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RESUMEN

La muerte celular inmunogénica (ICD) es un tipo de muerte celular capaz de estimular la
inmunidad contra el cancer a través de senales de peligro que conducen a una respuesta
inmune adaptativa. Se ha demostrado que las nanoparticulas de plata (AgNP) tienen un efecto
citotoxico sobre las células cancerosas; sin embargo, su mecanismo de accidon no se
comprende completamente. El presente estudio sintetizo, caracterizé y evalud el efecto
citotoxico de AgNP reducidas con beta-D-glucosa (AgNP-G) contra células de cancer de
mama (CM) in vitro; y la inmunogenicidad de la muerte celular in vitro e in vivo. Ademas,
se determino el efecto antitumoral de las AgNP-G en un modelo murino de cancer de mama
triple negativo (CMTN) y su efecto sobre el microambiente tumoral. Los resultados
mostraron que las AgNPs-G inducen la muerte celular de forma dosis-dependiente en lineas
celulares de CM. Ademas, las AgNP-G mostraron efectos antiproliferativos al interferir con
el ciclo celular. En cuanto a la deteccion de patrones moleculares asociados al daiio (DAMP),
se encontr6 que el tratamiento con AgNPs-G induce la exposicion de calreticulina y la
liberacion de HSP70, HSP90, HMGB1 y ATP. In vivo, la vacunacion profilactica no impidi6d
el establecimiento del tumor; sin embargo, el peso del tumor fue significativamente menor
en los ratones vacunados con AgNPs-G, mientras que la tasa de supervivencia aumentd. En
el modelo de bolsa de aire con implantacion de células tumorales 4T1, la administracion de
AgNPs-G mostro actividad antitumoral. Mediante inmunohistoquimica se demostr6 que el
tratamiento con AgNPs-G disminuy¢ la expresion de PCNA, IDO y GAL-3, y aument? la
expresion de Caspasa-3. En el microambiente tumoral, el tratamiento increment6 el
porcentaje de linfocitos T de memoria y células efectoras innatas, y disminuy¢ el de linfocitos
CD4+ y linfocitos T reguladores. También se observo un aumento en los niveles de TNF-a,
IFN-y e IL-6, mientras que el TNF-a se increment6 en suero. En conclusion, hemos
desarrollado un nuevo método para la sintesis de AgNPs-G, con actividad citotoxica
antitumoral in vitro e in vivo sobre células BC, acompanada de la liberacion de DAMPs y el

remodelamiento del microambiente tumoral.

Palabras clave: nanotecnologia; B-D-glucosa; nanoparticulas de plata; cancer; muerte

celular inmunogénica.



ABSTRACT

Immunogenic cell death (ICD) is a type of cell death capable of stimulating immunity against
cancer through danger signals that lead to an adaptive immune response. Silver nanoparticles
(AgNPs) have been shown to have a cytotoxic effect on cancer cells; however, their
mechanism of action is not fully understood. This study synthesized, characterized, and
evaluated the cytotoxic effect of beta-D-glucose-reduced AgNPs (AgNP-G) against breast
cancer (BC) cells in vitro, and the immunogenicity of cell death in vitro and in vivo.
Furthermore, the antitumor effect of AgNP-G was determined in a murine model of triple-
negative breast cancer (TNBC) and its effect on the tumor microenvironment. The results
showed that AgNP-G induces cell death in a dose-dependent manner in BC cell lines. In
addition, AgNP-G showed antiproliferative effects by interfering with the cell cycle.
Regarding the detection of damage-associated molecular patterns (DAMPs), treatment with
AgNPs-G was found to induce calreticulin exposure and the release of HSP70, HSP90,
HMGBI, and ATP. In vivo, prophylactic vaccination did not prevent tumor establishment;
however, tumor weight was significantly lower in mice vaccinated with AgNPs-G, while the
survival rate increased. In the 4T1 tumor cell implantation air bag model, administration of
AgNPs-G showed antitumor activity. Immunohistochemistry demonstrated that treatment
with AgNPs-G decreased the expression of PCNA, IDO, and GAL-3, and increased the
expression of Caspase-3. In the tumor microenvironment, the treatment increased the
percentage of memory T cells and innate effector cells, and decreased the percentage of
CD4+ T cells and regulatory T cells. An increase in TNF-a, IFN-y, and IL-6 levels was also
observed, with serum TNF-a levels increasing. In conclusion, we have developed a novel
method for the synthesis of AgNPs-G, exhibiting antitumor cytotoxic activity in vitro and in
vivo against BC cells, accompanied by the release of DAMPs and remodeling of the tumor

microenvironment.

Keywords: nanotechnology; B-D-glucose; silver nanoparticles; cancer; immunogenic cell

death.



1. INTRODUCCION

El cancer de mama es la neoplasia mas frecuente a nivel mundial y constituye una de las
principales causas de mortalidad. Tan solo en los ultimos afios, esta enfermedad ha producido
cambios llamativos en cuanto a datos epidemiolédgicos, diagndstico, pronostico y tratamiento;
un hecho particularmente favorecido por el aumento de la esperanza de vida en la poblacion.
Se estima que, para el afio 2030 se logre alcanzar la cifra de 11 millones de defunciones
anuales en el mundo, representando un nuevo desafio para la economia global y proteccion

financiera del sistema de salud (Mireles et al. 2018).

Para contrarrestar esta problematica surge un nuevo campo de interés cientifico, la
inmunooncologia, que aprovecha el propio sistema inmunitario del organismo para atacar a
las células tumorales, suponiendo asi, una nueva era en el tratamiento del cancer. Con un
enfoque distinto pero innovador, la inmunooncologia pretende a la vez generar una memoria
especifica del tumor que logre evitar la recidiva del cancer (Serrano et al. 2019). Para ello, la
muerte celular inmunogénica se prefiere a cualquier otro tipo de muerte celular, ya que se
caracteriza por la activacion del sistema inmune innato y adaptativo a través de la liberacion
de DAMPs (del inglés Damage-Associated Molecular Patterns, o patrones moleculares
asociados a dafio). No obstante, en la actualidad, pocos tratamientos quimioterapéuticos
consiguen cumplir este cometido. De manera que, se hace necesaria la busqueda y desarrollo
de nuevos compuestos con la capacidad de inducir muerte inmunogénica (Asadzadeh et al.
2020).

En este contexto, las nanoparticulas de plata han mostrado la capacidad de inducir
apoptosis en lineas celulares de cancer de mama a través de la activacion de caspasa-3, muerte
asociada con la liberacion de DAMPs y, por ende, caracteristica de muerte celular
inmunogénica (Liu et al. 2017). Por ello, el presente estudio tuvo como objetivo evaluar el
efecto de nanoparticulas de plata sintetizadas con B-D-glucosa in vivo en un modelo murino
de cancer de mama 4T1 sobre la capacidad de inducir muerte celular inmunogénica, asi como

su efecto como nanorregulador microambiental in situ.



2. ANTECEDENTES

2.1 Cancer: aspectos generales

El término “cancer” es un nombre genérico asignado a un grupo amplio de enfermedades
cuya caracteristica principal es el crecimiento descontrolado de células anormales. Su origen
deriva de la palabra griega “Karkinos” (relativo al cangrejo), utilizada por primera vez por el
médico Hipocrates (400 a.C.) haciendo referencia a la similitud entre la aparicion de tumores
y lesiones endurecidas con las patas de los cangrejos. Tiempo después, karkinos se

convertiria en “carcinomas” y finalmente en la palabra latina cancer (Hondermarck 2019).

Han pasado 24 siglos desde Hipocrates y nuestro conocimiento se ha expandido
epidemioldgica, clinica, celular y molecularmente, sin embargo, nuestra comprension del
cancer sigue siendo limitada. Como consecuencia de esto, se estima que 9.6 millones de

personas mueren anualmente por cancer, posicionandose como la segunda causa de muerte a

nivel mundial (OMS 2018).

Naturalmente, las células del organismo crecen, se dividen para formar nuevas células y
mueren ordenadamente. Sin embargo, en el cancer, este proceso ordenado se descontrola.
Las células cancerosas continlian creciendo, proliferando y evadiendo la muerte celular.
Racionalizar la complejidad que rodea al cancer podria ser complicado, no obstante, en el
afno 2011, Hanagan y Weinberg publicaron los “sellos distintivos del cancer”, un principio
organizador que permite comprender las capacidades distintivas y complementarias del
crecimiento tumoral. Entre estos sellos se encuentran la evasion de supresores de
crecimiento, evasion de la respuesta inmunoldgica, adquisicion de inmortalidad replicativa,
inflamacion promovida por el tumor, activacion de invasion y metastasis, induccion de
angiogénesis, mutacion e inestabilidad gendmica, evasion de apoptosis y desregulacion
energética celular. Si bien la mayoria de los canceres poseen estos sellos distintivos, su

adquisicion puede aparecer en distintas fases (véase figura 1).



