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Resumen
Elena Yareli Gallegos Gonzalez

Universidad Autonoma de Nuevo Ledn

Facultad de Medicina

Titulo del estudio: Evaluacién de la sinergia de un nanosistema teranéstico basado en
nanoparticulas de oro funcionalizadas con aptadmeros combinado con terapia farmacoldgica en

células de cancer de mama que sobreexpresan HER2

El cancer de mama HER?2 positivo se caracteriza por una alta tasa de proliferacion, agresividad y un
prondstico poco favorable. Aunque existen tratamientos dirigidos como el trastuzumab (TTZ),
persisten multiples desafios clinicos como toxicidad sistémica, resistencia adquirida y efectos
adversos intensos. Las nanoparticulas de oro se han posicionado como una alternativa prometedora
gracias a sus propiedades fisicoquimicas Unicas; pero es necesario profundizar en su eficacia
terapéutica. Esta investigacion propuso que la combinacion de nanoparticulas de oro con terapias
farmacoldgicas podria ejercer un efecto sinérgico en la reduccién de la viabilidad celular. Para ello,
se construyé un nanosistema conformado por nanoparticulas de oro recubiertas con PEG y un
aptamero especifico para el receptor HER2 (AuNP-PEG-AptHER?2); cuya conjugacion se confirmé
por espectroscopia de absorcién. La caracterizacion mostré un diametro hidrodinamico de 65.30 +
1.1 nm y una carga superficial de -8.4 + 0.43 mV. Posteriormente, se evalud el efecto citotoxico de
AuNP-PEG-AptHERZ2, trastuzumab (TTZ) y 5-fluorouracilo (5-FU) mediante el ensayo de MTT en las
lineas celulares: HCC-1954 (HER2+) y Vero CCL-81 (células no tumorales). Los tratamientos con 5-
FU y TTZ mostraron un efecto citotéxico dependiente de dosis y tiempo, con una eficiencia mayor a
las 72 horas de exposicion. La IC50 de 5-FU fue de 1,334 pg/mL y 416 pug/mL en HCC-1954 y Vero
CCL-81, respectivamente. El tratamiento con TTZ mostro una IC50 de 3,856 pg/mL y 4,457 pg/mL
en HCC-1954 y Vero CCL-81, respectivamente. EI AUNP-PEG-AptHER2 mostré6 una disminucién
moderada en ambas lineas celulares a las 72 h, presentando un mayor efecto a bajas
concentraciones en HCC-1954. Las combinaciones de AuNP-PEG-AptHER2 con 5-FU mostré un
efecto antagonista en ambas lineas celulares, sin embargo, la combinacion con TTZ present6 un
efecto aditivo en HCC-1954 y un efecto sinérgico en Vero CCL-81. La combinacion de AUNP-PEG-
AptHER2 con 5-FU y TTZ no mostré una reduccion significativa en células de cancer de mama
HER2+; sin embargo, los resultados sugieren seguir explorando diferentes concentraciones y

farmacos para promover una nueva estrategia terapéutica.

(
\

Dra. C. Celia Nohemi Sanchez Dominguez

Directora de tesis
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Abstract

Elena Yareli Gallegos Gonzélez

Universidad Autonoma de Nuevo Ledn

School of medicine

Title: Synergistic evaluation of a theranostic nanosystem based on gold nanoparticles functionalized
with aptamers in combination with pharmacological therapy in HER2 overexpressing breast cancer

cells.

HER2-positive breast cancer is characterized by a high proliferation rate, aggressiveness, and an
unfavorable prognosis. Although targeted treatments such as trastuzumab are available, multiple
clinical challenges persist, including systemic toxicity, acquired resistance, and severe adverse
effects. Gold nanoparticles have emerged as a promising alternative due to their unique
physicochemical properties; however, further studies are needed to fully understand their therapeutic
efficacy. This research proposed that combining gold nanoparticles with pharmacological therapies
could exert a synergistic effect in reducing cell viability. For this purpose, a nanosystem was
constructed consisting of gold nanopatrticles coated with PEG and a HER2-specific aptamer (AuNP-
PEG-AptHER?2), whose conjugation was confirmed by spectroscopy. Characterization revealed a
hydrodynamic diameter of 65.30 £ 1.1 nm and a surface charge of —8.4 + 0.43 mV. Subsequently,
the cytotoxic effect of AUNP-PEG-AptHER2, trastuzumab (TTZ), and 5-fluorouracil (5-FU) was
evaluated using the MTT assay in the cell lines HCC-1954 (HER2+) and Vero CCL-81 (non-tumor
cells). Treatments with 5-FU and TTZ showed a dose- and time-dependent cytotoxic effect, with
greater efficiency after 72 h of exposure. The IC50 of 5-FU was 1,334 pg/mL and 416 pg/mL in HCC-
1954 and Vero CCL-81, respectively. TTZ treatment showed an IC50 of 3,856 pug/mL and 4,457
pg/mL in HCC-1954 and Vero CCL-81, respectively. AUNP-PEG-AptHER2 caused a moderate
decrease in viability in both cell lines after 72 h, showing a greater effect at low concentrations in
HCC-1954. The combination of AuNP-PEG-AptHER2 with 5-FU showed an antagonistic effect in both
cell lines; however, the combination with TTZ exhibited an additive effect in HCC-1954 and a
synergistic effect in Vero CCL-81. The combination of AUNP-PEG-AptHER2 with 5-FU and TTZ did
not produce a significant reduction in HER2+ breast cancer cells; however, the results suggest the

need to further explore different concentrations and drugs to develop a new therapeutic strategy

Celia Nohemi Sanchez Dominguez, Ph D

Thesis director
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1. Introduccién

1.1 Cancer

El cancer es un conjunto de enfermedades caracterizadas por el crecimiento y la
replicacion sin control de células transformadas, capaces de invadir tejidos
adyacentes (Brown et al.,, 2023). El cancer constituye uno de los principales
problemas de salud publicay social, al ser responsable de una de cada seis muertes
a nivel mundial. Datos del Global Cancer Observatory (GLOBOCAN) reportaron
19.96 millones de casos nuevos en todo el mundo en 2022, siendo el cancer de
pulmén el de mayor prevalencia (12.4%), seguido del cancer de mama (11.6%),

cancer colorrectal (9.6%) y cancer de préstata (7.3%) (Bray et al., 2024).

La incidencia de cancer esta influenciada por diversos factores demograficos y
socioeconémicos. Se estima que, de mantenerse las tendencias actuales, para el
afio 2070 la incidencia global de cancer se duplicara en comparaciéon con lo
reportado en los Ultimos afios. En particular, para el cancer de mama y cancer
colorrectal, se proyecta una incidencia conjunta de 9.1 millones de casos para el
2070, representado un incremento del 131% (Soerjomataram & Bray, 2021). Por
ello, es fundamental el seguimiento clinico, el diagndstico temprano y la mejora

continua de las estrategias terapéuticas para el cancer de mama.

1.2 Cancer de mama

1.2.1 Epidemiologia del cancer de mama

A nivel mundial, el cancer de mama es el de mayor prevalencia en mujeres,
representando el 36% de los pacientes oncologicos (Smolarz et al., 2022). En 2022,
GLOBOCAN reporté un total de 2.3 millones de casos nuevos y 666,000
defunciones, posicionandolo como el cuarto tipo de cancer con mayor mortalidad
(Bray et al., 2024). La incidencia de esta patologia es mayor en regiones
industrializadas como Europa, Estados Unidos, Japon y Australia (Ferlay et al.,
2024).



En México, el cAncer de mama es considerado un problema de salud publica debido
al aumento de casos en mujeres menores de 40 afos y su alta tasa de mortalidad.
En 2018, se registré como el segundo tipo de cancer mas frecuente en la poblacion
por debajo del cancer de préstata y el mas comdn en mujeres, representando el
25% de los casos (Arceo-Martinez et al., 2021). Sin embargo, datos més recientes
del GLOBOCAN 2022 lo colocan como el cancer mas comun en poblacion
mexicana, con un total de 31,043 casos diagnosticados, superando las cifras del

cancer de préstata y cancer colorrectal (Ferlay et al., 2024).

Ese mismo afio, el Instituto Nacional de Estadistica y Geografia (INEGI) reporté una
incidencia nacional de 27.64 casos por cada 100 mil habitantes, siendo los estados
de Colima, Durango y Jalisco los que presentaron las tasas mas altas (Figura 1)
(INEGI, 2023). Asimismo, las defunciones por cancer de mama han mostrado un
incremento en poblacibn de 20 afios y mas. En 2022 se reportaron 7,888
defunciones (tasa de mortalidad: 17.4 por cada 100 mil habitantes) y en el 2023 la
cifra ascendi6 a 8,034 muertes (tasa de mortalidad: 17.9 por cada 100 mil
habitantes) (INEGI, 2024).

INCIDENCIA DE CANCER DE MAMA EN MUJERES DE 20 ANOS Y MAS POR ENTIDAD FEDERATIVA, 2022
(tasa por cada 100 mil mujeres de 20 afios y mas')

Estados Unidos Mexicanos 51.92

165.87 a 85.41
80.34 a 59.42
55.23 a 37.95

36.04 a 6,96

Figura 1. Incidencia de cancer de mama en México por entidad federativa (INEGI,2023)



1.2.2 Factores de riesgo

El cancer de mama es una enfermedad de origen multifactorial, cuyo desarrollo esta
influenciado por factores internos y externos. Diversos factores se han asociado con
la tumorogénesis de este cancer (Tabla 1); no obstante, los principales
determinantes identificados corresponden a la predisposicion genética, los factores
hormonales y reproductivos, asi como el estilo de vida (Lukasiewicz et al., 2021).
Se estima que entre el 5y 10% de los casos pueden atribuirse a mutaciones

genéticas, mientras que un 20-30% se relacionan a factores modificables (Obeagu

& Obeagu, 2024)

Tabla 1. Factores de riesgo involucrados en cancer de mama

Factor de riesgo

Descripcion

No embarazos

Primer embarazo a edad tardia

relacionados al

estilo de vida

Factores
_ Edad temprana de la primera
reproductivos y
menstruacion
Factores
Menopausia tardia
no
- Edad avanzada
modificables _
Sexo femenino
Factores
L Antecedentes familiares de cancer
Fisiologicos _ o
Mutaciones genéticas heredadas
(BRCA1/BRCA2)
Factores Uso de anticonceptivos orales
Hormonales Uso de terapia de reemplazo hormonal
Dieta tipo occidental
Factores Alto consumo de carnes rojas
. Factores Sobrepeso
modificables P

Consumo de alcohol
Tabaquismo
Falta de actividad fisica

Exposicion a radiacion ionizante




México atraviesa una transicion demogréafica, epidemiolégica y nutricional que
favorece la exposicion a factores de riesgo de cancer. Entre los principales factores
se han identificado el historial familiar, los antecedentes reproductivos, mutaciones
en los genes BRCA1/2 y los habitos de vida (Romero-Cordoba et al., 2021). Un
estudio realizado en la region fronteriza del norte estim6 que aproximadamente el
10% de las mujeres hispanas con cancer de mama presentaban antecedentes
familiares (Salinas et al., 2019). Asimismo, se ha reportado que el 15% de las
pacientes con este cancer poseen mutaciones en los genes supresores de tumores
BRCA1 y BRCA2 (Villarreal-Garza et al., 2015). En cuanto a la dieta, un andlisis
efectuado en el norte del pais demostr6 que el exceso en el consumo de
carbohidratos simples incrementa el riesgo a desarrollar tumores mamarios (Arceo-
Martinez et al., 2021).

1.2.3 Subtipo molecular del cancer de mama

La clasificacion correcta del cancer de mama es fundamental para comprender el
desarrollo de la enfermedad y predecir una respuesta al tratamiento. Esta patologia
se caracteriza por su marcada heterogeneidad, por consiguiente, suele
categorizarse en distintos subtipos. El subtipo molecular se basa en la presencia o
ausencia de receptores hormonales y se divide en 4 categorias: Luminal A, Luminal
B, HER2 positivo y triple negativo. Los receptores analizados son el receptor de
estrogeno (ER), el receptor de progesterona (PR) y el receptor del factor de

crecimiento epidérmico humano 2 (HER?2) (Xiong et al., 2025).

El subtipo triple-negativo carece de expresion de ER, PR y HER2. Este subtipo
representa el 20% de los casos de cancer de mama y su prevalencia en mujeres
menores de 40 afos de edad ha ido en aumento. El subtipo triple negativo suele
detectarse en etapas avanzadas incrementando su agresividad. En contraste, el
subtipo Luminal A se caracteriza por la presencia de ER y PR, ausencia de HER2 y
una baja expresion del marcador de proliferacion celular Ki-67. Es el subtipo mas
comun al representar el 50% de los casos y se asocia con un crecimiento lento y

una tasa alta de supervivencia. El subtipo Luminal B presenta una expresion alta de



ER, baja o nula expresion de PR y una elevada expresion de Ki-67; estas
caracteristicas lo hacen mas agresivo en comparacion al Luminal A. Se presenta en
el 15% de los casos y se ha observado un alto porcentaje de recurrencia. (Orrantia-
Borunda et al., 2022).

Por ultimo, el subtipo HER2 positivo (HER2+) constituye el 15% de los casos. Se
caracteriza por presentar una sobreexpresion del receptor HER2 y ausencia de los
receptores ER y PR. Esta sobreexpresion se ha asociado con un alto indice de
recurrencia y metastasis (Orrantia-Borunda et al., 2022). Debido a estas

caracteristicas, el subtipo HER2+ fue el enfoque principal de esta investigacion.

1.3 Caracteristicas del cancer de mama HER2+

El cancer de mama HER2+ presenta un fenotipo tumoral mas agresivo en
comparacion con el subtipo luminal A y B. Este se caracteriza por una alta tasa
proliferativa, un mayor riesgo de metastasis y una mayor probabilidad de recurrencia
(Lukasiewicz et al., 2021). De acuerdo con la Breast Cancer Research Foundation,
la tasa de supervivencia en este subtipo supera el 90% cuando el cancer se
diagnostica en etapas tempranas. No obstante, se ha registrado que alrededor del
20% de los pacientes presentan recurrencia en un periodo de 5 afios, asi como
metastasis en cerebro (J. Yang et al., 2022).

