Yook y
su equipo de trabajo (2006) utilizaron nanoparticulas de oro de manera
neoadyuvante sobre ratones portadores de tumor de céncer de mama, en un
periodo de monitoreo de 120 dias no observaron una disminucion en la
supervivencia de los ratones debido a una recurrencia. Sin embargo, el periodo
de monitoreo es menor al establecido en nuestro estudio y en otros previamente
ya reportados. Ademds de nanoparticulas, se han implementado otro tipo de
agentes terapéuticos como la inmunoterapia, la cual es una terapia contra el
cancer la cual tiene como objetivo ayudar al sistema inmune a montar una
respuesta contra el cancer (NIH, 2019). Vo y su equipo de trabajo (2015)
probaron una inmunoterapia de quitosano e interleucina 12 en ratones que fueron
portadores de tumor 4T1, durante un periodo de monitoreo de 80 dias, la
sobrevivencia de los ratones disminuy6 hasta un 75% debido a la recurrencia que

presentaron algunos ratones.

De manera adicional, observamos una disminucién en la presencia de ndédulos
metastasicos en pulmones de raton que fueron sometidos a una terapia
neoadyuvante con nuestras nanoparticulas. Uno de los beneficios que se tiene
reportado de una terapia neoadyuvante, es la prevencion o erradicacion de una
recurrencia distante (McElnay, 2014). A pesar de que no existen muchas

investigaciones evaluando la capacidad de agentes terapéuticos y/o
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nanoparticulas para prevenir una recurrencia distante posterior a una terapia
neoadyuvante, si existen investigaciones donde se evalua su capacidad para para
prevenir la diseminacion de células cancerosas de cancer de mama hacia pulmon.
En una investigacion realizada por Brzoska y su equipo de trabajo (2022)
evaluaron la capacidad de inhibir metastasis de células de la linea 4T1 empleando
nanoparticulas de plata reducidas con citrato; a partir de una administracion oral,
obtuvieron en promedio un conteo de alrededor de 11 ndédulos metastasicos en
pulmén. Comparado con la investigacion realizada por Vo y su equipo de trabajo
(2015) en donde se pudo observar que al utilizar una inmunoterapia de quitosano
e IL-12 de manera neoadyuvante, hay hasta un conteo de alrededor de 100
nodulos metastasicos en ratones tratados con esta inmunoterapia. A partir de
estos resultados se puede observar que las nanoparticulas de plata muestran un
mejor efecto en comparacion de otro tipo de terapias como lo es una
inmunoterapia. Sin embargo, las nanoparticulas utilizadas en este estudio son las
que muestran un mejor efecto al reducir el conteo de nodulos metastasicos en
pulmén. Ademas, un menor nimero de nédulos metastasicos, en las imagenes
obtenidas de los pulmones de los ratones tratados con las AgNPs-G, se puede
apreciar que el volumen de los nodulos tumorales es evidentemente menor en
comparacion del control; en un ambiente clinico, esto presentaria una gran
ventaja, debido a que nodulos metastasicos menores de 6mm no se consideran
cancerosos. Sin embargo, mediciones de los volumenes de los nddulos
metastasicos encontrados en los pulmones para posteriormente realizar analisis

estadisticos seria ideal.
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9 CONCLUSION

Esta investigacion demostroé la efectividad de las AgNPs-G en reducir el volumen
tumoral previo a remover quirurgicamente un tumor, lo que se conoce como
terapia neoadyuvante. De manera adicional, estas nanoparticulas fueron capaces
de aumentar la sobrevivencia de los ratones al prevenir la recurrencia y reducir

el nimero de nédulos metastasis, asi como su volumen.
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