Sustaining proliferative
signaling

Resisting Evading growth
cell death SUppressors

Inducing Activating invasion
angiogenesis and metastasis

Enabling replicative
immortality

Figura 1. Sellos distintivos del cancer. Principales caracteristicas y capacidades adquiridas por las células

tumorales durante la progresion del cancer. (Hanahan y Weinberg 2011)

En las células cancerosas, las vias de sefalizacion de proliferacion presentan alteraciones
que les da una ventaja de supervivencia. MacroscOpicamente, esto se ve reflejado en el
aumento del volumen de los tejidos, formando una masa denominada “tumor” (Fouad y
Aanei 2017). Los tumores pueden ser benignos o malignos. Los tumores malignos se definen
molecularmente como un crecimiento celular descontrolado mediado por una serie de
mutaciones adquiridas que afectan la progenie clonal de una célula, desencadenando una
proliferacion excesiva e independiente de senales de crecimiento (Kumar et al. 2008, 2014).
Las neoplasias pueden surgir de cualquier célula del organismo, motivo por el cual,

actualmente se han reportado mas de 100 tipos diferentes de cancer (Siegel y Jemal 2019).

El crecimiento exacerbado de las células tumorales provoca la compresion de los tejidos
anexos, invadiendo zonas adyacentes y, eventualmente, disemindndose a 6rganos distantes,
proceso denominado como metastasis (Herrera 2013). En esencia, la metastasis es el
desarrollo de una masa secundaria sin conexion directa con el tumor de origen, la cual implica

un complejo numero de interacciones extrinsecas e intrinsecas entre la célula tumoral y



multiples microambientes (Welch y Hurst 2019).

El microambiente del tumor es la region especifica donde células tumorales, estromales
no cancerosas ¢ inmunolédgicas del huésped, interactian de forma activa. Se sabe que, el
microambiente tumoral brinda las condiciones necesarias a las células cancerosas para
mantener la proliferacion replicativa y escapar a los mecanismos de muerte celular
programada (Nagarsheth y Zou 2017). Por su parte, las células tumorales influyen
directamente en la estructura y funcion del estroma mediante la secrecion de moléculas de

sefalizacion al medio extracelular (Thakkar et al. 2020).

2.2 Cancer de mama

2.2.1 Anatomia y origen de las lesiones

La mama o también llamado seno, es una estructura glandular con funcién exocrina formada
principalmente por dos tejidos, tejido adiposo y tejido glandular. En las mujeres, los senos
suelen tener mas tejido glandular, aunque esto depende mucho del ciclo hormonal y estado
fisiologico. En el embarazo, el tejido glandular predomina ampliamente, mientras que, tras
la menopausia el tejido glandular se atrofia y su volumen recae directamente en el tejido
adiposo. Por su parte, los hombres también cuentan con senos, pero la cantidad de tejido
glandular es muy baja. Anatobmicamente, la mama se extiende de la segunda hasta la sexta
costilla; medial al esternon y lateralmente a la linea media axilar. Ademas, esta se encuentra
anclada a la fascia del musculo pectoral mayor por medio de los ligamentos de Cooper y se

extiende oblicuamente hacia la axila (Gastounioti et al. 2018).

El tejido adiposo de la mama se encuentra irrigado por una compleja red de vasos
sanguineos, nervios, vasos y ganglios linfaticos, ademas, estd compuesto de tejido conectivo
fibroso y ligamentos. El tejido glandular, a su vez, se compone principalmente por acinos
glandulares y ductos. Los acinos glandulares son estructuras compactas esferoidales donde
se encuentran las células secretoras, también denominadas lactocitos. Los ductos son
estructuras tubulares ramificadas cuya luz confluye directamente en canalillos que
desembocan en los galactoforos. Una glandula mamaria consta de 15 a 25 16bulos, dentro de
los cuales, a su vez, existen entre 50 a 75 lobulillos. Como se menciond anteriormente, la
glandula mamaria estd expuesta a los cambios hormonales, y esto es debido a que tanto las

células acinares (en los lobulos) como las células luminales (en los ductos) expresan



receptores de estrégeno y progesterona constitutivamente. Ademas, las células luminales
estan rodeadas de células mioepiteliales, células de soporte que, pese a no expresar receptores
hormonales nucleares, si que expresan receptores de crecimiento epidermal. La exposicion
inusual a factores hormonales, fisicoquimicos y/o bioldgicos, predisponen la iniciacion,
promocion y progresion del cancer de mama (Nahid et al. 2017).

2.2.2 Clasificacion

El cancer de mama es el resultado de una gran variedad de lesiones celulares heterogéneas y
morfologicamente diversas que han dificultado la clasificacion de este. Sin embargo,
actualmente puede ser clasificado con base en su histologia, estadio y subtipos moleculares
(Paruch et al. 2019).

2.2.2.1 Clasificacion histologica

Una clasificacion patologica convencional divide las lesiones con base a su histologia en: (1)
lesiones in situ y (2) lesiones invasivas. Entre las lesiones in sifu podemos encontrar las de
tipo ductal (carcinoma ductal in situ) y las lobulares (carcinoma lobular in situ). Por su parte,
las lesiones invasivas constan de una gran variedad de subtipos histologicos, los cuales se
pueden clasificar en base a su porcentaje de aparicion; un ejemplo de esto podria ser el
carcinoma ductal infiltrante, cuyo porcentaje de aparicion se estima en un 76%, muy por
encima de otros tipos de lesiones invasivas como lo son el carcinoma lobular invasivo (8%)
o el carcinoma ducto-lobular (7%).

2.2.2.2 Clasificacion por estadios

Este sistema de clasificacion permite agrupar dentro de cuatro estadios al cancer de mama.
Cada estadio es dado en base a un sistema de clasificacion denominado TNM, referente a:

tamafio de tumor (T), extension a ganglios linfaticos regionales (N) y metastasis distante (M).

El estadio I (in situ) es considerado como un estado temprano de la enfermedad donde las
células tumorales estan confinadas al tejido del cual se originaron. El estadio II (local) es
designado al cancer invasivo que este confinado en la mama que, al igual que el estadio I, se
considera una etapa temprana. El estadio III (regional) se considera una etapa avanzada, en
la cual el cancer se ha esparcido a los ganglios linfaticos regionales sin signos de metastasis.
Finalmente, el estadio IV (distante) presenta metastasis a 6érganos distantes, siendo la etapa

mas avanzada de la enfermedad y de peor prondstico.



2.2.2.3 Clasificacion por subtipos moleculares
Esta clasificacion se da en funcion de las caracteristicas genéticas que expresan las células

tumorales, como lo son: el receptor de estrogeno (ER, por sus siglas en inglés estrogen
receptor), el receptor de progesterona (PR, por sus siglas en inglés progesterone receptor)y
el receptor del factor de crecimiento epidérmico 2 (HER?2). (véase tabla 1) (Mehanna et al.

2019).

Tabla 1. Clasificacion de los canceres de mama

CLASIFICACION BIOMARCADORES TUMORALES
LUMINAL A ER+ PR+ HER-
LUMINAL B ER+ PR+ HER+

HER2+ ER- PR- HER+
TNBC (TIPO BASAL) ER- PR- HER-

TNBC: cancer de mama triple negativo; RE: receptor de estrogenos; PR: receptor de progesterona. (Adaptado
de Garmpis et al. 2017).

2.2.3 Epidemiologia
En México, el cancer de mama es el tipo de cancer mas frecuente entre sus habitantes, siendo

las mujeres las mas propensas a padecerlo con una tasa de incidencia de 39.5 por 100,000
habitantes (Globocan 2018). Se estima que, 1 de cada 8 mujeres podria desarrollar cancer de
mama a lo largo de su vida, cifra contrastante al género masculino, cuya probabilidad es de

1 en 1000 (OMS 2018).

La tasa de mortalidad por cancer de mama en México muestra un aumento notable. A
principios de la década de 1960, la mortalidad registrada era de solo 2 muertes por cada
100,000 casos. Entre los afos de 1990 y 1999, esta cifra aumento a 9 por 100,000 casos
(Herrera 2013). Actualmente, la tasa de mortalidad por cancer de mama en México es de 9.9
por 100,000 casos (Globocan 2018). Seguin estadisticas de Globocan, se estima que para el
ano 2030, 24,386 mujeres seran diagnosticadas con cancer de mama en México y 9,778
moriran por ello.

2.2.4 Tratamiento
El principal objetivo del tratamiento contra el cancer de mama es preservar la calidad y



prolongar la esperanza de vida del paciente. Actualmente, son la cirugia, radioterapia,
quimioterapia y tratamientos hormonales, los tratamientos de eleccion. Sin embargo, en los
ultimos afios se han desarrollado distintas alternativas, tales como el uso de inmunoterapia,
trasplantes de células madre, terapia dirigida y medicina de precision. Las estrategias por
emplear en la terapia contra el cancer dependeran de diversos factores, tales como el origen,

diseminacion y la condicion fisica del paciente (Akram et al. 2017).