1.3.1 Epidemiologia en México

En México, la distribucion de los subtipos moleculares de cancer de mama refleja la
heterogeneidad de la enfermedad. Un analisis multicéntrico reportd que el 65% de
los casos corresponden a subtipos luminales, el 21% a HER2+ y el 16% a triple

negativo (Arceo-Martinez et al., 2021).

En el Hospital General 72 del IMSS, en la Ciudad de México, un analisis de 1,380
pacientes realizado en 2015 reporté una prevalencia de 8.6% en casos de HER2+,

56% en luminal A, 19% en luminal B y 14% en triple negativo (Pérez-Rodriguez,



2015). Mas recientemente, en Tabasco, un estudio retrospectivo realizado entre
2015 a 2023 regqistré una prevalencia de 8.6% HER2+, 56% en luminal A, 19% en
luminal B 'y 16.4% en triple negativo (Cabrales-Santiago et al., 2025).

Un estudio desarrollado en el Centro Médico Nacional de Occidente del IMSS entre
2011 y 2014 demostro un incremento progresivo en los casos HER2+, pasando de
9% en 2011, 8.9% en 2012, 13.8% en 2013 y 15.9% en 2014 (Martinez-Silva et al.,
2020), lo que resalta la importancia de mantener una vigilancia constante sobre este
subtipo.

1.3.2 Biologia del receptor HER2

El receptor del factor de crecimiento epidérmico humano 2 (HER2/ErbB2) es un
oncogén ubicado en el cromosoma 17 y transcribe una glicoproteina
transmembranal de 185 kDA. Este receptor esta conformado por tres dominios
principales: un dominio extracelular, un dominio transmembrana y un dominio

tirosina quinasa (Mitri et al., 2012).

HER2 pertenece a la familia de receptores del factor de crecimiento epidérmico
(EGFR) compuesta por HER1/EGFR, HER2, HER3 y HER4. Esta familia de
receptores se caracteriza por formar homodimeros o heterodimeros que inducen la
fosforilacion del dominio tirosina quinasa e iniciar diferentes cascadas de
sefalizacion celular (Orphanos & Kountourakis, 2012). A diferencia de otros
receptores, HER 2 no tiene un ligando especifico identificado. Sin embargo, se ha
reportado que tiene una alta afinidad para formar heterodimeros con HER1, HER3
y HER4, debido a su lenta tasa de internalizacion y degradacion. ElI complejo
HER2/HER3 es considerado el heterodimero mas comun y potente para la

activacion de vias de sefalizacion (Rubin & Yarden, 2001).



Los heterodimeros conformados con HER2 son esenciales para activar vias de
proliferacion y supervivencia celular. Las principales vias de sefalizacion
involucradas son PI3SK/AKT, MAPK/ERK 'y PLC-y (Figura 2). La via PI3K/AKT regula
la sintesis proteica y regula la supervivencia celular, mientras MAPK/ERK y PLC-y
estan involucradas en la proliferacion celular, migracion y adhesion celular (Pan et
al., 2024).
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Figura 2. Sefializacion mediada por HER2. Esquema de la familia de receptores HER/EGFR, sus
ligandos especificos, la formacion de heterodimeros con HER2 y las cascadas de sefializacion
activadas(Imagen obtenida y modificada de Cheng, 2024).

1.3.3. Sefalizacion de HER2 en la progresién del cancer

En condiciones fisioldgicas, el receptor HER2 se encuentra en equilibrio, regulando
un crecimiento celular normal. En un entorno tumoral, HER2 se encuentra
amplificado y fosforilado de manera constante, o que genera una regulacion al alza

y provoca hiperactivacion de multiples vias de sefializacion (Carvalho et al., 2025).



La sobreactivacion de la via PISBK/AKT/mTOR es mediada principalmente por la
formacion excesiva del heterodimero HER2/HER3. Esta via se ha asociado con
proliferacion descontrolada, ya que la proteina quinasa B (AKT) regula a mas de
100 sustratos intracelulares. Un ejemplo relevante es la glucégeno sintasa quinasa
3 (GSK3), substrato critico de AKT. En condiciones normales, GSK3 regula
proteinas del ciclo celular; sin embargo, en un ambiente tumoral es fosforilada e
inactivada por AKT, esto promueve la estabilidad y acumulacién de la ciclina D1,

favoreciendo la progresion del ciclo celular (Miricescu et al., 2020).

Asimismo, la via PIBK/AKT contribuye a la evasion de apoptosis; AKT fosforila a los
factores de transcripcion FOXO, inhibiendo la expresion de genes de la familia BCL-
2. Por otra parte, esta via también incrementa la expresion del factor de crecimiento
vascular (VEGF) a través de HIF-1a, promoviendo la angiogénesis tumoral (Peng et
al., 2022).

Otra via fundamental asociada a HER2 es MAP/ERK, que se relaciona con la
supervivencia y progresion de los pacientes con cancer de mama. La
sobreexpresion de HER2 promueve el reclutamiento de la proteina adaptadora
GRB2, lo que conduce a la activacion de RAS y al inicio de la cascada de
sefializacion RAS-RAF-MEK-ERK. Esta ruta culmina en la activacion de factores de
transcripcion como JUN, ELK-1 y ETS1/2, reguladores de genes relacionados a
proliferacion (Carvalho et al., 2025). Asimismo, la hiperactivacién de esta via se ha
identificado como un factor determinante en la sensibilidad y resistencia a diferentes

farmacos (Rocca et al., 2022).

HER2 también tiene la capacidad de formar homodimeros, los cuales promueven la
activacion de la via PLC-y/PKC. La activacion de PLC-y desencadena la hidrolisis
de PIP2 en IP3 y activa a la familia de las proteinas quinasas C (PKC), la isoforma
PKCa ha mostrado relevancia en cancer de mama HER2+. La via PLC-y/-PKCa-

NF-kB se ha asociado a un fenotipo tumoral mas agresivo, PKCa promueve la



degradacion del inhibidor de IkB, lo que permite a NF-kB translocar al nucleo y

activar genes como ciclinas y proteinas antiapoptoticas (Chandran et al., 2015)

Finalmente, la via JAK/STAT es activada por los dimeros EGFR/HER2 o por los
homodimeros de HER2. Aunque su papel ha sido motivo de debate, diferentes
estudios han mostrado que STAT3 esta asociado con metastasis y la transicion
epitelial-mesenquimal (EMT). Por su cuenta, STATS participa en la diferenciacion
de glandulas mamarias; sin embargo, su activacién anémala se ha vinculado con el

inicio de la tumorogénesis en cancer de mama (Temple & Walker, 2025).

1.4 Terapias contra cancer de mama HER2+

1.4.1 Tratamientos convencionales para cancer de mama

El tratamiento para el cancer de mama se compone principalmente de terapias
locales (cirugia y radioterapia) y terapias sistémicas (quimioterapia, terapia
hormonal e inmunoterapia). La eleccién del abordaje mas seguro y eficiente para el
paciente debe basarse en el grado de diferenciacion tumoral, la etapa clinica y la

clasificacion molecular (Burguin et al., 2021).

En la Tabla 2 se presenta un resumen del abordaje terapéutico en cancer de mama.
La cirugia, radioterapia y quimioterapia se utilizan de forma rutinaria en todos los
subtipos, mientras que las terapias dirigidas se aplican de acuerdo con los
receptores sobreexpresados en la membrana celular. En los subtipos luminal Ay B,
la terapia endocrina emplea moduladores del receptor de estrogeno e inhibidores
de aromatasa. En el caso del cancer de mama HER2+, el tratamiento se basa en
terapias dirigidas mediante anticuerpos monoclonales especificos contra este

receptor (Palmero Picazo et al., 2021).



Tabla 2. Tratamientos comunes para cancer de mama y sus efectos adversos

Mecanismo de

Efectos adversos

Lumpectomia

Extraccion del tumor
con margenes sanos

Categoria Tratamiento -
accion comunes
. L - Complementacién
Mastectomia Extraccion total del ) ;
N . con radioterapia
tejido mamario
N - Hematomas
Cirugia 2
- Infeccion

postoperatoria
- Dolor crénico

Radioterapia

Radiacion
localizada

Dafio al ADN y
promueve apoptosis

- Cardiotoxicidad

- Fibrosis del tejido

- Alteraciones
pulmonares

Quimioterapia

Antraciclinas
Doxorrubicina

Intercalacion en el
ADN, inhibicién de
topoisomerasa ll y
generacion de

- Cardiotoxicidad
- Alopecia
- Nausea y vomitos

Epirrubicina ; . ; o
especies reactivas de - Mielosupresion
oxigeno

Agentes Alquilacion del ADN e | Supresion de la
alquilantes medula 6sea

Carboplatino
Ciclofosfamida

inhibicion de la
replicacion

- Nausea y vomitos
- Cistitis hemorragica

Taxanos
Paclitaxel
Docetaxel

Estabilizaciéon de
microtUbulos e
inhibicion de mitosis

- Alopecia
- Mielosupresiéon
- Neuropatia periférica

Antimetabolitos
5-fluorouracilo

Inhibe la sintesis del

- Toxicidad general
- Mielosupresiéon

Capecitabina ADN'y ARN - Sindrome mano-pie
- Sintomas
Moduladores | Blogueo de menopausicos
del ER sefializacion de - Riesgo de trombosis
Tamoxifeno estrogeno - Riesgo a cancer de
Terapia utero
endocrina Inhibidores de
aromatasa ] , - Osteoporosis
Bloqueo de sintesis o
Anastrozol < - Mialgias
de estrogeno
Exemestano - Sofocos
Letrozol
Terapia Anticuerpos - Cardiotoxicidad
o Bloqueo de la ! Lo
dirigida a Pertuzumab sefalizacion de HER2 |~ Nausea y vomitos
HER2 Trastuzumab - Alopecia

Referencias: (Burguin et al., 2021; Trayes & Cokenakes, 2021; Waks & Winer, 2019)
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1.4.1.1 5-fluorouracilo como agente de interés

A pesar de contar con mas de 50 afios en el mercado, el 5-Fluorouracilo (5-FU)
continta siendo un farmaco esencial en el tratamiento del cancer colorrectal y
cancer de mama. Debido a su relevancia clinica y a su relacion con los objetivos de

esta investigacion, a continuacion se describen sus mecanismos de accion.

El 5-FU es un antimetabolito analogo del uracilo, que tras su administracion es
metabolizado por la enzima dihidropirimidina deshidrogenasa (DPD), presente en
higado, mucosa intestinal y otros tejidos. La accion de DPD genera tres metabolitos
activos principales: Fluorodesoxiuridina-monofosfato (FAUMP), Fluorouridina-
trifosfato (FUTP) y fluorodesoxiuridina-trifosfato (FAUTP) (Figura 3). EI FUTP puede
incorporarse al ARN; interfiere en el proceso de transcripcion, reduce la sintesis de
proteinas y causa toxicidad celular. Mientras el metabolito FAUTP se inserta en el
ADN, lo cual ocasiona inestabilidad genética y errores de replicacion (Roskoski,
2024).

El metabolito mas relevante es FAUMP, este funciona como un inhibidor de la
enzima timidilato sintasa (TS). Esta enzima es encargada de la conversion de
desoxiuridina monofosfato (dAUMP) en timidina monofosfato (dTMP), dicha inhibiciéon
genera una deficiencia de nuclettidos de timidina. Este efecto genera un
desequilibrio en el conjunto de los desoxirribonucleétidos, interrumpe la replicacion
del ADN, provoca dafios en la secuencia genética y eventualmente conduce a la

muerte celular (Longley et al., 2003).

Una de las principales limitaciones de 5-FU es la amplia variedad de efectos
adversos asociados a su inespecificidad. Entre los mas frecuentes se incluyen
nauseas, vomitos, mielosupresiéon y el sindrome mano-pie. Diversos estudios han
reportado cardiotoxicidad, con manifestaciones como arritmias, dolor toracico y

alteraciones en el electrocardiograma (ECG) (Jurczyk et al., 2021).
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Figura 3. Metabolismo y mecanismo de accién completo del 5-fluorouracilo al ser administrado

(Imagen obtenida y modificada de Longley et al., 2003).

Ademas, pacientes tratados con 5-FU, especialmente sobrevivientes de cancer de
mama, han reportado sintomas neuroldgicos a largo plazo; este efecto se conoce
como “Chemo brain”. Los sintomas reportados incluyen confusién, pérdida de
memoria, desorientacién y dificultad para concentrarse; los cuales impactan
significativamente en la calidad de vida de los pacientes (Raffa & Tallarida, 2019).
Aungue la persistencia de estos sintomas varia entre meses y afios después de
finalizar el tratamiento, es imperativo buscar nuevas alternativas que disminuyan los

efectos adversos.

1.4.2 Terapias dirigidas a cancer de mama HER2+

Como se ha mencionado anteriormente la sobrexpresion de HER2 provoca la
hiperactivacién de multiples vias de sefalizacion. La terapia dirigida a este receptor
se centra en bloquear dicha activacion, con el objetivo de frenar la progresion
tumoral.
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El desarrollo de tratamientos especificos contra HER2 ha mejorado de manera

significativa el pronostico de los pacientes que padecen este subtipo de cancer.

Entre las principales estrategias terapéuticas se encuentran: los anticuerpos

monoclonales, los inhibidores del dominio tirosina quinasa y los anticuerpos

monoclonales conjugados con farmacos citotoxicos (Tabla 3).