2.2.4.1 Cirugia
Es considerada la principal opcion de tratamiento en pacientes donde el cancer se encuentra

localizado y delimitado. Los tipos de cirugia varian de acuerdo con la cantidad de tejido que
sera extirpado y las caracteristicas del cancer. Dentro de las cirugias mas comunes se
encuentra la lumpectomia o tumorectomia parcial, técnica que consiste en la extirpacion de
parte de la glandula mamaria que contiene el tumor maligno. Por lo general, en este tipo de
cirugia se suele retirar un poco de tejido sano (margen del tumor) y ganglios linfaticos
circundantes, manteniendo la integridad de la mama (Vaz et al. 2016). La mastectomia es un
método eficaz en casos de cancer mamario difuso, ya que, en estos casos una tumorectomia
no es suficiente (Tuttle et al. 2007). Otro método quirtrgico es la ablacion ovarica, puesto
que, se emplea como adyuvante para el tratamiento contra el cdncer de mama. Puede ser
inducida por radiacion, extirpacion quirurgica de los ovarios y la utilizacion de analogos de

la hormona luteinizante (Davidson 2001).

2.2.4.2 Radioterapia
Esta alternativa es posible en etapas tempranas de la enfermedad. Normalmente, su empleo

se lleva a cabo en combinacidn con la tumorectomia para evitar realizar una mastectomia
completa. Un estudio realizado en la India determino que el 97% de mujeres sometidas a
radioterapia, no tuvieron recurrencia local después del tratamiento (Nandi et al. 2014). De la
misma manera, Zhou et al. (2012) mostraron que la radioterapia es mas efectiva en etapas
iniciales, los rayos de alta energia terminan con las células cancerigenas, la terapia puede ser
empleada después de una tumorectomia o mastectomia para acabar con las células restantes

en la mama.

2.2.4.3 Quimioterapia
Al hecho de destruir células cancerigenas por medio de ciertos farmacos se denomina

quimioterapia. Los medicamentos generalmente brindan un alivio temporal a los sintomas,
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aunque se han reportado algunos casos de éxito donde curan la enfermedad. Actualmente se
han sintetizado una gran variedad fAirmacos de clase quimioterapéutica contra el cancer, cuya
actividad se basa en la capacidad de alquilacion bioldgica, no obstante, la dosis eficaz de
estos agentes alquilantes es similar a la dosis toxica. Algunos estudios reportan el uso efectivo
de antineoplasicos combinados contra cancer altamente metastasico, tal es el caso del uso de
Pemetrexed y Lobaplatin sobre pacientes con fase metastasica que no respondian a la terapia

con antraciclinas o taxanos (Deng et al. 2013).

Los medicamentos que se emplean en la quimioterapia segun la Sociedad Estadounidense
del Cancer son Capecitabina (Xeloda), Carboplatino (Paraplatino), Ciclofosfamida
(Cytoxan), Docetaxel, Doxorrubicina liposomal (Doxil), Paclitaxel, Platino (cisplatino,
carboplatino), Vinorelbina (Navelbina), entre otros (Benson et al. 2004). No obstante, estos
farmacos presentan diversos efectos secundarios que van desde nauseas, vomitos, perdida de

cabello, problemas de fertilidad, entre otros (Shapiro y Recht 2001).

2.2.4.4 Inmunoterapia
La inmunoterapia del cancer tiene como objetivo estimular al sistema inmune para el rechazo

del tumor de una manera especifica, con una respuesta de larga duraciébn y memoria
inmunolégica. La inmunoterapia suele utilizarse en etapas de remision del cancer o cuando
el tumor es resistente a tratamientos, puede administrarse de forma individual o combinada
con terapias convencionales o con otros tipos de inmunoterapia. Entre estas estrategias, la
terapia celular adoptiva consiste en extraer sangre del paciente para obtener y generar
linfocitos especificos contra el tumor in vitro, los cuales son posteriormente reinfundidos en
el paciente para atacar y destruir las células tumorales. También se utilizan anticuerpos
monoclonales como terapia dirigida para bloquear alguna proteina en especifico de las
células tumorales; en la inmunoterapia no especifica, se busca estimular al sistema inmune
utilizando terapias con interferones, interleucinas y factores estimulantes de colonias; en la
inmunoterapia activa se estimula al sistema inmune responsable de la respuesta antitumoral

con la administracidon de vacunas (Chiang C et al. 2015; Arango y Gonzalez, 2002).

2.2.5 Limitaciones en el tratamiento del cancer de mama
Los tratamientos empleados mas frecuentemente en casos de cancer de mama son cirugia,

radioterapia y quimioterapia, los cuales han mejorado prondsticos desalentadores para



muchos pacientes. A pesar de las ventajas que brindan estas terapias, poseen multiples
desventajas como la falta de especificidad, limitada biodisponibilidad, alta toxicidad y

efectos secundarios en los pacientes tratados (Moo et al. 2018).

La mayoria de los agentes quimioterapéuticos actiian sobre células en proceso de division,
ya que la principal caracteristica de las células del cancer es su elevada tasa de proliferacion.
Los quimioterapéuticos carecen de especificidad, no solo dafian células cancerosas, sino que
también afectan células sanas, ya que estas también tienen una rapida division celular, tal es
el caso de las células de la medula 6sea, foliculos de cabello, gonadas y mucosa
gastrointestinal. Los efectos secundarios se suelen presentar rapidamente al aplicar los
agentes terapéuticos, pudiendo ser nduseas, vomito, mielosupresion, perdida de cabello y
fertilidad (Bodai y Tuso 2015). Padegimas et al. (2019) reportaron una alta incidencia de
enfermedades cardiovasculares en pacientes con cancer de mama que estuvieron en
tratamiento de quimioterapia, al parecer se genera una disfuncién cardiaca progresiva que
puede ser causa de una interrupcion en la quimioterapia, lo cual complica y afecta el

prondstico del paciente (Bird y Swain 2008).

Otra limitacion a la cual se enfrentan los agentes quimioterapéuticos es al desarrollo de
resistencia multiple a firmacos (por sus siglas en inglés MDR), lo cual dificulta aiin mas el
tratamiento de esta enfermedad (Si et al. 2019), se han implementado estrategias como el uso
de combinaciones racionales de terapias utilizando diversos compuestos que permitan

obtener el beneficio terapéutico y minorice la probabilidad de MDR (Fisusi y Akala 2019).

2.3 Muerte inmunogénica

La muerte celular inmunogénica (ICD) es un tipo de muerte celular regulada capaz de activar
una respuesta inmune adaptativa en huéspedes singénicos inmunocompetentes. Se
caracteriza por una secuencia temporal de eventos que incluyen la liberacion o exposicioén
coordinada de moléculas inmunogénicas denominadas patrones moleculares asociados al
dafio (DAMP). Si bien, todas las células contienen DAMP a concentraciones adecuadas para
estimular al sistema inmunitario, la cinética y la intensidad de su liberacion son factores
claves para impulsar la ICD. Dentro de los principales DAMP y eventos relacionados con la

ICD se encuentran la translocacion temprana de calreticulina (CRT) a la superficie celular,



la exposicion y liberacion de proteinas de choque térmico 70 y 90 (HSP70 y HSP9,
respectivamente) y la liberacion de ATP y la caja 1 del grupo de alta movilidad de la proteina
cromatina no histona (HMGB1). De manera colectiva, estos DAMP actlian en la captacion,
procesamiento y presentacion de antigenos, lo que resulta en la activacion de linfocitos T
(véase figura 2). Sin embargo, la adyuvancia generada por la liberacion de DAMP no es
suficiente para determinar si una molécula tiene la capacidad de inducir ICD, por lo cual, los
ensayos de vacunacion in vivo siguen siendo el estandar de oro para la deteccion de

inductores de ICD (Ahmed, 2020; Kroemer, 2022; Galluzi, 2020).
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Figura 2. Esquema del proceso de muerte celular inmunogénica y la activacion de la respuesta inmune

adaptativa. Se muestran las etapas de muerte celular inmunogénica. (Kroemer, 2022)

2.4 Nanotecnologia

La nanotecnologia es la ciencia que se encarga de manipular y controlar la materia a escala
atomica. Su origen se atribuye al fisico estadounidense R. Feyman, quien en el afio de 1959
realizaria un discurso para la Asociacion Americana de Fisica (APS, por sus siglas en inglés
American Physical Society) titulado “There is plenty of room at the bottom: an invitation to
enter a new field of Physics” donde se mencionaria por primera vez la posibilidad de crear
objetos nanodimensionales utilizando Unicamente atomos como material de construccion
(Feynman, 1960; Drexler 2004). Desde entonces, esta idea se ha desarrollado creando

nanomateriales a partir de elementos conocidos por medio de reacciones fisicoquimicas.
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2.4.1 Aplicacion de la nanotecnologia en la terapia contra el cancer

La aplicacion de la nanotecnologia a la ciencia médica a generado un gran interés entre los
investigadores, brindando la oportunidad de estudiar y manipular materiales a escalas
nanométricas. En general, los fendémenos biologicos, incluidos aquellos que conducen al
cancer, ocurren a nanoescala. Por ello, actualmente cada dia se incrementa el interés por
desarrollar agentes nanoterapéuticos que logren hacer frente a esta enfermedad (Auria et al.
2019). Desde la primera nanomedicina liposomal aprobada para la terapia contra el cancer
por la Administracion de Drogas y Alimentos (FDA, por sus siglas en inglés Food and Drug
Administration) de los Estados Unidos, muchos grupos de investigacion han estudiado el
potencial de distintas plataformas de administracion mediadas por nanoparticulas
(Grodzinski et al. 2019). A pesar de esto, los avances siguen siendo limitados debido al

desafio que suponen las barreras bioldgicas, inmunologicas y traslacionales.

En general, el éxito de las nanoparticulas como terapia anticancerigena se ve influenciado
por diferentes factores como: (1) su estabilidad y tiempo de circulacion, (2) la capacidad para
atravesar barreras fisiologicas y acceder a sitios afectados, (3) su biodisponibilidad y (4) su
perfil de seguridad. Teniendo en cuenta esto, el uso de nanoparticulas metalicas supone una
ventaja, ya que estas pueden ser personalizadas mediante la modulacion de sus propiedades,

incluyendo tamano, forma y carga (Evans et al. 2017).

Como se mencion6 anteriormente, diferentes factores afectan la eficacia de las terapias
existentes contra el cancer, sin embargo, se acepta que el principal obstaculo es la escasa
penetracion tumoral. En el cancer, a medida que la masa tumoral crece, los vasos sanguineos
también lo hacen, expandiéndose rapidamente para cubrir las necesidades de oxigeno y
nutrientes. Este crecimiento acelerado provoca poros en los vasos sanguineos de entre 40 nm
a | um, permitiendo que nanoparticulas se extravasen en la masa tumoral y se acumulen. Este
suceso denominado Efecto de Retencion y Permeabilidad (EPR, por sus siglas en inglés
Enhanced Permeability and Retention) es muy bien aprovechado por las nanoparticulas de
entre 8 a 100 nm (Grodzinski et al. 2019). La mayoria de las nanoparticulas actuales aplicadas
al cancer buscan garantizar una alta acumulacion y con ello, optimizar la eficacia del

tratamiento.
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2.4.2 Nanoparticulas metalicas

En los ultimos afios, las nanoparticulas metéalicas han capturado el interés de muchos
cientificos alrededor del mundo, esto debido a sus propiedades fisicas, quimicas y mecanicas,
distintas a las de tamafio macroscopico (Torres 2008). Sus primeros usos podrian ubicarse
miles de afios atras en la cultura egipcia, la cual utilizaba nanoparticulas de oro como coloides
medicinales para preservar la salud y mantener la juventud. Otro ejemplo podria ser la
cultura china que ademas de utilizar nanoparticulas metalicas con fines medicinales, las
empleaba como colorantes inorgdnicos en la fabricacion de porcelana (Wing 2006).
Actualmente, las nanoparticulas metalicas se emplean mayoritariamente como dispositivos
para la administracion de medicamentos y agentes para bioimagenes, tales como: fairmacos
quimioterapéuticos, proteinas, vacunas, farmacos biotecnologicos, etc. En la tabla 2 se
resumen algunas de las nanoparticulas metalicas mayormente empleadas en la terapia contra

el cancer.

Tabla 2. Nanoparticulas metalicas y sus aplicaciones en la terapia contra el cancer

Nanoparticula

. Uso Mecanismo Resultado
metalica
. Se observaron tamafios mas
) Mejora los efectos ~
Oxido de . . , pequefios en CTL cuando se
- Auxiliar anticancerigenos de las -
aluminio , coadministra con vacunas de
vacunas de células tumorales .
células tumorales
Oxido de , Inducir la activacion de Aumento de CTL especificos de
Entrega de antigeno , , o
cobalto macréfagos antigeno in vivo
. o Disminucion de la L .
Reducir las citocinas . Inhibicién  del  crecimiento
Plata sefializaciéon de IL-1B en el ) o
promotoras de tumores : . tumoral de fibrosarcoma in vivo
microambiente tumoral
Entrega de antigeno/  Aumentodelasrespuestasde Reduccion  del  crecimiento
Oro adyuvante; Terapia CTL; la  ablacién  tumoral tumoralin  vivo; impidid el
fototermal libera antigenos tumorales crecimiento tumoral in vivo
o Aumento de la proliferacién o
Polarizacion de de pmacréfa os Crecimiento tumoral
.. macrofagos i ) , c inhibido; IONP-HSP70 condujo a
Oxido de proinflamatorios; Antigenos e
. M1; Entrega de N respuestas CTL especificas de
hierro , . acompafiados de [|ONP-HSP -, )
proteinas; Terapia e tumor; la ablacién condujo a la
para APC; ablacién térmica de . :
fototermal inmunidad protectora
tumores

CTL: linfocito T citotoxico . IONP: nanoparticula de 6xido de hierro . HSP: proteina de choque térmico . IL-1 f:
interleucina 1 beta. ROS: especies reactivas de oxigeno . DC: célula dendritica. APC: célula presentadora
de antigeno. (Adaptado de Evans et al. 2017).
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2.4.3. Nanoparticulas de plata
Las nanoparticulas de plata (AgNP) se encuentran como uno de los nanomateriales (NM)

emergentes de mayor interés, distribucion y disponibilidad en las ultimas décadas. De hecho,
su uso se ha difundido ampliamente en la industria textil, cosméticos, enlatados, productos
de limpieza, sistemas de purificacion, etc. Si bien, su accion como agente antimicrobiano esta
ampliamente descrita en la literatura, parece que en la actualidad sus propiedades fisicas
(tamafio, carga superficial, solvatacion, etc.) lo han conducido a distintos campos dentro de
la nanomedicina (Panzarini et al. 2017). Hoy en dia, las AgNPs son dirigidas como posibles
agentes quimioterapéuticos, ademas de actuar como agentes de diagnéstico contra el cancer
mediante el direccionamiento, la deteccion y la formacion de imagenes.

Una de las caracteristicas mejor estudiadas de las AgNPs ha sido su toxicidad
(citotoxicidad y genotoxicidad). Esta toxicidad celular procede a través de una via apoptotica

desencadenada por la produccion de ROS y la disfuncion mitocondrial (véase figura 3).
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Figura 3. Mecanismos de accion de las nanoparticulas de plata (AgNP) en células tumorales. Las AgNP
pueden interactuar con la membrana celular, el ADN, las mitocondrias y el reticulo endoplasmico, provocando
dafio oxidativo, estrés del reticulo, disfuncién mitocondrial y generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS),

lo que conduce a la muerte celular. (Adaptado de Coutinho et al. 2018)

Ademas, la naturaleza citotoxica y genotoxica de los AgNPs hacia las células cancerosas
combinadas en nanoportadores, junto con la biocompatibilidad y la administracion dirigida,
potencia el uso de los AgNPs como terapias antitumorales. En la tabla 3 se resumen algunos

estudios in vitro realizados con AgNPs en lineas de cancer (Ong et al. 2013).
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Tabla 3. Efectos moleculares de las AgNPs tras la exposicion en métodos in vitro.