Tabla 3. Tratamientos dirigidos al receptor HER2 en cancer de mama

Efectos adversos

HER2/HERS3

Categoria Tratamiento Mecanismo de accion
comunes
nion al dominio 1V de HER2: . .
iLerhige 3ir?12riza§ién Sthiva i Card|o_tEJX|C|dad
Trastuzumab | . oy : - Reaccion
citotoxicidad dependiente de aléraica
anticuerpos 9
Anticuerpos Unién al dominio Il de HER2: - Diarrea
monoclonales | Pertuzumab | inhibe la heterodimerizacion - Neutropenia

Cardiotoxicidad

Margetuximab

Unién al dominio IV de HERZ2:
mejora de respuesta inmune

Cardiotoxicidad
Dolores

Inhibicién de topoisomerasa |

musculares
- Diarrea
Lapatinib Inhibidor del dominio tirosina - Nauseay vomito
P quinasa de EGFR y HER2 - Erupcién
cutanea
Inhibidor irreversible del dominio ,

. Neratinib tirosina quinasa de EGFR i D|f';1rrea graglo 3
Inhibidores HER? v HER4 ’ - Nausea y vomito
de tirosina y :

quinasa - Inhibidor del dominio tirosina ) Dl,arrea -
Tucatinib . - Nauseay vomito
quinasa de HER2 Fati
- Fatiga
Inhibidor irreversible de tirosina - Anemia
Pyrotinib quinasa de receptor HERZ, - Diarrea
EGFR y HER4 - Vomito
Anticuerpo HER2 + inhibidor de - Hepatotoxicidad
T-DM1 microtdbulos emtansina: - Trombocitopenia
Anticuerpos provoca arresto celular - Fatiga
conjugados i -
Trastuzumab + deruxtecan Toxicidad
T-Dxd pulmonar

Mielosupresion

Referencias:(Cheng, 2024; Mercogliano et al., 2023; Stanowicka-Grada & Senkus, 2023; Swain et al., 2023)
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1.4.2.1 Trastuzumab como agente de interés
Trastuzumab (TTZ) fue aprobado en 1998 como el primer terapéutico dirigido a
cancer de mama HER2. A continuacioén, se describe su mecanismo de accion

debido a su relevancia en los objetivos de esta investigacion.

TTZ es un anticuerpo monoclonal humanizado IgGl que se une de manera
especifica al dominio IV extracelular del receptor HER2. Esta unién tiene como
finalidad bloquear la activacion de las vias de sefalizacién rio abajo como PI3K/AKT
y MAPK /ERK. Sin embargo, se ha demostrado que su mecanismo de accion es
multifactorial; en la Figura 4 se representan los diferentes mecanismos propuestos

para explicar la actividad antitumoral del farmaco.

Mecanismos de accion de Trastuzumab

Inhibicién de Blogueo de Induccién de endocitosis Activacion de Citotoxicidad
homedimerizacién heterodimerizacién . del receptor Celular Dependiente de
: Anticuerpos (ADCC)

HER1
H HER3 1 )
HERZ  HER2 Trastuzumab © HER2  HER4 k Célula NK

Y

: Ccélula
cancerosa

Degradacion de
Figura 4. Mecanismos de accion del anticuerpo Trastuzumab. Imagen creada en:

PISK/AKT ' PI3K/AKT

MAPK/EKT | MAPK/EKT HER2 Lisis celular

https://BioRender.com

Entre sus mecanismos principales, TTZ impide la dimerizacién de HER2 con otros
miembros de su familia; en particular la formacion del heterodimero HER2/HERS,
considerado el mas oncogénico. Asimismo, inhibe la formacion de homodimeros de
HER2 y favorece la endocitosis mediada por receptor y posteriormente la

degradacion del receptor (Orphanos & Kountourakis, 2012).
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Ademas de sus efectos directos sobre la sefalizacion, trastuzumab estimula la
respuesta inmunitaria contra las células tumorales mediante la citotoxicidad celular
dependiente de anticuerpos (ADCC) (Burguin et al., 2021). En este mecanismo, las
células efectoras inmunes, principalmente linfocitos NK, reconocen a las células
recubiertas por TTZ a través de la fraccion FC del anticuerpo y liberan perforinas y
granzimas. Las perforinas generan poros en la membrana plasmatica, permitiendo
la entrada de granzimas, lo que activa la cascada de apoptosis mediada por

caspasas (Swain et al., 2023)

Diversos estudios clinicos han demostrado que la combinacion de trastuzumab con
guimioterapias mejora significativamente las tasas de supervivencia, lo que
consolidé a TTZ como la primera linea de tratamiento para pacientes con cancer de
mama HER2+. No obstante, se ha reportado que aproximadamente dos tercios de
pacientes no responden inicialmente al tratamiento y pacientes con una respuesta
favorable desarrollan resistencia con el tiempo. Entre los mecanismos de resistencia
adquirida se encuentran la activacion de vias de sefializacion alternas, como la
sobreexpresion del receptor del factor de crecimiento semejante a insulina tipo |
(IGF-IR) y mutaciones somaticas en las moléculas involucradas en las vias de

sefalizacion, por ejemplo, en la subunidad p110a de PI3K (Maadi et al., 2021).

Por otra parte, TTZ puede ocasionar diversos efectos adversos como reacciones
alérgicas y cardiotoxicidad. Estudios clinicos han demostrado que la cardiotoxicidad
no depende de la dosis administrada y su incidencia aumenta de manera
considerable cuando se administra en combinacion con antraciclinas (Lin et al.,
2021).

1.5 Nanomedicina en cancer
Las terapias convencionales contra el cancer han contribuido de manera
significativa a mejorar la supervivencia de los pacientes. Sin embargo, presentan

limitaciones como resistencia al tratamiento, accesibilidad desigual, toxicidad

15



sistémica y presencia de efectos adversos severos. Estos retos han impulsado la

busqueda de alternativas terapéuticas mas eficaces y seguras.

La nanotecnologia ha atraido atencion debido a las propiedades Unicas de los
nanomateriales. Su amplio potencial en aplicaciones biomédicas ha dado origen al
subcampo conocido como nanomedicina (Abbasi Kajani et al., 2021). La
nanomedicina se define como la aplicacion médica de materiales a escala
nanomeétrica (1-100 nm) aplicada en sistemas bioldgicos (Sahu & Casciano, 2014).
Este campo abarca el desarrollo de biosensores, plataformas de diagnéstico,
técnicas de bioimagen, sistemas de liberacion de farmacos y plataformas

teranodsticas.

Las terapias basadas en nanoparticulas para cancer ofrecen multiples ventajas:
permiten acarrear farmacos quimioterapéuticos, aumentar su estabilidad, dirigirlos
al sitio tumoral y, en consecuencia, mejorar su eficiencia y reducir la toxicidad
sistémica (Rasool et al., 2022). Ademas, este tipo de terapia puede contribuir a
combatir la resistencia a los tratamientos convencionales. Actualmente se reporta
gue existen 15 nanofarmacos aprobados a nivel mundial, entre ellos destacan
liposomas cargados con doxorrubicina (Doxil) y nanoparticulas de albimina con

paclitaxel (Abraxane) (Fan et al., 2023).

En cancer de mama se han investigado diversos sistemas de liberacion de
farmacos, entre ellos liposomas, nanoparticulas metalicas, nanotubos de carbono,
micelas, dendrimeros y nanoparticulas poliméricas. Estos acarreadores tienen
como objetivo principal transportar los farmacos a través de las barreras biolégicas
y permitir su liberacion selectiva en el sitio tumoral. Hasta el momento Unicamente
Doxil, Lipodoxil y Myocet, liposomas cargados con doxorrubicina, han sido
aprobados para su uso en el tratamiento del cancer de mama. Por otro lado,
dendrimeros y micelas cargadas con paclitaxel se encuentran actualmente en fase
Il de sus ensayos clinicos, mostrando resultados prometedores para su futura

aplicacién(Tagde et al., 2022).
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Entre estos sistemas, las nanoparticulas metalicas han recibido especial atencion
debido a sus propiedades Opticas, magnéticas y eléctricas Unicas, las cuales han
abierto camino a aplicaciones avanzadas como deteccion molecular, la
imagenologia por contraste y la terapia fototérmica. Dentro de este grupo, las
nanoparticulas de oro (AuNPs) sobresalen entre las demas por su estabilidad y

versatilidad.

1.5.1 Nanoparticulas de oro en cancer

Las nanoparticulas de oro (AuNPs) han emergido como uno de los nhanomateriales
mas relevantes en investigacion biomédica debido a su amplia gama de
propiedades y aplicaciones. Una de sus principales ventajas es la facilidad de
sintesis, esta puede lograrse mediante métodos quimicos convencionales
(reduccién de sales de oro) o a través de sintesis verde (uso de extractos vegetales

y agentes bioldgicos) (Singh et al., 2018).

Las AuNPs pueden obtenerse en diferentes tamafios y morfologias, como esferas,
estrellas, jaulas, dependiendo de las condiciones de sintesis. Estas caracteristicas
definen propiedades fundamentales como el color, el punto de fision, la
conductividad eléctrica y la absorbancia 6ptica. Asimismo, la naturaleza inerte del
oro le confiere una alta biocompatibilidad con sistemas bioldgicos, lo que refuerza

su potencial para uso oncologico (Y. Yang et al., 2022).

En cuestion del tratamiento del cancer, controlar la forma y el tamafio de las AUNPs
es esencial, ya que estos parametros determinan la superficie disponible para
funcionalizacion. Las AuNPs puede interactuar y conjugarse con una amplia
variedad de moléculas, como farmacos, acidos nucleicos, péptidos o proteinas
(Singh et al., 2018); estas interacciones permiten la construccion de nanosistemas
multifuncionales que combinan una molécula de direccionamiento con un agente

terapéutico.
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Otra propiedad de gran relevancia de AuNPs, es el denominado efecto de
permeabilidad y retencion mejorada (EPR). Dado a que los tejidos tumorales suelen
presentar vasculatura anormal y permeable, las nanoparticulas pueden atravesar

facilmente las barreras y acumularse en la zona tumoral.

Finalmente, las AuNPs presentan una fuerte absorcion en el rango del infrarrojo
cercano (NIR), lo que las convierte en candidatas ideales para la terapia fototérmica.
Las nanoparticulas de oro son capaces de convertir la energia luminica en calor,
generando un incremento localizado de temperatura que induce la muerte celular
selectiva en el tejido tumoral. Para esta aplicacion, diversos estudios han reportado
gue el uso de nanobarras de oro es ideal, ya que su morfologia optimiza la absorcién
en el rango NIR (Gao et al., 2021).
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2. Antecedentes

2.1 Terapias con nanosistemas dirigidos a HER2

Diversos estudios han explorado el uso de sistema funcionalizados como
tratamiento dirigido a cancer HER2+. Se han desarrollado nanosistemas
conformados por nanoparticulas de silice conjugadas con trastuzumab vy
doxorrubicina (TTZ-SLN/DOX). En ensayos in vitro con la linea celular MCF-7, se
observé una disminucion de la viabilidad celular en un rango de 20 a 60%
dependiente de la concentracion. Resultados similares se observaron en modelo
murino, donde el nanosistema redujo el tamafio del tumor en comparacion a la
administracion de trastuzumab y doxorrubicina, lo que sugiere un efecto sinérgico

entre las nanoparticulas de silice y los farmacos (Meng et al., 2018).

Otro tipo de nanosistemas prometedores son las nanoparticulas anticuerpo-farmaco
(ADNSs), un ejemplo son los nanorods de paclitaxel conjugadas con trastuzumab. Al
emplear este nanosistema en células HER2+ (BT-474 y SK-BR-3) se observl una
menor concentracion inhibitoria media (IC50) en comparacion a la monoterapia, asi
como una citotoxicidad especifica en comparacion con las células no cancerosas
(MCF-10A). Los datos también confirmaron un efecto de sinergia entre el paclitaxel
y trastuzumab en las lineas celulares HER2+ (Abedin et al., 2021).

Este tipo de terapias no solo se limita al cancer de mama, se han reportado
sobreexpresion del receptor HER2 en diversos tipos de cancer como cancer
gastrico, cancer de ovario y cancer de pulmoén de células pequeias (Yan et al.,
2015). Kubota y colaboradores desarrollaron un nanosistema con nanoparticulas de
oro y Trastuzumab (TTZ-AuNPSs) el cual fue evaluado en lineas celulares de cancer
gastrico resistente a trastuzumab (MKN7) y sensible al medicamento (NCI-N87). El
nanosistema mostré una mayor citotoxicidad y una IC50 menor en ambas lineas
celulares en comparacioén al trastuzumab libre; demostrando un posible mecanismo

de accion alternativo (Kubota et al., 2018).
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En otro estudio, Zelechowska-Matysiak y colaboradores desarrollaron un
nanosistema conformado por doxorrubicina y trastuzumab conjugados en
nanoparticulas de oro (DOX-AuNps-TTZ). Se realizaron ensayos in vitro en células
de cancer de ovario SKOV-3 (HER2+) y cancer de mama MB-231 (HER2 negativo).
Se reportd una disminucién en la actividad metabdlica, correlacionada con la
concentracion de doxorrubicina. ElI nanosistema redujo la viabilidad celular en
comparacion con los controles (AUNPs-DOX 'y AuNPs-TTZ) en células SKOV-3y en
estudios complementarios se observd arresto del ciclo celular, indicando su
potencial como terapia dirigida a tumores HER2+ (Zelechowska-Matysiak et al.,
2023).

El mismo grupo de trabajo también desarrollo un sistema que integra radioterapia,
quimioterapia e inmunoterapia usando nanoparticulas de oro irradiadas,
trastuzumab y doxorrubicina (DOX-1AuNPs-TTZ). Ensayos in vitro en las mismas
lineas celulares reportaron una mayor citotoxicidad en células HER2+ vinculada a
la radiacion; indicando un efecto sinérgico entre la quimioterapia y radioterapia
(Zelechowska-Matysiak, Salvanou, et al., 2023).

Otra aplicacibn a explorar de las AuNPs es la terapia fototérmica. Dong y
colaboradores disefiaron un nanosistema con nanoesferas realizadas con é&cido
polilactico-co-glicélico (PLGA) y oro conjugado con un anticuerpo especifico anti-
HER2 (HER2-GPH-NPs). El ensayo in vitro se realizd en células de cancer de mama
SKBR-3 y MDA-MB-231, observando que el nanosistema de manera individual no
disminuyo la viabilidad celular mas de un 20%. Sin embargo, tras irradiar el
nanosistema con un laser NIR durante 10 minutos, la viabilidad celular disminuyo
aproximadamente un 60%, concluyendo la importancia de explorar todas las

propiedades del oro (Dong et al., 2019).
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2.2 Antecedentes directos

El grupo de trabajo del laboratorio de Nanomedicina, perteneciente al departamento
de Bioquimica y Medicina Molecular, se ha enfocado en el desarrollo e investigacion
de nanoparticulas de oro dirigidas al tratamiento de cancer de mama y cancer de

prostata.

En el caso de cancer de proéstata, se desarrollaron diferentes nanosistemas
conformados por nanoparticulas de oro conjugadas con péptidos dirigidos a Myc y
Max (pMax:AuNPs, pMyc:AuNPs, pMyc:pMax:AuNPs). Estos nanosistemas
demostraron hemocompatibilidad superior en comparacion a las AuNPs sin
funcionalizar. Asimismo, se observé un efecto citotoxico significativo en diversas
lineas celulares de cancer de préstata a concentraciones bajas (0.05 — 5 ng/uL)
(Longoria-Garcia et al., 2023).

Respecto al cancer de mama, se disefié y construyd un nanosistema conformado
por AuNPs recubiertas con polietilenglicol (AuNPs-PEG) y un aptamero especifico
para HER2 (AuNP-PEG-AptHer2) (Figura 5). Este nanosistema presenté un

diametro hidrodindmico de 65.3 nm, una carga superficial de -17.4 mV y la prueba

de hemolisis lo clasific6 como no hemolitico.

Nanosistema AuNP-PEG-AptHER2
AuNP ?i\ ? Aptamero
20 nm'\'\.\ 'fO@ ~ dirigido a Her2

Ve % O O“‘O
/ . Fluoréforo
Polietilenglicol g ATTO 647N
5 kDa

Figura 5. Esquema de los diferentes componentes del nanosistema AuNP-PEG-AptHer2
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Estudios in vitro de fluorescencia realizados en lineas celulares HER2 positivas
(HCC-1954 y ZR-75-30) mostraron una alta intensidad de sefal fluorescente en
comparacion al control, lo que confirmd la capacidad del nanosistema AuNP-PEG-
AptHER?2 para unirse al receptor HER2. De igual forma, los ensayos de viabilidad
celular mediante el ensayo de MTT evidenciaron una reduccion significativa en la
viabilidad celular de las lineas HCC-1954 y ZR-75-30 en relacién con una linea
celular no cancerosa, exhibiendo la especificidad del nanosistema (Carrion-Garcia
et al., 2023). En conjunto, estos resultados sugieren un potencial terandstico para
AuNP-PEG-AptHERZ2.

Estudios recientes coinciden que la combinacién de terapias convencionales con
nanoparticulas puede generar efectos sinérgicos, incrementar la eficiencia de los
tratamientos contra el cancer y reducir costos (Shrestha et al., 2019). Por ello, la
evaluacion de una terapia combinada utilizando el nanosistema AuNP-PEG-

AptHER2 representa el siguiente paso en esta linea de investigacion.
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3. Justificacion

En México, el cancer de mama representa un problema de salud publica por el
incremento en su incidencia en los ultimos afios. A pesar de los avances
significativos en el tratamiento, las terapias contra el cancer de mama HER2+
representan un desafio clinico debido a su baja eficiencia terapéutica, la

citotoxicidad sistémica y resistencia adquirida a los medicamentos convencionales.

Las terapias basadas en nanoparticulas han surgido como una alternativa
prometedora para superar algunas de estas limitaciones. Diversos estudios han
demostrado que nanosistemas funcionalizados mejoran la especificidad hacia
células tumorales y potencian el efecto antineoplasico. Las nanoparticulas de oro
han destacado como nanomaterial lider debido a sus propiedades fisicoquimicas
Gnicas y biocompatibilidad. Sin embargo, es necesario seguir investigando su

eficacia en combinacién con tratamientos para cancer de mama HER2+.

En este contexto, la presente investigacion evalu6 el efecto de la combinacion del
nanosistema AuNP-PEG-AptHER2, trastuzumab y 5-fluorouracilo en células de
cancer de mama HER2+, con el propdsito de determinar si existe un efecto
sinérgico, aditivo o antagonico, para evaluar si la combinacion permite reducir las
concentraciones de los farmacos convencionales, disminuyendo la toxicidad
sistémica y en un futuro mejorar la eficacia terapéutica para el cancer de mama
HER2+.
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4. Hipotesis
La combinacion del nanosistema compuesto por nanoparticulas de oro y un
aptamero dirigido a HER2 (AuNP-PEG-AptHER2) con terapia farmacoldgica

presenta un efecto sinérgico en la reduccion de la viabilidad celular en células de

cancer de mama HER2+.

5. Objetivos
5.1 Objetivo General
Evaluar el efecto de un nanosistema compuesto por nanoparticulas de oro y un

aptamero dirigido al receptor HER2 (AuNP-PEG-AptHER2) en combinacion con

terapia farmacolégica en células de cancer de mama que sobreexpresan HER2.

5.2 Objetivos especificos
1. Construir y caracterizar un nanosistema compuesto por nanoparticulas de oro
recubiertas con polietilenglicol (PEG) y un aptamero dirigido al receptor HER2

(AUNP-PEG-AptHER?)

2. Determinar la concentracién inhibitoria media (IC50) del nanosistema AuNP-

PEG-AptHER2, 5-Fluorouracilo y Trastuzumab en lineas celulares.

3. Evaluar el efecto antagonista o sinérgico de la combinacion del nanosistema

AuUNP-PEG-AptHER2 con 5-Fluorouracilo y Trastuzumab en lineas celulares.
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6. Metodologia

6.1 Esquema general de trabajo

1. Construccion y caracterizacién del
nanosistema AuUNP-PEG-AptHER2

a) Reduccién vy purificacién del aptdmero HER2
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3. Analizar el efecto sinérgico de la
combinacion de AuNP-PEG-AptHER2
con 5-FUo TTZ

a) Tratamiento en combinacién de AuNP-PEG-
AptHER2, 5-FUy TTZ

] Tratamientos:

*  AuNP-PEG-AptHER2 + 5-FU
*  AuNP-PEG-AptHER2 +TTZ
* TIZ+5-FU
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Tratamientos por
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b) Ensayo de viabilidad celular
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c) Célculo de sinergia
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matematico Chou-Talalay /

Figura 6. Estrategia general de trabajo correspondiente a los objetivos especificos.

6.2 Materiales

6.2.1 Material Bioldgico

. Linea celular de cancer de mama HCC-1954 (ATCC)

o Linea celular de tejido epitelial de rifidn de mono verde: Vero CCL-81 (ATCC)

6.2.2 Terapias farmacologicas

o Acoflut 5-Fluorouracilo 250 mg (Accord Pharma)

o Herceptin Trastuzumab 440 mg (Roche)
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6.2.3 Equipos

Campana de flujo laminar clase Il UN425-400 (Nuaire)
Espectrofotometro Nanodrop ND-1000 (ThermoFisher Scientific)
Incubadora 2310 (VWR International)

Lector de microplacas Cytation3 Imaging Reader (BioTek)
Microcentrifuga 5415 C (Eppendorf)

Microcentrifuga 5430 (Eppendorf)

Micropipetas de 10, 200 y 1000 pL (Eppendorf)

Microscopio 6ptico Olympus CKX41SF (Olympus Life Science)
Thermomixer AG 5350 (Eppendorf)

Ultracongelador Vip Series (Panasonic)

Vortex M37615 (Thermolyne)

Zetasizer Nano ZS590 (Malvern Instruments)

6.2.4 Reactivos

Agua destilada ultrapura (Invitrogen)

Alcohol etilico Absoluto (CTR Scientific)

Alcohol isopropilico HPLC (Sigma-Aldrich)

Anfotericina B (Gibco)

Aptamero AptHer2 (Integrated DNA Technologies)

Azul de tripano 0.4 % (Invitrogen)

Buffer PBS 10 X (Invitrogen)

Buffer Tris-EDTA (Sigma-Aldrich)

Dimetilsulfoxido (DMSO) (Sigma-Aldrich)

Ditiotreitol (DTT) (Sigma-Aldrich)

Etanol grado biologia molecular (Sigma-Aldrich)

Kit de conjugacion de nanoparticulas de oro 20 nm OligoReady
(Cytodiagnostics)

Kit de proliferacion celular | (MTT) (Roche)

Medio de cultivo Dulbecco’s modified eagle (DMEM) (Gibco)
Medio de cultivo Roswell Park Memorial Institute (RPMI) (Gibco)
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. Penicilina-Estreptomicina PenStrep (Gibco)
. Suero fetal bovino (Corning)
. Tripsina-EDTA 0.05 % (1X) (Gibco)

6.2.5 Materiales

. Botellas para cultivo celular 25 cm (Corning Incorporated)
. Camara de Neubauer bright-line (Hausser Scientific)

. Columnas Spin-X UF 500 10k (Corning Incorporated)

. Micropipetas de 10, 200 y 1000 pL (BioPette Labnet)

. Microplacas para cultivo celular de 96 pocillos (Corning Incorporated)

. Microtubos de 0.6, 1.5y 2 mL (Heathrow Scientific)

. Pafiuelos desechables Kimwipes (Kimtech)

. Pipetas serologicas con filtro COSTAR de 2, 5y 10 ml (Corning Incorporated)
. Puntillas para micropipetas de 10, 200 y 1000 pL con filtro (Axygen Scientific)
. Tubos coénicos de 15 y 50 mL (Corning Incorporated)

. Viales criogénicos 2 mL (Corning Incorporated)

6.3 Métodos

6.3.1 Disefio de nanosistema

El nanosistema AuUNP-PEG-AptHER?2 estuvo conformado por nanoparticulas de oro
comerciales de 20 nm de didmetro recubiertas con polietilenglicol (PEG) de 5 kDa
(AuNPs-PEG), y el aptamero HER2 fluorescente (AptHERZ2) sintetizado por
Integrated DNA Technologies con la secuencia 5’- /5ThioMC6-D/TCT AAA AGG
ATT CTT CCC AAG GGG ATC CAA TTC AAA CAG/3Cy5Sp/-3’ reportada

previamente por Gijs y colaboradores (Gijs et al., 2016).

6.3.2 Reduccién y purificacién de aptamero
El aptamero se ajustd a una concentracion de 100 uM en buffer TE 1X. Se
trasladaron 100 pL del aptdmero a un microtubo de 1.5 mL y se agregaron 2 uL de

ditiotreitol (DTT) a 0.5 M. Se realizé una incubacion a temperatura ambiente y en
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obscuridad por dos horas. Posterior a la incubacion, el aptamero se coloco en la
columna Spin-X UF 500 y se centrifugd por 2 minutos a 735 x g. La pureza del
aptamero se confirmo por espectroscopia UV-VIS utilizando el Nanodrop ND-1000

y fue almacenado a —20 °C hasta su uso.

6.3.3 Conjugacién de nanoparticulas de oro

La construccion del nanosistema AuNP-PEG-AptHER2 se realiz6 siguiendo las
instrucciones del kit de conjugacion de nanoparticulas de oro 20nm OligoREADY ™
de Cytodiagnostics. Este kit lleva a cabo la formacion de un enlace covalente entre
el grupo tiol en el extremo 5’ del aptamero y el grupo maleimida del polietilenglicol

que recubre las nanoparticulas de oro.

A continuacion, se describe brevemente el protocolo: en un microtubo se afiadieron
60 pL del buffer de conjugacion y 48 pL del aptamero AptHER2 a 100 pM.
Posteriormente se transfirio 90 pL de la solucion de conjugacién a un vial con las
nanoparticulas de oro liofilizadas y se incubd a temperatura ambiente y en
obscuridad por 1 hora. Una vez terminada la incubacién, se agreg6 10 pL de la
solucion de extincidén y se dejé incubando por 15 minutos. La reaccion completa se
transfirid6 a un microtubo y se centrifugé durante 30 minutos a 5,500 g. El
sobrenadante fue desechado y se agregaron 100 pL de buffer TE 1x pH 7.6 para
resuspender el nanosistema (Carrién-Garcia et al., 2023). Se efectud una lectura en
el equipo Nanodrop ND-1000 vy, tras realizar los célculos correspondientes, se
obtuvo una concentracion final de 537.37 pg/mL. Posteriormente, el nanosistema
AuUNP-PEG-AptHER2 fue almacenado a 4 °C hasta su uso.

6.3.4 Caracterizacion fisica

La caracterizacion del nanosistema AuNP-PEG-AptHER2 fue necesaria para
determinar una correcta conjugacion y asegurar la calidad del producto. Se realizd
una lectura del espectro de absorbancia del nanosistema AuNP-PEG-AptHER2
mediante espectroscopia UV-Vis con el equipo Nanodrop ND-1000. Las mediciones

se realizaron en un barrido de 200 a 800 nm de longitud de onda, donde se
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obtuvieron los espectros de absorcion y se registraron las absorbancias a 520 y 646
nm, que corresponden a la longitud de onda de maxima absorcion de las

nanoparticulas de oro (AuNPs-PEG) y del fluoréforo Cy5 presente en el aptamero.

El nanosistema AuNP-PEG-AptHER2 se ajusté a 2 ug/mL en buffer TE para la
evaluacion del diametro hidrodinamico y su carga superficial. El didmetro
hidrodindmico se midi6 por medio de la dispersion dinamica de la luz (DLS),
mientras que la carga superficial del nanosistema se determin6 mediante el
potencial Z. Ambas propiedades fueron obtenidas en el equipo Zetasizer Nano ZS90
de Malvern Instruments en una cubeta de cuarzo con trayecto Optico de 1 cm.
(Longoria-Garcia et al., 2023b)

6.3.5 Lineas celulares

En los ensayos in vitro se empled la linea celular HCC-1954 (ATCC) proveniente de
carcinoma de mama ductal HER2 positivo. Las células se cultivaron en medio RPMI-
1640, suplementado con 10% de suero fetal bovino y 1% de una solucién antibiética-
antimicética (estreptomicina, penicilina y anfotericina B). La linea celular Vero CCL-
81 (ATCC), derivada de riidbn de mono verde africano se utiliz6 como control
negativo no canceroso. Esta linea celular fue cultivada en medio DMEM, igualmente
suplementado con 10% de suero fetal bovino (Corning) y 1% de la misma solucion
antibidtica-antimicética (Gibco). Las condiciones de cultivo de ambas lineas

celulares se mantuvieron a 37 °C y una concentracién de CO2zdel 5%.