Afio Células Tamafio Concentracién Resultados mecanobioldgicos
cancerosas (NM)
Células de Aumento del nivel de glutatién (GSH); aumento
2009 hepatoma 7-20 Hasta 250 mg / ml  de la apoptosis (tincion AO-EB) y actividad de
humano (HepG2) caspasa 3
A is i i Ii [ul A431
2009 A431HT-1080 7-90 1,56 2 500 g / m poptosis inducida en lineas celulares A431 y
HT-1080
Adenocarcinoma
de pulmén Generacion de ROS: formacién de aductos de
2 . 30-50 Hasta 15 | . . . L
009 humano (células it L g ADN. Citotoxicidad; ROS; estrés oxidativo
A549)
Carcinoma de Niveles de ROS intracelulares; ciclo
, 0, 25,50, 100 o celular; nivel de expresion de la proteina del
2013 pulmon humano <100 , . )
(células A549) 200 pg / ml antigeno nuclear de células proliferantes
(PCNA)
Generacion ROS; apoptosis inducida (tincidon
Células de cancer 1726 + AO-EB y tincidn con anexina V); aumento de la
2011 | de colon humano T 12248 ug/ ml fragmentacion del ADN vy la expresion de
27,1 N
(HT29) caspasa 3; despolarizacion de la membrana
mitocondrial
Generacion de ROS y cambio de la expresion
Células de génica relacionada con el estrés oxidativo
2009 hepatoma 5-10 Hasta 2 mg/ ml (catalasa, GPx1, MT1b y SOD1) Deteccién de
humano (HepG2) fosforilacion de g-H2AX; fuga de lactato
deshidrogenasa (LDH)
Celulas de cancer Dirigido a  p53; Bel-2; p-p53;  ROS; efectos
2015 | de mamahumano 300y 600 5-25 ug / ml antigcanceri enpos ’ ) PARSE ’
(MDA-MB-231) €
Células de
2009 hepatoma 7-10 1mg/ ml Mayor formacion de micronucleos
humano (HepG2)
2009 Células PC12 200 2,5-25 pg / ml Expresion genética de Gss; Gpx; Txnrd
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2008

2011

2010

2012

2019

2018

(Adaptada de Raja et al. 2020)

Fibroblasto de
ratén (NIH3T3) y
células de cancer
de colon humano

(HCT116)

Linea celular de
hepatocitos
humanos (L02)

Células de
hepatoma
humano (HepG2)

Células SK-OV3

Adenocarcinoma
de mama humano
(células MCF-7)
Adenocarcinoma
de pulmén
humano (células
A549)

1-100

37,8,6,7

5,9-3,3
,23,8—
6,7,47,5—
22,1

7,5%£2,5

5,75

633

Hasta 100 mg / ml

Hasta 100 mg / ml

Hasta 50 mg / ml

1,5010 pg/ ml

212 uM

10, 40 pg / ml

Generacion ROS; aumento de la apoptosis
(tincidon con anexina V); expresiéon de p53 vy
activacién de quinasas N-terminales c-Jun
(JNK). Liberacién del citocromo c inducida por
NIH3T3 en el citosol y translocacién del gen Bax
a las mitocondrias y disminucion de la
expresion de Bcl-2

Aumento de la formacion de MDA y reduccion
del nivel de GSH y la actividad de SOD; rotura
inducida del ADN (ensayo cometa)

Generacion ROS; apoptosis inducida (tincion
con anexina Vy tincién Hoechst 33342) Nivel de
GSH aumentado vy disminuido; actividad
reducida de SOD; detencion del ciclo celular en
la fase S

Células de caida de Nrf2; Dafio al ADN vy
apoptosis

Marcadores  de  estrés  en reticulo
endoplasmatico; Niveles de calcio del reticulo
endoplasmatico.

Bcl-2; Bax; caspasa-3, 7 expresion
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3. JUSTIFICACION

El céncer es una enfermedad multifactorial que afecta a un alto porcentaje de la poblacion
mundial. En el caso especifico del cancer de mama, el desafio es alin mayor, pues a nivel
global se estima la deteccion anual de aproximadamente 1.38 millones de nuevos casos y
cerca de 571,000 decesos.

Actualmente, solo un niimero limitado de tratamientos quimioterapéuticos es capaz de
inducir muerte celular inmunogénica (ICD), un tipo de muerte celular que se caracteriza por
activar las respuestas inmunitarias innata y adaptativa, generando memoria inmunoldgica que
contribuye a prevenir la recidiva del cancer. Por ello, resulta fundamental la bisqueda y
desarrollo de nuevos compuestos con la capacidad de inducir este tipo de muerte.

En este contexto, las nanoparticulas de plata (AgNPs) han mostrado la capacidad de
inducir apoptosis en lineas celulares de cancer de mama mediante la activacion de la caspasa-
3, un proceso de muerte asociado con la liberacion de patrones moleculares asociados a dafio
(DAMPs) vy, por ende, caracteristico de la muerte celular inmunogénica (Liu et al., 2017).
Por ello, el presente estudio tuvo como objetivo evaluar el efecto de AgNPs-G en un modelo
murino de cancer de mama 4T1 sobre su capacidad de inducir muerte celular inmunogénica,

asi como su potencial funcion como nanorregulador del microambiente tumoral in situ.
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4. HIPOTESIS

El tratamiento con AgNPs-G tiene la capacidad de inducir muerte celular inmunogénica y

modular el microambiente tumoral en un modelo murino de cancer de mama 4T1.
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5. OBJETIVO DEL TRABAJO

5.1 Objetivo general

Evaluar la capacidad de AgNPs-G en la inducciéon de muerte celular inmunogénica y su

actividad como inmunomodulador del microambiente tumoral.

5.2 Objetivos especificos

1.

Evaluar el efecto citotoxico de AgNPs-G en un modelo in vitro de cdncer de mama.

Determinar el efecto de AgNPs-G sobre la induccion de DAMP (Calreticulina, HSP90,
HSP70, HMGBI1, ATP) en un modelo in vitro de cancer de mama.

Determinar el efecto sobre la expresion de los marcadores de memoria CD62L y CD44
en linfocitos T tras el co-cultivo con células dendriticas expuestas a células 4T1 tratadas

previamente con AgNPs-G.

Evaluar el efecto de la administracidon subcutanea del extracto de células 4T1 tratadas con

AgNPs-G en la prevencion del cancer de mama.

. Determinar el efecto de AgNPs-G sobre el microambiente tumoral en un modelo murino

de cancer de mama 4T1.
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6. MATERIAL Y METODOS
6.1 Reactivos y anticuerpos

El nitrato de plata (AgNO3 ) se adquiri6 de Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EE. UU.). La -
D-glucosa se obtuvo de Cayman Chemical Company ( Ann Arbor, M1, EE. UU.), anticuerpos
monoclonales de calreticulina conjugados con ficoeritrina (PE) (Cat. No. ADI-SPA-601PE-
F) y control de isotipo IgG1 (Cat. No. ADI-SAB-600PE-D) se obtuvo de Enzo Life Sciences
(Farmingdale, NY, EE. UU.). Los anticuerpos monoclonales de ratén contra HSP70 (n.° de
cat. sc-24), B-actina (n.° de cat. sc-69879) y el anticuerpo policlonal de conejo HSP90 (n.° de
cat. sc-7947) se obtuvieron de Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, California, EE. UU.).
El kit BioAssay ™ ELISA de proteina de caja 1 del grupo de alta movilidad (HMGB1) (raton)
se adquiri6o de US Biological Life Science (Salem, MA, EE. UU.).

6.2 Lineas celulares y condiciones de cultivo

La linea celular epitelial no tumorigénica MCF-10A ( ATCC® CRL-10317™), lineas
celulares de carcinoma mamario humano MCF-7 (ATCC® HTB-22™), MDA-MB-231
(ATCC® HTB -26) , SK-BR3 (ATCC® HTB -30) y 4T1 murino (ATCC® CRL -2539) se
obtuvieron de la ATCC (American Type Culture Collection, Manassas, VA, EE. UU.) . Las
células MCF-10A se cultivaron en medio de crecimiento de células epiteliales mamarias
(MEGM) y el resto en medio Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) (GIBCO® , Thermo
Scientific, Waltham, MA - EE. UU.), ambos suplementados con suero bovino fetal al 10%
(FBS) (GIBCO®, México), y antibidtico-antimicético al 1% (penicilina, estreptomicina y
anfotericina B) (Sigma, St. Louis MO, EE. UU.). Todas las lineas celulares se mantuvieron
en condiciones especificas a una temperatura de 37 °C, una humedad relativa de ~85% y una

atmosfera de 95% de aire y 5% de CO».

6.3 Sintesis de nanoparticulas de plata utilizando B-D-glucosa (AgNPs-G)

La sintesis de AgNPs -G se realiz6 siguiendo la metodologia descrita por Panzarini E. et al .
(2017) con algunas modificaciones que se detallan a continuacion. Se colocaron 10 ml de
una solucion acuosa 0,3 M de B-D-glucosa en un vaso de precipitados a 120 °C durante 5

min. Posteriormente se agregaron 100 pL de soluciéon de AgNO3 2.5 mM y 10 puL de solucion
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de NaOH 0.1 M hasta observar un cambio de color amarillo, indicativo de la formacion de

AgNPs -G.

6.4 Caracterizacion de AgNPs-G

Las caracteristicas morfologicas y espectrales se determinaron mediante microscopia
electronica de transmision (TEM) (FEI Titan G2, Thermo Scientific, Waltham, MA, EE.
UU.), microscopia de fuerza atdmica (AFM) (NT-MDT, Moscu, Rusia), espectroscopia
fotoelectronica de rayos X. (XPS) (ULTRA DLD, Shimadzu Ltd., Kyoto, Japén) y andlisis
ultravioleta-visible (espectrometro UV-Vis Agilent 8453, Agilent Technologies, Santa Clara,
CA, EE. UU.). El tamano de las particulas y los valores de polidispersidad se midieron
mediante dispersion dinamica de la luz (DLS) y la dispersion de la luz por analisis de fase
(PALS) para el potencial zeta se obtuvo mediante el Zetasizer Nano ZS90 (Malvern

Instruments, Malvern , Reino Unido).