6.3.6 Estandarizacion del numero de células para experimentos

Previo a iniciar los ensayos in vitro, se llevé a cabo una curva de crecimiento de las
lineas celulares HCC-1954 y Vero CCL-81 con el objetivo de determinar la densidad
celular optima para los experimentos posteriores. La siembra se realizd en placas
de 96 pozos y se evaluaron cantidades iniciales de 2,000, 4,000, 6,000, 8,000 y
10,000 células por pozo. La viabilidad celular se determiné a intervalos de 0, 24, 48
y 72 horas mediante el ensayo colorimétrico MTT.
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6.3.7 Evaluacion de la citotoxicidad de los tratamientos individuales

Para evaluar los tratamientos, las lineas celulares se cultivaron hasta alcanzar un
70% de confluencia en sus respectivos frascos de cultivo. Posteriormente, se
sembraron 4,000 células por pocillo en un volumen de 100 pL de medio completo
en microplacas de 96 pozos. Las placas se incubaron durante 24 horas en
condiciones oOptimas (37 °C y 5% de COz) para permitir un periodo de adaptacion
celular. Transcurrido el periodo de incubacién, se retiré el medio y se aplicaron 100
pUL de cada tratamiento. Los tratamientos fueron preparados en condiciones de
esterilidad en medio RPMI-1640 o medio DMEM segun la linea celular evaluada.

Los tratamientos y concentraciones evaluadas se especifican en la Tabla 4.

Tabla 4. Concentraciones a evaluar de manera individual en ambas lineas celulares

Tratamiento a evaluar Concentracion (pug/mL)
5-fluorouracilo 0.02, 0.2, 2, 20, 200, 2,000, 20,000
Trastuzumab 0.01 0.1, 1, 10, 100, 1,000, 10,000

AuNP-PEG-AptHER?2 2,4,8,16

Todos los ensayos se realizaron por triplicado, incluyendo un control negativo
(células no tratadas) y un control positivo (tratamiento con DMSO al 10%). La
viabilidad celular se determiné en periodos de 24, 48 y 72 horas después de la

administracion de los tratamientos.

Para el ensayo de MTT, se prepar6 una solucion de trabajo en una proporcion de
10 puL de MTT por cada 100 uL de medio; se retir6 el medio con el tratamiento de
las placas para evitar interferencias y se afiadieron 100 pL de la solucion de trabajo.
Las placas se incubaron por un periodo de 4 horas a 37 °C, tras lo cual los cristales
de formazéan se disolvieron agregando 100 pL de isopropanol acidificado a pH 3.
Finalmente, la absorbancia se midié a 570 nm y 651 nm en el lector de microplacas
BioTek Cytation 3 Imaging Reader.
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Los porcentajes de viabilidad celular se obtuvieron con la siguiente formula:

% viabilidad celul (Abs problema — Abs blanco) 100
= *
o viabridad cetiar (Abs control — Abs blanco)

Una vez determinado el porcentaje de viabilidad celular de cada concentracion y
tratamiento, los datos fueron ingresados al software de GraphPad PRISM para
realizar el analisis estadistico, generar una curva dosis-respuesta a partir del modelo

de regresién no lineal y obtener la concentracion inhibitoria media (IC50).

6.3.8 Evaluacion de citotoxicidad de los tratamientos en combinacién

La metodologia para determinar el efecto en la viabilidad celular se realizé de forma
semejante al tratamiento en individual. Las lineas celulares se sembraron en placas
de 96 pocillos y fueron incubadas en sus condiciones éptimas. Considerando los
resultados previos, se decidié evaluar en combinacién una Gnica concentracion de
AuNPs-PEG-AptHER?2 (2 pg/mL) y dos concentraciones distintas de los farmacos,
seleccionadas en funcion de cada linea celular. Las concentraciones utilizadas para

los tratamientos en combinacién se presentan en la Tabla 5.

Tabla 5. Concentraciones a evaluar en combinacién por cada linea celular.

Concentracion en

Concentracion en

5-fluorouracilo

2y 200 pg/mL

Tratamiento a evaluar Vero CCL-81 HCC-1954
(hg/mL) (ug/mL)
AuNP-PEG-AptHER?2 2 pg/mL 2 ug/mL
+ + +

4y 400 pg/mL

AuNP-PEG-AptHER2
+

Trastuzumab

2 pg/mL
+

100y 2,000 pg/mL

2 pg/mL
+

100y 1,500 pg/mL

5- fluorouracilo
+

Trastuzumab

2y 200 pg/mL
+

100y 2,000 pg/mL

4y 400 pg/mL
+

100y 1,500 pg/mL
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Las células fueron expuestas al tratamiento en combinacion durante 72 horas.
Después de la administracion, se agrego el reactivo de MTT y se siguio la

metodologia mencionada en la seccién anterior.

6.3.9 Determinacion de Sinergia

El modelo matematico Chou-Talalay fue utilizado para determinar si existe un efecto
de sinergia 0 antagonismo entre los tratamientos utilizados. El método proporciona
un indice de combinacién (Cl), un valor cuantitativo que describe la interaccion
farmacodinamica entre tratamientos (Duarte & Vale, 2022). Los calculos se
realizaron en el software CompuSyn, donde se ingresaron los datos de los

tratamientos de manera individual y los resultados del tratamiento en combinacion.

Con base en el modelo matematico: un Cl <1 indica sinergia, es decir, la
combinacion de farmacos produce un mayor efecto a la suma de los efectos
individuales. Un CI = 1 corresponde a un efecto aditivo, donde la combinacién de
farmacos produce un efecto equivalente a la suma de los efectos por separado. Un
Cl > 1 sefiala antagonismo, lo que implica que la combinacion es menos efectiva

gue los farmacos de manera individual (Chou, 2010).

6.3.10 Analisis estadistico

El andlisis estadistico y la elaboraciéon de graficas se realizaron en el software
GraphPad Prism. Los resultados de viabilidad celular se analizaron mediante una
prueba de ANOVA de una via, seguida de la prueba post hoc Bonferroni, donde se

compararon los grupos con tratamiento frente al grupo control sin tratamiento.
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7. Resultados

7.1 Caracterizacion fisica de AUNP-PEG-AptHER?2

7.1.1 Espectroscopia UV-VIS

En la Figura 7, se muestran los espectros de absorcién correspondientes a los
componentes individuales y al nanosistema AuNP-PEG-AptHER2 después del
proceso de conjugacion. El espectro de absorcion del aptamero present6 dos picos
de absorcion esperados a 260 nm 'y 646 nm (Figura 7a), el primero correspondiente
a la secuencia de acidos nucleicos y el segundo correspondiente al fluoréforo
presente. No se detectaron lecturas adicionales que indiquen residuos del proceso
de reduccién previo. El espectro de las nanoparticulas de oro recubiertas con PEG
(Figura 7b) mostr6 un pico de absorbancia definido a 520 nm, esto concuerda con
lo reportado en el kit de conjugacion de Cytodiagnostics. Finalmente, el espectro de
absorcion de nuestro nanosistema AuNP-PEG-AptHER2 (Figura 7c¢) presento tres
picos de absorbancia correspondientes a cada uno de sus componentes,

confirmando una correcta conjugacion.
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Figura 7. Espectro de absorcion UV-VIS de los componentes del nanosistema. a) Espectro del
aptamero reducido y purificado b) Espectro de las nanoparticulas de oro recubiertas de
polietilenglicol (AuNPs-PEG) c) Espectro de absorcion del nanosistema AUNP-PEG-AptHER?2
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7.1.2 Didmetro hidrodinamico

En la Figura 8, se observa la distribucion del tamafio hidrodinamico de las
nanoparticulas conjugadas presentes en la muestra. El analisis por dispersion
dinamica de la luz revel6 que el didmetro hidrodinAmico promedio del nanosistema
AuNP-PEG-AptHER2 es 65.30 + 1.1 nm.

Size Distribution by Intensity
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Figura 8. Grafica representativa del didmetro hidrodinamico de AUNP-PEG-AptHER?2

7.1.3 Potencial Z

Para finalizar la caracterizacion del nanosistema, se evalué la carga eléctrica
superficial del nanosistema mediante el potencial Z. En la Figura 9 se observa la
gréfica del potencial Z indicando que el nanosistema AUNP-PEG-AptHER?2 registro

una carga superficial de -8.4 + 0.43 mV.
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Figura 9. Grafica representativa del potencial Z de AUNP-PEG-AptHER2
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a)

7.2 Evaluaciéon de la viabilidad celular de los tratamientos individuales

7.2.1 Estandarizacion del nUmero de células para ensayos experimentales

En ambas graficas de la Figura 10, se observa un aument6 en la absorbancia en
relacion al tiempo de incubacion. En la Figura 10a, las densidades celulares mas
altas de la linea celular HCC-1954 (6,000-10,000 células) mostraron una
absorbancia similar a las 72 horas. Mientras que la densidad de 4,000 células tuvo
una cinética intermedia y la densidad mas baja de 2,000 células no mostré una

tendencia clara de crecimiento.

En la gréfica representativa de la linea celular Vero CCL-81 (Figura 10b) se observa
que todas las densidades celulares presentaron un aumento en la absorbancia
excepto la cantidad de 2,000 células. Las densidades mayores (6,000-10,000
células) alcanzaron un pico de absorbancia maximo a las 48 horas mientras que a
las 72 horas se observa un descenso en la absorbancia. La densidad celular de
4,000 células registré un crecimiento exponencial y no se reportdé una disminucion
a las 72 horas. Debido a estos resultados, se determin6 que el nUmero 6ptimo para
nuestros experimentos fuera de 4,000 células por pocillo en ambas lineas, debido a

gue presentdé menor variabilidad en las lecturas de absorbancia.
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Figura 10. Curvas de crecimiento tras siembra con distintas densidades celulares. a) Viabilidad
celular en la linea HCC-1954 b) Viabilidad celular en la linea Vero CCL-81
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Viabilidad celular (%

7.2.2 Tratamiento de 5-Fluorouracilo a diferentes tiempos

La evaluacion de la viabilidad celular se inici6 con diferentes concentraciones del
medicamento 5-fluorouracilo (0.2, 2, 20, 200, 2,000, 20,000 pug/mL) en la linea
celular HCC-1954 durante 24, 48 y 42 horas. En la Figura 11 se presenta el efecto
en funcion del tiempo y la concentracion en la linea celular HCC-1954. Los
tratamientos a 48 y 72 horas mostraron una disminucién dependiente de la
concentracion en comparacion al tratamiento a 24 horas. Dentro de los tiempos
evaluados, la concentracion de 20,000 pg/mL present6 la mayor citotoxicidad con
un rango de viabilidad entre 21-28% en los tres tiempos de incubacion

Durante el tratamiento a 24 horas (Figura 11a), el rango de concentraciones de 0.02
— 20 pg/mL registraron una viabilidad celular igual o superior al 77%. Unicamente la
concentracion de 20,000 pg/mL registr6 la mayor reduccion de viabilidad
significativa a 28.1 £ 3.6 %. Una tendencia similar se observo a las 48 horas donde
el rango de 0.02 — 200 pg/mL obtuvieron valores de viabilidad mayores al 80%.
Unicamente las concentraciones de 2,000 (73.63 + 6.6 %) y 20,000 ug/mL (23.67 *
1.29%) mostraron una disminucion significativa en comparacién al control (Figura
11b).
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Figura 11. Viabilidad celular con tratamiento de 5-FU en la linea celular HCC-1954 a diferentes
tiempos. a) Tratamiento por 24 horas b) Tratamiento por 48 horas c) Tratamiento por 72 horas.
ANOVA de una via, post hoc Bonferroni. Dos repeticiones por triplicado (n=6). Diferencia significada
vs. Control. **** p <0.0001. ***p <0.0050 ** p <0.0020 *p <0.020
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En la Figura 11C que corresponde al periodo de 72 horas, mostré que el rango de
concentraciones bajas continu6 manteniendo la viabilidad en un rango mayor al
80%. Los mayores efectos en la viabilidad se observaron en el rango de 2,000-
20,000 pg/mL.

Con el objetivo de graficar una curva dosis-efecto y calcular la concentracion
inhibitoria media (IC50), se realiz6 un segundo ensayo empleando un nuevo rango
de concentraciones de 5-FU (1,000, 2,000, 3,000, 5,000, 10,000, 15,000, 20,000
pug/mL). Este segundo ensayo se realizé Unicamente en periodos de 48 y 72 horas,

debido a que el tratamiento a 24 horas no obtuvo un efecto dependiente de dosis.

En los resultados a 48 horas presentados en la Figura 12a, se muestra una
disminucion progresiva de la viabilidad conforme a la concentracion del 5-FU. Las
concentraciones mas altas mostraron una reducciéon mayor al 50%, mientras que
las concentraciones de 1,000 a 3,000 pg/mL mantuvieron la viabilidad por encima
del 60%. En el periodo de 72 horas el efecto citotoxico fue mas notorio, destacando
la reduccion de la viabilidad de las concentraciones mas altas: 20,000 pg/mL a un
14.18 £ 2.2 %, 10,000 pg/mL a 15.78 £ 1.02 % y 5,000 pg/mL a 28.96 + 2.06 %.
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Figura 12. Segundo rango de tratamiento con 5-FU en la linea celular HCC-1954 a 24 y 48 horas.
a) Tratamiento por 48 horas b) Tratamiento por 72 horas. ANOVA de una via, post hoc Bonferroni.
Dos repeticiones por triplicado (n=6). Diferencia significada vs. Control. **** p <0.0001. ***p <0.0050
** p <0.0020 *p <0.020
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Con los resultados se obtuvo un rango de viabilidad intermedia, especialmente a las
72 horas. Se utilizé el modelo de regresion lineal para calcular la IC50 a 72 horas
de 5-FU en la linea celular HCC-1954 (Figura 13), obteniendo una IC50 de 1,334
pg/mL.
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Figura 13. Curva dosis-efecto para concentracion media inhibitoria de 5-fluorouracilo en HCC-1954

Se analizo el efecto de 5-FU en la linea no cancerosa Vero CCL-81 con las mismas
concentraciones iniciales que HCC-1954 (rango de 0.02, - 20,000 pg/mL) y en los
mismos tiempos de exposicion (Figura 14). Durante el tratamiento a 24 horas en la
Figura 14a, se mantuvo la viabilidad por encima del 75% excepto por la
concentracion 20,000 pg/mL (68.15 + 2.7%). Las concentraciones mas bajas (0.02
y 0.2 pug/mL) obtuvieron porcentajes cercanos al control (94.7 + 1.9% y 98.11 *
3.7%).