6.5 Aislamiento de células mononucleares de sangre y sangre periférica (PBMC)

La sangre se obtuvo de donantes sanos mediante venopuncion y se recogid en tubos
heparinizados. El aislamiento de PBMC se realizé mediante centrifugacion en gradiente de
densidad utilizando Ficoll- Histopaque 1077 (Sigma, St Louis, MO, EE. UU.). La viabilidad
de las PBMC se determind mediante el método de exclusion de azul tripano (Sigma, St.

Louis, MO, EE. UU.).

6.6 Ensayo de citotoxicidad

Ademas, se sembraron 5 x 10° células por pocillo en una microplaca de 96 pocillos, una placa
para cada linea celular, y se incubaron durante la noche a 37 °C en una atmosfera de 95 % de
aire y 5 % de COaz. Posteriormente, las células se trataron con concentraciones de AgNPs-G
que oscilan entre 250 y 3.9 uM durante 24 h. Luego, los pocillos se lavaron con solucién
salina tamponada con fosfato (PBS). Luego de eso, se agregaron 100 puL de azul Alamar
(Sigma, St. Louis, MO, USA) al 20% v / v, y se incubd durante 4 h en las condiciones
previamente descritas. Las lecturas de fluorescencia se realizaron utilizando un

espectrofotometro Synergy HT™ ( Biotek Instruments, Winooski, VT, EE. UU.) a una
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longitud de onda de excitacion de 535 nm y una longitud de onda de emision de 590 nm. El

porcentaje de citotoxicidad se definié mediante la siguiente ecuacion:.

Citotoxicidad = 100 — [(A/B) x 100]

Donde A corresponde a la absorbancia promedio de las células con tratamiento y B a la

absorbancia promedio de las células que no recibieron tratamiento.

6.7 Analisis del ciclo celular

Ademas, se sembraron 1 x 10 © células por pocillo en placas de 6 pocillos, se trataron con
AgNP-G a una concentracion citotoxica de 50 (CC50) y se incubaron durante 24 h.
Posteriormente, las células se recogieron, se lavaron, se fijaron en etanol al 70% v/ vy se
almacenaron a 4 °C. Para el andlisis del ciclo celular, las células se lavaron y se incubaron en
Triton X-100 0,5% v / v, soluciéon de 7-amino actinomicina D (7-AAD) (10 pg/mL) durante
20 minutos en condiciones de oscuridad para su evaluacion mediante citometria de flujo.
(Citometro de fluyjo BD FACSCanto II, San José, CA, EE. UU.). Para cada andlisis, se
recopilaron y analizaron 20 000 eventos utilizando el software FlowJo ( Becton Dickinson ,

Franklin Lakes, Nueva Jersey, EE. UU.).

6.8 Determinacion de calreticulina

Se sembraron 1 x 10 ¢ células por pocillo en placas de 6 pocillos y se trataron con AgNPs-G
a CC50. (para cada linea celular) y se incubaron durante 2 h. Posteriormente, las células se
recogieron, se lavaron y se incubaron durante 1 h en la oscuridad con un anticuerpo
monoclonal de calreticulina conjugado con ficoeritrina (1:100) y se evaluaron mediante

citometria de flujo ( BD Accuri ™ Citémetro de flujo C6, San José, CA, EE. UU.).

6.9 Ensayo de liberacion de ATP

Se trataron 5 x 10 ° células con AgNPs-G (CC50 y CC100 para cada linea celular). Los niveles
de ATP extracelular se evaluaron en los sobrenadantes utilizando el kit de deteccion de
quimioluminiscencia cuantitativa (ENLITEN ® ATP Assay System Bioluminescent

Inspection Kit for ATP Measurement, PROMEGA) siguiendo las instrucciones del
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fabricante. La bioluminiscencia se determind utilizando un espectrofotometro Synergy HT™

( Biotek instrument, Winooski, VT, EE. UU.) a 560 nm.

6.10 Ensayo de liberacion de HMGB1

Se trataron 5 x 10 ° células con AgNPs-G (CC50 y CC100 para cada linea celular) durante 24
h. Los niveles de HMGBJ1 se evaluaron en los sobrenadantes de células tratadas y no tratadas
utilizando el kit ELISA HMGBI1 BioAssay (humano) para células MCF-7, MDA-MB-231 y
SK-BR3 (Biological Life Science, Salem, MA, EE. UU.), y el kit HMGB1 BioAssay ELISA
(raton) para células 4T1 (Biological Life Science, Salem, MA, EE. UU.) siguiendo las
instrucciones del fabricante. La lectura de la microplaca se realizoé en un espectrofotometro

(Biotek Instruments, Winooski, VT, EE. UU.) a 460 nm.

6.11 Analisis de Western Blot

Se sembraron lineas celulares de cdncer de mama a una densidad de 5 x 10 ° células y se
trataron con AgNPs-G (CC50y CC100 para cada linea celular) durante 24 h. Las células y el
sobrenadante se recogieron por separado. Las células se lavaron con PBS y se
homogeneizaron utilizando el tampon de lisis SET 2X suplementado con un coctel inhibidor
de proteasa (Thermo Scientific, Waltham, MA, EE. UU.). La cuantificacion de proteinas se
determind utilizando el kit DC Protein Assay (Bio-Rad, Hercules, CA, EE. UU.). Para la
electroforesis, se colocaron 50 pg de proteina por carril en un gel de poliacrilamida al 12%.
Posteriormente, las proteinas se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa mediante
electrotransferencia y se incubaron con los anticuerpos primarios para HSP70 y HSP90
durante 24 h, a 4 °C. Los anticuerpos primarios se detectaron utilizando un anticuerpo
secundario especifico marcado con peroxidasa de rabano picante. Finalmente, revelado por
el sistema de sustrato de quimioluminiscencia enzimatica (Thermo Scientific ™ , Waltham,

MA, EE. UU.).

6.12 Animales

Se utilizaron ratones BALB/c hembras de seis a ocho semanas de edad, que se mantuvieron
en condiciones de instalacion para animales (temperatura de 25 °C, humedad relativa de

~55% y fotoperiodo de 12 h de luz/ 12 h de oscuridad). Todos los ratones recibieron comida
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y agua ad libitum . Todos los protocolos fueron aprobados por el Comité de Bioética Animal
de la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la Universidad Auténoma de Nuevo Ledn (San

Nicolas de los Garza, NL, México).

6.13 Vacunacion antitumoral in vivo

Se trataron 5 x 10 ° células 4T1 con AgNPs -G (CC50 y CC100) y AgNO;3 (2,5 mM) in vitro.
Posteriormente, las células se recogieron, se lavaron y se centrifugaron a 800 x g durante 15
min. Las células se resuspendieron en 200 ul de PBS y se inocularon por via subcutdnea en
el flanco izquierdo de los ratones. Siete dias después, se inocularon células 4T1 viables por
via subcutanea en el flanco derecho. El volumen del tumor se midi6é diariamente hasta el

sacrificio y se definié mediante la siguiente ecuacion:
Volumen del tumor: 4/3 x T x L/2 x W/2 x h/2

Donde L corresponde al lado mas largo, W al lado mas corto y h a la altura del tumor.

6.14 Modelo de airbag, implantacion de tumores y administracion del tratamiento

Seis dias antes de la inoculacion de las células tumorales, se rasur6 el lomo del raton y se
inyectaron 5 ml de aire estéril por via subcutanea. Tres dias después, se inyectaron otros 3
ml de aire estéril. Se inyectaron células 4T1 viables (0,5 < 10¢) en la cavidad de aire. Nueve
dias después, al alcanzar un tamafio tumoral de aproximadamente 100 mm?, los ratones se
dividieron aleatoriamente en tres grupos experimentales (n = 6): (1) grupo control, sin
tratamiento; (2) grupo doxorrubicina, dosis unica de doxorrubicina (Doxolem®, Teva
Pharmaceuticals, México) (10 mg/kg, via peritumoral); y (3) grupo AgNPs-G, dosis diaria
durante 7 dias de AgNPs-G (1,08 mg/kg, via peritumoral). El volumen del tumor se midi6
diariamente usando un calibrador vernier hasta el dia del sacrificio (30 dias después de la

inoculacion de células 4T1) y se definid usando la siguiente ecuacion (Sapi et al. 2015):

Volumen del tumor: 4/3 x T x L/2 x W/2 x h/2

Donde L corresponde al lado mas largo, W al lado mas corto y h a la altura del tumor.