A 48 horas, las concentraciones entre 0.02 — 2,000 pg/mL mantuvieron una
viabilidad por encima del 80% y se evidencio una diferencia significativa solo en las
concentraciones mayores. La viabilidad celular disminuyé a 47.53 + 4.3% con
20,000 pg/mLy a65.7 +2.84% con 2,000 ug/mL (Figura 14b). Por dltimo, a 72 horas
el efecto citotoxico fue mas pronunciado en todas las concentraciones (Figura 14c).
La concentracion mayor presentd una viabilidad de 41.8 £ 1.9 %, mientras que la

concentracion menor de 0.2 pug/mL registro un 85.89 + 1.1%
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Figura 14. Viabilidad celular con tratamiento de 5-FU en la linea celular Vero CCL-81 a diferentes
tiempos. a) Tratamiento por 24 horas b) Tratamiento por 48 horas c¢) Tratamiento por 72 horas.
ANOVA de una via, post hoc Bonferroni. Dos repeticiones por triplicado (n=6). Diferencia significada
vs. Control. **** p <0.0001. ***p <0.0050 ** p <0.0020 *p <0.020

De igual manera que en HCC-1954 se evalu6 un segundo rango (1,000 - 20,000
png/mL) de 5-FU con tiempos de exposicion de 48 y 72 horas. En la Figura 15a se
muestran los resultados a 48 horas donde el rango de concentraciones presenté
una viabilidad moderada en un rango de 45 — 63%. A las 72 horas se observé una
disminucion mayor a comparacion del control, manteniendo la viabilidad celular en
un rango de 30-42% (Figura 15b).
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Figura 15. Segundo rango de tratamiento con 5-FU en la linea celular Vero CCL-81 a 24 y 48 horas.
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a) Tratamiento por 48 horas b) Tratamiento por 72 horas. ANOVA de una via, post hoc Bonferroni.
Dos repeticiones por triplicado (n=6). Diferencia significada vs. Control. **** p <0.0001. ***p <0.0050
** p <0.0020 *p <0.020.
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Partiendo de los datos obtenidos a las 72 horas se realiz6 el modelo de regresion
lineal mostrado en la Figura 16 donde se obtuvo una IC50 de 416 pg/mL a las 72
horas en Vero CCL-81.
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Figura 16. Curva dosis-efecto para concentracion media inhibitoria de 5-fluorouracilo en Vero CCL-
81

7.2.3 Tratamiento de TTZ a diferentes tiempos

Una vez obtenidos los resultados con el farmaco 5-FU se realizaron los ensayos
con el anticuerpo Trastuzumab (TTZ) en un rango de 1 — 10,000 pug/mL en ambas
lineas celulares por los periodos de incubacién de 24, 48 y 72 horas.

En la Figura 17 se presentan los primeros resultados del tratamiento con TTZ. En
los tres tiempos de exposicion se logré observar una disminucion de manera
significativa solo en la concentracién mayor de 10,000 ug/mL. Dicha concentracion
incrementd su efecto con el tiempo de exposicion, siendo mas evidente a las 72
horas (24 horas = 43.8 £ 5.7%, 48 horas = 25.3 + 4.0%, 72 horas = 18.2 + 3.3%). El
rango de concentraciones de 1 — 1,000 pg/mL no mostré un efecto citotoxico en los

diferentes tiempos de exposicion.
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Figura 17. Viabilidad celular con tratamiento de TTZ en la linea celular HCC-1954 a diferentes
tiempos a) Tratamiento a 24 horas b) Tratamiento a 48 horas c¢) Tratamiento a 72 horas. ANOVA de
una via, post hoc Bonferroni. Dos repeticiones por triplicado (n=6). Diferencia significada vs. Control.
*¥**% p <0.0001. ***p <0.0050 ** p <0.0020 *p <0.020

Similar al tratamiento con 5-FU, se realizO un segundo ensayo utilizando
concentraciones intermedias de TTZ (2,000 — 10,000 pg/mL) con tiempos de 48 y
72 horas con el objetivo de un rango mas preciso para el célculo de la IC50 (Figura
18). En el tratamiento a 48 horas se observdé una disminucidén progresiva de
viabilidad celular conforme aumentaba la concentracion del anticuerpo. Las
concentraciones de 10,000, 8,000 y 6,000 pg/mL mostraron valores similares (20.19
+ 1.6%, 2258 =+ 2.3% y 27.61 = 1.4%, respectivamente), mientras que la

concentracion baja de 2,000 pg/mL present6 una viabilidad elevada (92.3 £ 4.7%).

A las 72 horas se siguid0 observando una disminucion con el aumento de la
concentracion (Figura 18b). Las concentraciones altas registraron un rango de
viabilidad de 16%-22%, mientras que las concentraciones bajas de 4,000 y 2,000
Hg/mL presentaron viabilidades de 48.36 + 0.4% y 82.50 + 4.08%, estos resultados

confirman un efecto dependiente de dosis y efecto.
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Figura 18. Segundo rango de tratamiento con TTZ en la linea celular HCC-1954 a 24 y 48 horas. a)
Tratamiento a 48 horas b) Tratamiento a 72 horas. ANOVA de una via, post hoc Bonferroni. Dos
repeticiones por triplicado (n=6). Diferencia significada vs. Control. **** p <0.0001. ***p <0.0050 ** p
<0.0020 *p <0.020

Con base en los resultados obtenidos se determiné que el rango de 2,000 — 10,000
pHg/mL a 72 horas es el adecuado para determinar la IC50 de TTZ. La IC50 a 72

horas de exposicién con trastuzumab es de 3,856 ug/mL (Figura 19).
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Figura 19. Curva dosis-efecto para concentracion media inhibitoria de trastuzumab en HCC-1954.

Se realizo la evaluacién del tratamiento con TTZ en la linea celular no cancerosa
Vero CCL-81 con el rango de concentraciones de 1 — 10,000 pg/mL por los periodos
de incubacion de 24, 48 y 72 horas (Figura 20).
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Similar a lo observado en HCC-1954, se observo una disminucion de manera
significativa en la concentracion mayor de 10,000 pg/mL a las 72 horas (24 horas =
48.5 £ 3.1%, 48 horas = 58.1 + 4.3%, 72 horas = 25.7 + 2.05%). En la Figura 20b
referente al tratamiento a las 48 horas, se observa un comportamiento anormal
debido al aumento en la viabilidad celular en comparacion a lo observado a las 24
horas. El tratamiento a 72 horas registro un efecto dependiente de tiempo solo en

la concentracion de 10,000 pg/mL.
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Figura 20. Viabilidad celular con tratamiento de TTZ en la linea celular Vero CCL-81 a diferentes
tiempos a) Tratamiento a 24 horas b) Tratamiento a 48 horas c) Tratamiento a 72 horas. ANOVA de
una via, post hoc Bonferroni. Dos repeticiones por triplicado (n=6). Diferencia significada vs. Control.
**% n <0.0001. ***p <0.0050 ** p <0.0020 *p <0.020

Para asegurar una correcta caracterizacion del efecto de trastuzumab, se evalu6 un
segundo rango de concentraciones (2,000 — 10,000 pug/mL) durante 48 y 72 horas.
A 48 horas (Figura 21a) se observo una reduccion moderada de la viabilidad celular
con un rango de 30-77%. Mientras que en el tratamiento a 72 horas se observé un
patrén dependiente de la concentracién, el tratamiento a 10,000 ug/mL presenté
valores de 27.07 £ 1.6% de viabilidad mientras que la concentracion de 2,000 pg/mL
obtuvo un porcentaje de viabilidad de 74.60 + 5.2%. La IC50 de trastuzumab a 72
horas fue de 4,457 pg/mL, valor superior al obtenido en la linea celular HCC-1954
(Figura 22).
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Figura 21. Segundo rango de tratamiento con TTZ en la linea celular Vero CCL-81 a 24 y 48 horas
a) Tratamiento a las 48 horas b) Tratamiento a las 72 horas. ANOVA de una via, post hoc Bonferroni.
Dos repeticiones por triplicado (n=6). Diferencia significada vs. Control. **** p <0.0001. ***p <0.0050
** n <0.0020 *p <0.020
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Figura 22. Curva dosis-efecto para concentracion media inhibitoria de trastuzumab en Vero CCL-81

7.2.4 Tratamiento de AUNP-PEG-AptHER2

Una vez realizados los analisis de ambos farmacos se procedié con las pruebas de
citotoxicidad del nanosistema AuNP-PEG-AptHER2. Debido a que ambos farmacos
presentaron un efecto mayor a 72 horas, los ensayos con el nanosistema se

realizaron en dicho tiempo de exposicion.
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En la Figura 23 podemos observar los resultados para ambas lineas celulares. En
las células de cancer de mama, la concentracion mas baja (2 pg/mL) registré una
viabilidad de 78.43 £ 3.9%, con un incremento progresivo en la viabilidad celular en
las concentraciones mayores: 80.42 + 3.56% para 4 pg/mL, de 84.43 £ 5.2% para 8
pg/mL y 90.29 + 5.4% para 16 pg/mL (Figura 23a). Sin embargo, al analisis

estadistico no revel6 diferencias significativas entre las concentraciones evaluadas.

El tratamiento en células no cancerosas Vero CCL-81 mostré baja citotoxicidad, con
valores de viabilidad superiores al 72%, y un ligero efecto dependiente de la dosis
en comparacion a las células HCC-1954 (Figura 23b). La concentraciéon mas alta
(16 pg/mL) registré una viabilidad de 72.54 + 2.73 %, mientras que la concentracion
mas baja (2 pg/mL) presento la viabilidad més elevada con 82.77 + 2.68%. Cabe
destacar que el resultado de la concentracion mas baja usada en HCC-1954 fue
comparable con el resultado obtenido en la concentracion mas alta de Vero CCL-
81.
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Figura 23. Viabilidad celular con tratamiento de AUNP-PEG-AptHER2 en ambas lineas celulares

a) Tratamiento en linea celular HCC-1954 a 72 horas b) Tratamiento en linea celular Vero CCL-81 a
72 horas. ANOVA de una via, post hoc Bonferroni. Dos repeticiones por triplicado (n=6). Diferencia
significada vs. Control. **** p <0.0001. ***p <0.0050 ** p <0.0020 *p <0.020
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7.3 Tratamiento en combinacién

Para evaluar el efecto citotoxico del tratamiento combinado se selecciono la
concentracion fija de 2 pg/mL de AUNP-PEG-AptHER?2, debido a que en resultados
previos no se observaron diferencias significativas entre las concentraciones
analizadas y 2 pg/mL mostré la mayor disminucion en la viabilidad celular de la linea
de cancer. Con base en ello, se evaluo el efecto citotoxico de la combinacion de
AuUNP-PEG-AptHer2 (2 pg/mL) con dos concentraciones distintas de 5-FU y dos
concentraciones distintas de TTZ tras 72 horas de exposicidn. Las concentraciones
de los farmacos fueron definidas a partir de una matriz de efecto esperado

elaborada con los datos obtenido en experimentos preliminares.

7.3.1 Tratamiento en combinacién con 5-FU

En la Figura 24a, se muestran los resultados obtenidos para la linea celular HCC-
1954, tanto para los tratamientos individuales como en combinacién. La
combinacion de AuNP-PEG-AptHER2 + 5-FU en las dos concentraciones
analizadas registré un aumento en la viabilidad y no evidencié un efecto potenciador
gue disminuya la viabilidad. La combinacion de AuNP-PEG-AptHER2 + 5-FU 400
pg/mL registré una viabilidad celular de 44.14 + 3.8%, mientras que la combinacion
de AuNP-PEG-AptHER2 2 pg/mL + 5-FU 4 pg/mL presentd una viabilidad de 61.13
+ 2.5%.

En comparacion, los tratamientos individuales de 5-FU mostraron valores de
viabilidad de 37.5 + 5.4% para 5-FU 400 pg/mL y 63.5 + 3.6% para 5-FU 4 pg/mL,
mientras que AUNP-PEG-AptHER?2 registrd 76+ 5.2%. El analisis estadistico reveld
diferencias significativas Unicamente entre AuNP-PEG-AptHER2 y las
combinaciones. El andlisis de sinergia, realizado mediante el modelo matematico
Chou-Talalay, arrojo un indice de combinacién (CI) mayor a 2.0 para ambas
combinaciones; estos resultados demuestran un efecto antagonista entre AuNP-
PEG-AptHER2 y 5-FU (Tabla 6).
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Figura 24. Viabilidad celular en el tratamiento combinado de AUNP-PEG-AptHER2 (2 pg/mL) y 5-FU
a) Tratamiento en combinacién en HCC-1954 b) Tratamiento en combinacién en Vero CCL-81.
ANOVA de una via, post hoc Bonferroni. Dos repeticiones por triplicado (n=6). Diferencia significada
vs. Control. **** p <0.0001. ***p <0.0050 ** p <0.0020 *p <0.020

En la linea celular Vero CCL-81, se evalué la misma concentracién fija de AuNP-
PEG-AptHER2 (2 pg/mL) en combinacion con 2 pg/mL y 200 pg/mL de 5-FU. La
combinacién con 200 pg/mL de 5-FU registré una viabilidad celular de 65.99 + 4.4%,
mientras que la segunda combinacién con 2 ug/mL reporté 80.2 + 1.8% (Figura 24b).
De manera similar a lo observado en HCC-1954, los tratamientos combinados no
mostraron una disminucion en la viabilidad celular en comparacion al tratamiento
individual, si no un incremento (5-FU 200 pg/mL = 63.1 + 2.4%, 5-FU 2 ug/mL = 70
+ 3.3 %, AuNP-PEG-AptHER2 = 80 + 0.5%). El andlisis estadistico indic6 que la
combinacion AuNP-PEG-AptHER2 + 5-FU 200 upg/mL present6 diferencias
significativas en relacion al nanosistema, en contraste, la combinacion con 2 pg/mL
mostré diferencias significativas Unicamente en comparacion con el tratamiento
individual con 5-FU. Finalmente, el resultado de sinergia confirmé el efecto

antagonista para ambas combinaciones (Tabla 6)
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Tabla 6. indice de combinacion obtenido para el tratamiento de AUNP-PEG-AptHER2 y 5-
FU

SiAcE] Combinacion In.d ice <'ie Efecto observado
Celular combinacién (Cl)
AUNP-PEG-AptHER?2
+ >2 Antagonista
5-FU 400 pg/mL
HCC-1954
AUNP-PEG-AptHER?2
+ >2 Antagonista
5-FU 4 pg/mL
AuNP-PEG-AptHER?2
+ >2 Antagonista
Vero 5-FU 200 pg/mL
CCL-81 AUNP-PEG-AptHER2
+ >2 Antagonista
5-FU 2 pug/mL

7.3.2 Tratamiento en combinacién con TTZ

Se procedi6 a evaluar el efecto citotdxico de la combinacion del nanosistema AuNP-
PEG-AptHER2 (2 pg/mL) con dos concentraciones del anticuerpo trastuzumab
(1400 y 100 pg/mL) en la linea celular HCC-1954. La combinacion AuNP-PEG-
AptHER2 + TTZ 1,400 pg/mL registré una viabilidad de 74.7 + 6.0%; valor
ligeramente inferior al obtenido con los tratamientos individuales (TTZ pg/mL 1400
85.7 + 3.3% y AUNP-PEG-AptHER2 85.9 + 5.5 %). En contraste, la segunda
combinacion con TTZ 100 pug/mL mostro una viabilidad de 87.9 + 4.2%, similar al
tratamiento individual (TTZ 100 pg/mL 89.3 + 6.0%) (Figura 25a).

En los resultados se observa claramente el efecto combinado entre tratamientos,
pero no representd un efecto potenciador. El andlisis matematico de sinergia indicé
un Cl de 1.4 para la concentracion alta de TTZ y de 1.1 para la concentracion baja
(Tabla 7), indicando un efecto ligeramente antagonista y un efecto levemente
aditivo, respectivamente. No obstante, no se encontrd diferencia significativa entre

las combinaciones y el tratamiento individual.
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Figura 25. Viabilidad celular en el tratamiento combinado de AUNP-PEG-AptHER2 (2 pg/mL) y TTZ.
a) Tratamiento en combinacién en HCC-1954 b) Tratamiento en combinaciéon en Vero CCL-81.
ANOVA de una via, post hoc Bonferroni. Dos repeticiones por triplicado (n=6). Diferencia significada
vs. Control. **** p <0.0001. ***p <0.0050 ** p <0.0020 *p <0.020

En la linea Vero CCL-81 se observd una reduccion en la viabilidad celular al
combinar AUNP-PEG-AptHER2 y TTZ en comparacion con cada tratamiento en
individual, aunque no fue estadisticamente significativa (Figura 25b). La
combinacion AuNP-PEG-AptHER2 + TTZ 2,000 pg/mL presentd una viabilidad de
69.6 + 6.4% y la segunda combinacion AuNP-PEG-AptHER2 + 100 TTZ pg/mL
registré una viabilidad de 78.1 + 5.4% (TTZ 2,000 pg/mL = 81.6 + 7.0, TTZ 100
Hug/mL=95.9 + 5.0 %, AuNP-PEG-AptHER2 = 81.6 *+ 7.0) (Figura 25b).

El analisis de sinergia mostro un indice de combinacion de 1.2 para concentracion
alta de TTZ y 1.0 para la concentracion baja, lo que indica un efecto aditivo. Los
resultados sugieren una combinacion mas efectiva en concentraciones bajas de
TTZ (Tabla 7).
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Tabla 7. indice de combinacion obtenido para el tratamiento de AUNP-PEG-AptHER2y TTZ

SiAcE] Combinacion In.d|ce_ gle Efecto observado
Celular combinacién (Cl)
AUNP-PEG-AptHER?2 :
+ 1.4 Antagonismo
TTZ 1,400 pg/mL moderado
HCC-1954
AuNP-PEG-AptHER?2
+ 1.1 Casi aditivo
TTZ 100 pg/mL
AuNP-PEG-AptHER?2 :
+ 12 nge(rja_ltmente
aditivo
Vero TTZ 2,000 pg/mL
CCL-81 AUNP-PEG-AptHER2
* 1.0 Aditivo

TTZ 100 pg/mL

7.3.3 Tratamiento en combinacién de 5-FUy TTZ
Como ultimo tratamiento, se evaluaron combinaciones entre las concentraciones

previamente utilizadas de 5-fluorouracilo y trastuzumab.

En la Figura 26a se presentan los resultados obtenidos en la linea celular HCC-
1954, los cuales mostraron resultados variables dependiendo del tratamiento.
Primero se realizaron las combinaciones con el tratamiento de TTZ a 1,400 pg/mL
(Viabilidad individual de 80.7 + 6.8 %). La combinacion de TZZ 1,400 ug/mL y 5-FU
400 pg/mL obtuvo una viabilidad de 37.52 + 1.95%, valor comparable al tratamiento
de 5-FU individual (38.76 = 3.07%). Por otro lado, la combinacion de TTZ 1,400
pg/mL + 5-FU 4 pg/mL present6 un ligero aumento en la viabilidad (62.02 + 2.5%)
en comparacion al tratamiento de 5-FU en individual (58.8 + 1.2%). En conjunto, no
se evidencio un efecto potenciador que redujera la viabilidad celular y el analisis de

sinergia confirmo un efecto antagonista (Tabla 8).
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Figura 26. Viabilidad celular en el tratamiento combinado de 5-FU y TTZ en HCC-1954.

a) Tratamiento combinado de 5-FU + 1,400 pg/mL de TTZ. b) Tratamiento combinado de 5-FU + 100
pg/mL de TTZ. ANOVA de una via, post hoc Bonferroni. Dos repeticiones por triplicado (n=6).
Diferencia significada vs. Control. **** p <0.0001. ***p <0.0050 ** p <0.0020 *p <0.020

Asimismo, los tratamientos de TTZ 100 pg/mL en combinacion de 5-FU (4 y 400
pMg/mL) no mostraron diferencias significativas en respecto a los tratamientos
individuales con 5-FU, a excepcion del tratamiento de TTZ individual. Las
combinaciones de TTZ 100 pug/mL + 5-FU 400 pg/mL y TTZ 100 pg/mL + 5-FU 4
pMg/mL  presentaron valores de viabilidad de 40 + 1.0% y 585 + 4.5%,
respectivamente (Figura 26b). Los tratamientos individuales de TTZ 100 pg/mL, 5-
FU 400 pg/mL y+ 5-FU 4 pug/mL presentaron valores de 87.3 £ 3.0, 38.7 + 3.0 y 58.8

* 1.2, respectivamente.
El analisis de sinergia revelo indices de combinacion superiores a 1, lo que indica

un efecto antagonista a concentraciones mayores de TTZ y un efecto aditivo a

concentraciones menores en células de cancer de mama HER2+ (Tabla 8).
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Tabla 8. indice de combinacién obtenido para el tratamiento de TTZ y 5-FU en HCC-1954

e Combinacion In.d|ce_ gle Efecto observado
celular combinacién (Cl)
TTZ 1400pg/mL + .
5-FU 400 pg/mL 1.7 Antagonista
TTZ 1400pg/mL + .
5-FU 4 pg/mL 2.0 Antagonista
HEC-1954 TTZ 100pg/mL
Mg/mL + : "
5-FU 400 ug/mL 1.2 Ligeramente aditivo
TTZ 100pg/mL + e
5-FU 4 pg/mL 1.1 Casi aditivo

En la linea celular Vero CCL-81, los tratamientos combinados con 5-FU y TTZ
mostraron una ligera disminucién en la viabilidad celular en comparacién con los
tratamientos individuales. Primero se evalud la concentracion de 2,000 pg/mL de
TTZ con dos concentraciones de 5-FU (200 pg/mL y 2 pg/mL). La combinacién de
TTZ + 5-FU 200 pug/mL presenté una viabilidad de 55.6 + 3.4%, mientras que la
combinacion con 5-FU a 2 ug/mL report6 67.5 + 2.3% (Figura 27a). Estos resultados
fueron ligeramente menores a los obtenidos con los tratamientos individuales (TTZ
100 pg/mL = 81.6 + 7.0 %, 5-FU 200 pg/mL =59.9 + 3.1 %, 5-FU 2 ug/mL = 79.3 +
1.1%), aunque Unicamente se observo diferencia significativa entre TTZ y las
combinaciones. Finalmente, el analisis de sinergia calculo un Cl de 1.0 para ambas

combinaciones, lo cual indica un efecto aditivo (Tabla 9).

En comparacion, la combinacion de TTZ 100 pg/mL + 5-FU 200 pg/mL presentd una
viabilidad de 58.9 + 4.4%, valor similar al obtenido con el tratamiento en individual
de 5-FU (59.8 £ 3.11 %). Por otra parte, la combinacion con TTZ 100 pg/mL + 5-FU
2 pg/mL reportd una viabilidad de 60.8 = 0.64% (Figura 27b). En esta ultima
combinacion se observé claramente una reduccion en la viabilidad celular en
comparacion con los resultados en individual (TTZ 100 pug/mL = 95.9 + 5.0%, 5-FU
pMg/mL 2 = 79.3 = 1.1%). Para la primera combinacion se obtuvo un Cl de 0.9 que
corresponde a un efecto levemente sinérgico, mientras que la segunda

concentracion obtuvo un valor de 0.5, confirmando un efecto de sinergia (Tabla 9).
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Figura 27. Viabilidad celular en el tratamiento combinado de 5-FU y TTZ en Vero CCL-81 a)
Tratamiento combinado de 5-FU con concentracion de 2,000 ug/mL de TTZ b) Tratamiento
combinado de 5-FU con concentracion de 100 pg/mL de TTZ. ANOVA de una via, post hoc
Bonferroni. Dos repeticiones por triplicado (n=6). Diferencia significada vs. Control. **** p <0.0001.
*** <0.0050 ** p <0.0020 *p <0.020

Tabla 9. indice de combinacion obtenido para el tratamiento de TTZ y 5-FU en Vero CCL-
81.

Linea Combinacion In.d ice ‘,je Efecto observado
celular combinacién (Cl)
TTZ 2000ug/mL + -
5-FU 200 pg/mL 1.0 Aditivo
TTZ 2000ug/mL + B
5-FU 2 ug/mL 1.1 Aditivo
Vero CCL-81 TT7 100 na/mL
Mg/mL + _ S
5-FU 200 pg/mL 0.9 Ligeramente sinérgico
TTZ 100 pg/mL + 0.5 Sinergia

5-FU 2 pg/mL
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8. Discusion

Los resultados obtenidos en los espectros de absorcidén confirmaron la conjugacion
correcta del nanosistema, mientras que los andlisis de carga superficial y diametro
hidrodindmico son similares con la construccion previa del nanosistema (Carrion-
Garcia et al., 2023). Por lo tanto, podemos concluir que se logro replicar de manera
exitosa la construccion de AUNP-PEG-AptHER?2.

Los estudios in vitro confirman que la respuesta a los tratamientos depende del
contexto celular y de la interaccion de las vias de sefalizacion. El tratamiento con
5-FU mostr6 un efecto citotoxico dependiente de dosis y del tiempo de exposicion.
En HCC-1954 se obtuvo una IC50 de 1,334 ug/mL a 72 horas, mientras que en Vero
CCL-81 fue de 416 pg/mL tras 72 horas de exposicion, evidenciando una mayor

sensibilidad en células no tumorales.

La diferencia de IC50 entre lineas celulares sugiere una posible resistencia a 5-FU
en HCC-1954. El 5-FU ejerce su accion por diversos mecanismos como inhibicién
de proliferacién mediante el bloqueo de la via RAS/ERK, reduccion del riesgo de
metastasis por medio de la disminucion de la expresion de Rho-A y limitacién de la
movilidad celular al reducir los niveles de Racl (Malik et al., 2022). También 5-FU
induce apoptosis a través de la activacién de p53 y la caspasa-1 (Balahura et al.,
2021). Estudios en lineas celulares de cancer de colon han demostrado que la
eficiencia de 5-FU se ve potenciada cuando P53 se encuentra funcional, pero se
reduce en presencia de mutaciones o un estado inactivo, contribuyendo a la

quimiorresistencia (Zheng et al., 2000).

En cancer de mama, TP53 presenta mutaciones en aproximadamente el 35% de
los casos y especificamente en tumores HER2+, la frecuencia puede ser del 53%
(Marvalim et al., 2023). Segun el repositorio ClinVAR, la linea celular HCC-1954
presenta un cambio de tirosina a cisteina (pTry163Cys) en TP53, dicha mutacién
ocasiona una pérdida de funcion. En concordancia, Tanihara y colaborares
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reportaron que las lineas células de cancer de mama con mutaciones en p53 (MDA-
MB-231 y MDA-MB-468) presentaron valores de IC50 de 5-FU elevados en
comparacion a la linea MCF-7, la cual posee un p53 funcional. Estos hallazgos
destacan la importancia del estado mutacional de p53 en la respuesta terapéutica
al 5-FU en cancer de mama (Tanihara et al., 2025). Por lo tanto, se puede inferir
gue el efecto citotoxico observado a concentraciones elevadas de 5-FU en la linea
HCC-1954 esta relacionado con un mecanismo de resistencia asociado a la

mutacion p53.

En el caso de trastuzumab, se observé un efecto dosis-dependiente con mayor
eficacia a 72 horas. Las IC50 calculadas fueron elevadas en ambas lineas celulares
(HCC-1954: 3,856 pg/mL y Vero CCL-81: 4,457 pg/mL). En HCC-1954, este
comportamiento era esperado, ya que la linea celular esta reconocida como
resistente al farmaco. Esta resistencia se atribuye a la mutacion H1047R en
PIK3CA, la cual confiere una activacion constitutiva de la via PISBK/AKT, permitiendo
la proliferacion celular aun cuando existe un bloqueo de HER2 (Chakrabarty et al.,
2013). Estudios clinicos en pacientes que se han sometido a tratamiento con TTZ
mostraron una correlacion entre la resistencia a trastuzumab y desregularizacién en
la via PI3BK/AKT (Vivekanandhan & Knutson, 2022).

La linea celular Vero CCL-81 presenta una expresion basal del receptor HER2, lo
qgue limita la cantidad de moléculas de TTZ que pueden unirse de manera
especifica. Esto se evidencio en nuestros resultados, donde se observé una
inhibicion minima de la proliferacion incluso a concentraciones elevadas del
farmaco. Tabete y colaboradores reportaron que el tratamiento con TTZ redujo de
manera significativa el crecimiento de células de cancer hepatocelular sin afectar el
crecimiento de hepatocitos normales (Tatebe et al., 2008). La respuesta minima de
Vero CCL-81 hacia TTZ resalta la importancia del nivel de expresion de HER2 para

determinar la eficacia terapéutica.