Los tumores, una vez extirpados (postmortem), se pesaron con una balanza analitica de

laboratorio TE241S (Sartorius, Gottingen, Alemania). Para el ensayo de supervivencia
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animal, se mantuvieron cinco ratones adicionales por grupo durante 60 dias tras la
inoculacion con células 4T1. Los ratones se sacrificaron si el volumen tumoral alcanzaba los

2000 mm?3.

6.14 Inmunohistoquimica

Los tumores se disecaron y fijaron en formalina neutra al 10 % (pH 7,2) durante 24 h para su
posterior inclusion en parafina. Se obtuvieron secciones tumorales de 3 a 5 pum, se
desparafinaron y se hidrataron en xileno-alcohol. Posteriormente, las muestras se incubaron
con tampodn de citrato de sodio (citrato de sodio 10 mM, Tween 20 al 0,05 %, pH 6,0) durante
30 min a 60 °C. Finalmente, se bloquearon con suero de caballo normal (Vector Laboratories,
Newark, CA, EE. UU.). Las muestras se incubaron por separado con los anticuerpos
primarios: anti-CTLA-4 sc-376016 (Santa Cruz Biotechnology, Dallas, Texas, EE. UU.),
anti-IDO sc-137012 (Santa Cruz Biotechnology, CA, EE. UU.), anti-Gal-3 sc-32790 (Santa
Cruz Biotechnology, CA, EE. UU.), anti-Caspasa-3 ab214430 (Abcam Inc., Waltham, MA,
EE. UU.) y anti-PCNA sc-528093 (Santa Cruz Biotechnology, Dallas, Texas, EE. UU.).
Todos los anticuerpos se incubaron a 4 °C durante 24 h (dilucién 1:1000). Se utiliz6 un
anticuerpo universal pan-especifico biotinilado (Vector Laboratories, Newark, CA, EE. UU.)
como anticuerpo secundario. Las muestras se contratifieron con hematoxilina (Sigma
Aldrich, St. Louis, MO, EE. UU.) y se deshidrataron en un gradiente de xileno-alcohol para
su inclusion en un medio de montaje (Entellan ® , Merck Millipore, Darmstadt, Alemania).
Las micrografias se obtuvieron con un microscopio Zeiss Imager Z1 (Zeiss, Alemania)
acoplado a una camara Ve-LX1000 (VELAB, Tlalpan, Ciudad de México, México). Las
imagenes se procesaron con el software Velabview version 2.0 (VELAB, Tlalpan, Ciudad de
México, México). La tincidon positiva para DAB se evidencid por la presencia de células
marrones y se cuantifico con el software de procesamiento de imagenes Fiji (ImageJ version

2.0).

6.15 Determinacion de citocinas

Se analizaron los niveles de citocinas en suero y tejido tumoral obtenidos 30 dias después de
la inoculacion de las células tumorales. Para la obtencién de suero, se centrifugd sangre

periférica a 3600 rpm durante 10 min a 4 °C. Por otro lado, los tumores se seccionaron e

24



incubaron a 4 °C con tampon de lisis (150 mM de cloruro de sodio, 1 % de Triton X-100, 50
mM de Tris, céctel inhibidor de proteasas Halt™ y pH 8,0) durante 30 min con agitacion
suave. Posteriormente, las secciones de tumor lisadas se centrifugaron a 12 000 rpm durante
20 min a 4 °C y se recogieron los sobrenadantes para su posterior analisis. Los niveles de
citocinas se cuantificaron mediante el kit BD Cytometric Bead Array Mouse Inflammation
Kit (BD Horizon, Franklin Lakes, NJ, EE. UU.), siguiendo las instrucciones del fabricante.
La adquisicion de datos se realizé con un citémetro de flujo BD Accuri ' C6 (BD Horizon,
Franklin Lakes, NJ, EE. UU.). Finalmente, los datos obtenidos se analizaron con el software

CFlow plus version 1.0.264.15 (BD Biosciences, Milpitas, CA, EE. UU.).

6.16 Aislamiento de leucocitos

Los tumores se cortaron y se incubaron con agitaciéon suave con 0,1 mg/mL de solucion
Liberase ™ TL (Roche, Mannheim, Alemania) durante 30 min a 37 °C. Posteriormente, los
leucocitos se obtuvieron mediante centrifugacion en gradiente de densidad utilizando Ficoll-

Histopaque 1077 (Sigma, St. Louis, MO, EE. UU.) siguiendo las instrucciones del fabricante.

6.17 Inmunofenotipificacion de leucocitos

Los leucocitos se marcaron con anticuerpos anti-raton: anti-CD3 FITC 555274, anti-CD8 PE
553033, anti-CD4 APC 553051, anti-CD44 PE 51-9007324, anti-CD62 L APC 5-9007326,
anti-CD16/CD32 APC 558636, anti-CD25 PE 12-0251-81 y anti-FOXP3 PE-CyS5 15-5773-
80A; todos fabricados por BD Biosciences, CA, EE. UU. Solo para el marcaje de FOXP3,
las células se prefijaron con formaldehido (4% v / v en PBS) durante 1 min, se
permeabilizaron con metanol al 90% durante 30 min en un bafio de agua con hielo, se lavaron
y se resuspendieron en PBS. Todas las muestras con sus respectivos anticuerpos se incubaron
en oscuridad durante 30 minutos a temperatura ambiente, se lavaron con albumina (0,5 % p
/v en PBS) y se resuspendieron en PBS para su posterior analisis. La adquisicion de datos se
realiz6 mediante un citometro de flujo BD Accuri ™ C6 (BD Horizon, Franklin Lakes, CA,

EE. UU.).

6.18 Analisis de sangre y suero

Se recolectd sangre el dia 30 posterior a la inoculacion de las células tumorales en tubos de
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microtitulacion con EDTA-K2 (sangre), heparina de litio y gel (suero) para cada grupo
experimental . Los pardmetros hematoldgicos se analizaron con un analizador hematologico
BC2800 (Mindray, Shenzhen, China), mientras que los pardmetros bioquimicos se analizaron

con un analizador quimico automatizado Skyla VB1 (Skyla, Hsinchu, Taiwan).

6.19 Tincion con hematoxilina-eosina

El cerebro, los pulmones, el corazon, el higado y los rifiones se extrajeron post mortem de
los ratones de cada grupo experimental y se fijaron en formalina (10 % en PBS, pH 7,2)
durante 24 h para su posterior inclusion en parafina. Los tumores se seccionaron en cortes de
3 a 5 um, se desparafinaron y se hidrataron en una gradiente de xileno-alcohol. A
continuacion, los tejidos se tifieron con hematoxilina de Mayer durante 3 min y se
contratifieron con eosina-floxina B durante 30 s. Finalmente, las muestras se deshidrataron
en una gradiente de xileno-alcohol para su inclusion en un medio de montaje

(Entellan® > Merck Millipore, Darmstadt, Alemania).

6.20 Analisis estadistico

Todos los experimentos se llevaron a cabo por triplicado con un estudio experimental de tipo
andlisis de varianza (ANOVA) seguido de la prueba post hoc de Tukey utilizando el software
GraphPad Prism (San Diego CA, EE. UU.). Los valores de p se consideraron significativos
de la siguiente manera: p < 0,033 ( * ), p <0,002(**), p < 0,0002(***) y p < 0,0001 ( ***x ).

Las letras (a, b, ¢, d, e y f) muestran una diferencia significativa ( p <0,05) entre tratamientos.
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7. RESULTADOS
7.1 Caracterizacion AgNPs-G

El primer paso fue desarrollar un método simple de sintesis de flujo ascendente para la
formacion de AgNPs-G estables. La generacion de AgNPs-G estuvo acompanada por un
cambio de color en la solucion de incoloro a amarillo palido, que fue confirmado por
espectroscopia UV-visible. Los espectros de absorbancia UV-visible de AgNPs-G el dia 0
(Figura 1a) mostraron una fuerte banda de excitacion con un méximo lambda a 423 nm,
caracteristica de las nanoparticulas de plata. Para confirmar la estabilidad espectral de
AgNPs-G en solucion, todas las preparaciones se mantuvieron a temperatura ambiente y se
protegieron de la luz solar directa. Las mediciones de los espectros de absorbancia UV-
visible se realizaron hasta 80 dias después de la sintesis (Figura 1b) sin la presencia de un
cambio evidente en el espectro de absorbancia, lo que confirma una estabilidad en la
solucion. La Figura 1c muestra los espectros de absorbancia de una misma sintesis realizada
5 veces, donde se observa un pico simétrico que se superpone entre si, confirmando la
estandarizacion del proceso de sintesis con un minimo grado de variabilidad. En un paso
posterior, el analisis de dispersion dindmica confirmé la dispersidad de las particulas y
determind el valor del potencial zeta. La Figura 4 (d) mostr6 la distribucion de tamafio de
AgNPs-G DLS. Se observa una distribucion de tamafio que oscila entre 0,1 y 10 nm con un
tamafio promedio de 5,991 nm y una polidispersidad de 0,228. El potencial zeta de AgNPs-
G se muestra como un pico agudo a —7,48 mV (Figura 4e). La morfologia y el tamafio fueron
corroborados por TEM y AFM. Las micrografias TEM sugieren tamafios entre 0,1 y 35 nm
con promedios entre 0,1 y 5 nm (Figura 5a). El tamafio promedio medido por analisis TEM
muestra correlacion con el analisis DLS. Las nanoparticulas mostraron una morfologia casi
esférica (Figura 5b). Las imagenes de AFM muestran la existencia de AgNPs-G dispersos
individualmente y en agregados de varios cientos de nm (Figura 5c). A diferencia de las
micrografias TEM, las imagenes AFM revelan detalles topograficos de la superficie de la
nanoparticula, corroborando asi una forma casi esférica. La composicion elemental de
AgNPs-G se determind mediante XPS. El estudio XPS (Figura 5d) mostr6 la presencia de
Ag, Oy C. Los espectros XPS de alta resolucion en el nivel del nticleo de electrones de Ag