55



Por su parte el nanosistema AuNP-PEG-AptHER2 presenté una citotoxicidad
distinta segun la linea celular evaluada. En HCC-1954 se presentd un efecto dosis-
respuesta invertido, donde la menor concentracion redujo de forma mas evidente la
viabilidad celular; mientras que en Vero CCL-81 se registr6é un ligero efecto dosis-
dependiente. Estos resultados en HCC-1954 no concuerdan con parte de la
literatura reportada, donde la mayoria de los nanosistemas dirigidos contra HER2

presentan un efecto dosis-dependiente en la reduccién de viabilidad.

Un ejemplo es el nanosistema descrito por Lee y colaboradores, conformado por
nanostars de oro funcionalizadas con un aptdmero anti-HER2. Este nanosistema
mostré una disminucién de la viabilidad celular en un efecto dependiente tanto del
tiempo como de la dosis (Lee et al., 2015). Sin embargo, este estudio presenta dos
diferencias relevantes con respecto a nuestro trabajo: la linea celular utilizada y el
disefio estructural. En primer lugar, esta investigacion empleo la linea celular SK-
BR-3, la cual no presenta mutaciones en vias de sefializacion capaces de generar
resistencia al tratamiento. En segundo lugar, el disefio se basé en nanostars,
mientras que nuestro nanosistema emplea nanoesferas. Este aspecto es
importante, ya que se ha reportado que la morfologia de las nanoparticulas influye
en sus efectos bioldgicos, siendo las nanostars mas citotoxicas que las nanoesferas
(Y. J. Lee etal., 2019).

Existen diferentes factores que podrian explicar el perfil atipico de la respuesta
dosis-dependiente observado. Nuestros resultados sugieren la posible presencia de
un efecto hormético, este fendmeno se ha descrito previamente en diferentes
nanomateriales, incluidas las nanoparticulas de plata (Jiao et al., 2014; Lavicoli et
al., 2018). La hormesis se define como una relacién dosis-respuesta no lineal en la
gue dosis bajas y altas de un mismo agente generan efectos en direcciones
opuestas (Bell et al., 2014). Bajo esta definicion, se esperaria que concentraciones
menores de AUNP-PEG-AptHER2 a las evaluadas presentaran una mayor
citotoxicidad, mientras que concentraciones mas elevadas no tendrian un efecto

significativo.
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Otro fendmeno relevante asociado a las nanoparticulas es la formacion de corona
proteica. Este efecto ocurre cuando las nanoparticulas son introducidas en un medio
bioldgico y las proteinas presentes se adsorben a su superficie, generando una capa
de biomoléculas. La presencia de esta corona puede impedir que el aptdmero
presente en AuNP-PEG-AptHER2 interactle adecuadamente con el receptor
(Pinals et al., 2020). Asimismo, se ha reportado que la formacioén de corona puede
afectar la estabilidad coloidal y favorecer la aglomeracion de las nanoparticulas
(Rampado et al., 2020). Para confirmar si este fendmeno esté ocurriendo en nuestro
sistema, seria necesario realizar mediciones adicionales de DLS y potencial Z en el
medio de cultivo suplementado con suero y a las distintas concentraciones
evaluadas, con el fin de evidenciar la posible presencia de corona proteina o

agregacion de nanoparticulas.

Otra posible explicacion a este resultado es la activacion de vias alternas de
sefalizacion, un mecanismo de resistencia frecuente en células que sobreexpresan
HER2. Se ha reportado que células tumorales HER2+ tratadas con trastuzumab y
lapatinib que desarrollaron resistencia presentan una sobreexpresion del receptor
Integrina-p1 (CD29), la cual participa en sefializacion asociada en migracién celular,
evasion de apoptosis y proliferaciéon celular (Huang et al., 2011). En concordancia,
un estudio en la linea celular HCC-1954 ha demostrado que la exposicion a TTZ
induce un incremento en la expresion de Integrina-B1. Asimismo, se observé que
HCC-1954 tratada con TTZ presentd un incremento de migraciéon celular durante
ensayos de cicatrizaciéon (de Abreu Pereira et al.,, 2022). Considerando estos
antecedentes, un mecanismo similar podria estar ocurriendo en el tratamiento de
AuNP-PEG-AptHER2, lo que explicaria la viabilidad mayor registrada en
concentraciones mas altas. Por lo tanto, resulta relevante implementar ensayos de
migracion y apoptosis en la caracterizacién de nanosistemas, ya que pueden aportar

informacion valiosa para comprender los procesos celulares implicados.
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La combinacion AuNP-PEG-AptHER2 + 5-FU resulté en un efecto antagonista (ClI
> 2) en ambas lineas celulares. Este efecto sugiere que los mecanismos de accién
de ambos tratamientos interfieren entre si en lugar de complementarse. Kim y
colaboradores reportaron que, en lineas celulares de cancer gastrico, la
combinacion de trastuzumab y 5-FU produjo un efecto aditivo. Los autores atribuyen
los resultados a que trastuzumab induce arresto celular en la fase G1, mientras que
5-FU requiere que las células se encuentren en fase S del ciclo para ejercer su
efecto (Kim et al., 2008). De manera similar, en lineas celulares de cancer de mama
(SK-BR-3, BT-474, MDA-MB-361 y MDA-MB-361) se ha descrito un efecto aditivo
entre trastuzumab y doxorrubicina, un farmaco con mecanismos de accidn
semejante a 5-FU (Pegram et al., 2004). Si bien estos hallazgos corresponden a
TTZ con otros farmacos utilizados en cancer de mama, resulta esencial evaluar el
efecto de AUNP-PEG-AptHER?2 sobre el ciclo celular.

Fujimoto-Ouchi y colaboradores evaluaron la combinacién de trastuzumab con
capecitabina (prédroga de 5-FU) y metabolitos derivados de 5-FU. Se emplearon
las lineas celulares KPL-4 y BT474, tanto en estudios in vitro como en un modelo in
vivo de xenoinjerto en raton. En los experimentos in vitro se observo un efecto

antagonista entre trastuzumab y los metabolitos, mientras que en el modelo in vivo
se reporto un efecto aditivo (Fujimoto-Ouchi et al., 2002). Estos ensayos indican que
es posible que la combinacion de AUNP-PEG-AptHER2 y 5-FU presenten un efecto

sinérgico en modelos de cultivo 3D o estudios in vivo.

La combinacion de AuNP-PEG-AptHER2 + TTZ produjo un efecto ligeramente
antagonista en la linea HCC-1954 y un efecto aditivo en la linea Vero CCL-81. Se
han descrito multiples estudios en los que TTZ y aptdmeros han sido conjugados
individualmente a nanoparticulas o a farmacos para dirigir tratamientos (H. Lee et
al., 2015; Meng et al., 2018; Zelechowska-Matysiak, Wawrowicz, et al., 2023), sin
embargo, no se han reportado combinaciones de ambos enfoques. Nuestros
resultados sugieren que el efecto ligeramente antagonista podria indicar que los

tratamientos interfieren entre si, debido a que estan dirigidos al mismo blanco. Tanto
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TTZ como el aptamero utilizado en el nanosistema han demostrado inducir la
internalizacion del receptor (Gijs et al., 2016; Maadi et al., 2021). No obstante, el
mecanismo de internalizacion exacto de AuNP-PEG-AptHER2 no se encuentra

completamente elucidado.

Un aspecto interesante de los resultados obtenidos es que AuNP-PEG-AptHER2
con trastuzumab mostr0 un efecto antagonista a altas concentraciones de
trastuzumab mientras que a bajas dosis se observo un efecto ligeramente aditivo en
HCC-1954. Este efecto de aumento en el célculo de sinergia también se observé en
células Vero CCL-81, obteniendo un Cl de 1.2 a altas concentraciones de TTZ y un
0.9 cuando se us6 menor concentracion. Este comportamiento puede explicarse por
una saturacion del receptor por parte de TTZ, lo que limitaria la unién del aptdmero
presente en el nanosistema y el mecanismo de accion de este. Este fenomeno se
ha observado con diferentes anticuerpos, conocido como “binding site
barrier/barrera de sitios de unién”, donde los anticuerpos crean una barrera

alrededor tumores e impiden la interaccion de otros agentes terapéuticos.

En lalinea Vero CCL-81, la combinacion de TTZ + 5-FU presentd un efecto sinérgico
mas significativo a bajas concentraciones. Estos resultados evidencian el impacto
de la concentracion de TTZ en la interaccion y destacan la importancia de evaluar
un rango amplio de dosis en combinaciéon. Se ha descrito que la sinergia puede
manifestarse en determinadas regiones de la curva dosis-efecto en lugar de
mantenerse en un solo rango (Staffa et al., 2021) Estos resultados sugieren que la
exploracion de combinaciones con concentraciones menores de TTZ podria

favorecer la aparicion de un efecto sinérgico.

La combinacion de 5-FU + TTZ mostré un efecto antagonista en la linea HCC-1954
y un efecto aditivo en Vero CCL-81. Los resultados en la linea HCC-1954 son
consistentes con lo reportado para combinaciones de 5-FU con otros tratamientos
dirigidos a HER2, donde se ha descrito una posible interferencia entre los

mecanismos de estos farmacos (Kim et al., 2008). Al comparar estos resultados con
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los obtenidos para la combinacion de 5-FU con AuNP-PEG-AptHERZ2, es posible
inferir que el nanosistema podria compartir mecanismo de accion similar al TTZ, lo

gue explica las similitudes observadas.

De acuerdo con la literatura, las terapias dirigidas a receptores pueden sensibilizar
a las células tumorales frente a la quimioterapia. Li y colaboradores reportaron que
la administracion secuencial de trastuzumab seguida de 5-FU produjo un efecto
sinérgico en lineas celulares de cancer gastrico. En contraste con nuestros
experimentos, dicho estudio utilizo esquemas de tratamientos secuenciales,
mientras que en nuestros experimentos la aplicacion fue simultanea. Estos
hallazgos abren la posibilidad de que, aunque el AuNP-PEG-AptHER2 no haya
mostrado sinergia en células tumorales, pueda actuar como agente de

sensibilizacion cuando se emplee como tratamiento previo (Li et al., 2010).

Finalmente, no se observé sinergia en las combinaciones que incluyeron el
nanosistema en células de cancer de mama HER2+. Una de las limitaciones de esta
investigacion fue la disponibilidad de volumen de nanosistema, por lo que solo se
analizé una concentracion fija de AUNP-PEG-AptHER2. No obstante, no se puede
descartar la posibilidad de un efecto sinérgico en otras concentraciones. Asimismo,
resulta fundamental considerar el método empleado para el analisis de la sinergia.
El modelo Chou-Talalay es uno de los modelos méas reportados en la literatura
(Abedin et al., 2021; Karuppaiah et al., 2020) sin embargo, aun no existe un
consenso respecto al método mas adecuado para evaluar interacciones sinérgicas

entre nanoparticulas.

Es relevante sefalar que, si bien hemos revisado estudios similares, no existen
antecedentes que utilicen las dos lineas celulares empleadas en esta investigacion.
Esta ausencia de informacion resalta la influencia del perfil molecular de cada linea
y sugiere interpretar con cautela los hallazgos de estudios realizados en modelos

diferentes. Por ello, futuras investigaciones deberan contemplar tanto la exploracion
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de un rango méas amplio de concentraciones como de métodos alternativos para

una interpretacion mas robusta de la sinergia en nanosistemas.

Nuestros resultados sugieren la necesidad de estudios mas profundos que permitan
esclarecer los mecanismos involucrados y orientar nuevas estrategias. En nuestro
caso, por ejemplo, una linea futura de combinacion seria incorporar una fase de
sensibilizacidon previa con el nanosistema o un farmaco, en lugar de aplicarlos de

manera simultanea.
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9. Conclusiones

En este trabajo se evalud la actividad citotoxica y las interacciones farmacoldgicas
del nanosistema AuNP-PEG-AptHer2 de forma individual y en combinacién con 5-
fluorouracilo y trastuzumab en lineas celulares HCC-1954 (HER2+) y Vero CCL-81
(no tumoral). La caracterizacion fisicoquimica confirmo la correcta conjugacion y
estabilidad del nanosistema, evidenciada por el espectro de absorcion, el didmetro

hidrodinamico y la carga superficial.

Los ensayos de viabilidad celular mostraron que la respuesta a los tratamientos
depende de la linea celular y sus caracteristicas moleculares. La IC50 de 5-FU en
HCC-1954 fue de 1,334 pg/mL mientras que en la linea celular Vero CCL-81 fue de
416 pg/mL a 72 horas. Tras 72 horas de exposicion, la IC50 de trastuzumab fue de
3,856 pg/mL en células HCC-1954 y 4,422 pug/mL en células Vero CCL-81.

En HCC-1954, las altas concentraciones de 5-FU y TTZ requeridas para la
reduccion de la viabilidad podrian explicarse por la presencia de mutaciones en
TP53 y PI3K, sugiriendo una resistencia intrinseca a estos farmacos. El
nanosistema AuNP-PEG-AptHER?2 presentd efecto dosis-dependiente inverso, un
comportamiento que podria indicar entre otras cosas una posible activacion de vias

alternas de sefializacion en células que sobreexpresan HER2.

En combinaciones, AUNP-PEG-AptHER2 + 5-FU mostrd un efecto antagonista en
ambas lineas celulares, posiblemente por la interferencia de sus mecanismos de
accion. La combinacion de AuNP-PEG-AptHER2 + TTZ presentd un efecto
antagonista en la linea HCC-1954 y un efecto aditivo en Vero CCL-81, lo que sugiere

un fenémeno de saturacién del receptor.

Aunqgue la hipotesis proponia un efecto sinérgico de la combinacion de AUNP-PEG-
AptHER?2 con terapia farmacologica en células de cancer de mama HER2+, los
resultados mostraron efectos antagonistas y aditivos principalmente. Los resultados
demuestran que la capacidad para generar sinergia depende de factores criticos

como dosis empleada, tipo de farmaco en combinacion y el perfil genético de las
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células. Por lo tanto, esta investigacion resalta la importancia de evaluar diferentes
concentraciones de los tratamientos en distintas lineas celulares, asi como de
considerar el perfil genético de cada modelo al disefiar estrategias terapéuticas

basadas en nanomateriales.
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