(3d) (Figura 2e) mostraron dos picos simétricos a 366,8 y 372,78 eV consistentes con Ag
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(3d5/2) y Ag(3d3/2), respectivamente. La separacion entre los picos de la region Ag(3d) fue

de 6,0 eV.
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Figura 4. Espectros UV-Vis y DLS de AgNPs -G. ( A ) Espectro de absorcion UV-visible de AgNP -G el dia 0, (B) dia

80 y (C) sintetizados cinco veces de forma independiente. Todos los espectros se informan como absorbancia en unidades

arbitrarias (au, eje Y) versus longitud de onda (nm, eje X). (D) Distribucion de tamafio de AgNP -G y (E) potencial zeta

por DLS y PALS, respectivamente.
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Figura 5. Caracteristicas morfolégicas y espectrales de AgNPs - G. (A) Histograma de tamafio de AgNPs-G,
el recuadro muestra una imagen TEM tipica; (B) Imagenes TEM de AgNP - G; (C) Imagenes AFM de AgNP-
G; (D) Espectro de escaneo XPS de AgNP-G; y (E) espectro de escaneo XPS de alta resolucion en Ag3d.

7.2 Efecto de AgNPs-G sobre la viabilidad y el ciclo celular de las células BC

Primero, evaluamos el efecto de diferentes concentraciones de AgNPs-G en lineas celulares
BC y PBMC. Como se muestra en la Figura 6 (a), el tratamiento con AgNPs-G indujo una
disminucién dependiente de la dosis en la viabilidad celular de todas las lineas celulares
analizadas en comparacion con el control. Los valores de CC50 para cada linea celular fueron
78 uM para 4T1, 67 uM para MCF-7, 46 uM para MDA-MB-231, 71 uM para SKBR-3 y
85 uM para PMBC. Posteriormente, investigamos si la disminucién de la viabilidad celular

inducida por el tratamiento con AgNPs-G estaba relacionada con la detencidon del ciclo
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celular. Como se puede ver en la Figura 6 (b), la progresion del ciclo celular dependia de la

linea celular. El tratamiento con AgNPs-G increment6 el porcentaje de células en fase SubG1
en las lineas 4T1 (5,8%), MCF-7 (7,6%) y SKBR-3 (18,2%) respecto al grupo no tratado. La
fase G1 disminuy¢ en las lineas celulares MCF-7 (12,6%), MDA-MB-231 (1,97%) y SKBR-
3 (2,8%) tratadas con AgNPs-G. La fase de sintesis disminuyo en las lineas 4T1 (7,2%) y
SKBR-3 (21,1%) después del tratamiento con AgNPs-G.

(A)

(B)

Figura 6. El tratamiento con AgNPs -G diéminuye la viabilidad celular e interfiere con el ciclo
celular. (A) La viabilidad celular se determind utilizando el ensayo colorimétrico azul de Alamar en lineas
celulares de cancer de mama, MCF-10A y PBMC. Se informaron datos cuantitativos (media y desviacion
estandar). Los analisis estadisticos se realizaron mediante ANOVA utilizando la prueba de Tukey. Las
letras (a, b, ¢, d, e y f) muestran una diferencia significativa (p < 0,05) entre tratamientos. (B) Analisis de
citometria de flujo para el ciclo celular de lineas celulares de cancer de mama tratadas a una concentracion
citotoxica 50 (CC50) y no tratadas (CTL). Se informaron datos cuantitativos (media + desviacion estandar).

Los analisis estadisticos se realizaron mediante ANOVA utilizando la prueba de Tukey p < 0,033(***), p
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7.3 El tratamiento con AgNPs-G induce la exposicion y liberacion de DAMP en células
CM

Una vez determinado el potencial citotéxico de AgNPs-G contra lineas CM, evaluamos la
exposicion y liberacion de DAMP. La liberacion de HMGBI vari6 segln la linea celular y la
concentracion de AgNPs-G. En CC50, la liberacion de HMGB1 aument6 significativamente
en todas las lineas celulares excepto en la linea celular MCF-7. Por otro lado, la liberacion
de HMGB1 en CC100 aumenté considerablemente en todas las lineas celulares con respecto
al control (Figura 7a).

La liberacion de ATP aument6 en casi todas las lineas celulares después de la
administracion de los tratamientos con ambas concentraciones, solo en la linea celular MCF-
7 en la concentracion CC50 el aumento no fue significativo en comparacion con el control
(Figura 7b). La expresion de HSP70 y HSP90 disminuy¢ en los lisados celulares de las lineas
MCF-7, MDA-MB-231y SKBR-3 tratados con AgNPs-G CC50 (Figura 8a). Por el contrario,
la expresion de estas proteinas aumentd en los sobrenadantes de las células tratadas con
AgNPs-G CC50 en comparacion con las células no tratadas (Figura 8b).

Finalmente, los tratamientos con AgNPs-G CC50 presentaron un aumento significativo en
la exposicion a calreticulina en todas las lineas celulares analizadas por citometria de flujo,

como se puede observar en la Figura 9.
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Figura 7. El tratamiento con AgNPs -G induce la liberacion de HMGB1 y ATP. ( A ) Las células se trataron
con las concentraciones de CC50 y CC100 correspondientes para cada linea celular. Posteriormente se tomaron
100 pL de los sobrenadantes para mediciones de HMGB1 mediante un kit ELISA, segtn las instrucciones del
fabricante. ( B ) Las células se trataron con las concentraciones de CC50 y CC100 correspondientes para cada
linea celular. Posteriormente se tomaron 100 pL de los sobrenadantes para realizar mediciones de ATP mediante
un kit de bioluminiscencia, segun las instrucciones del fabricante. Se informaron datos cuantitativos (media +
desviacion estandar). Los analisis estadisticos se realizaron mediante ANOVA utilizando la prueba de Tukey p

<0,033(*), p <0,002(**), p <0,0002(***), p <0,0001 (****) y ns (no significativo p <0,12).
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Figura 8. Expresién y liberacion de las proteinas HSP70 y HSP90 en respuesta al tratamiento con AgNPs
-G. La transferencia Western se realizé con ( A ) lisados celulares y ( B ) sobrenadantes de la linea celular
correspondiente. Se utilizéo B -actina como control endégeno. El analisis semicuantitativo de la sefial de
inmunotransferencia se realizo utilizando el software de analisis de imagenes Image J para proporcionar datos
de densitometria para cada transferencia. Los analisis estadisticos se realizaron mediante ANOVA utilizando la
prueba de Tukey p < 0,033(*), p < 0,002(**), p < 0,0002(***), p < 0,0001 (****), y ns (no significativo p <
0,12).
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Figura 9. El tratamiento con AgNPs -G indujo la exposicién a calreticulina en lineas celulares de cancer de
mama. Las células tratadas se tifieron utilizando un anticuerpo monoclonal anti-ratéon conjugado con ficoeritrina
contra la calreticulina para su posterior analisis mediante citometria de flujo. Los analisis estadisticos se realizaron

mediante ANOVA utilizando la prueba de Tukey p < 0,0002 (***), y p <0,0001 (****).
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7.4 La vacunacion con células tratadas con AgNPs-G no impidio el establecimiento de

tumores

Una vez determinado el efecto de las AgNPs-G sobre la viabilidad celular y la expresion y

liberacion de DAMP in vitro, el siguiente paso fue realizar una vacunacion profilactica, Gold

Standard para la deteccion de ICD. Los resultados mostraron que la vacunacion con células

tratadas con AgNPs-G CC50 (V-AgNPs-CC50) y CC100 (V-AgNPs-CC100) no impidi6 el

establecimiento del tumor (Figura 10a). Sin embargo, como se puede observar en la figura

10(b), el peso del tumor fue significativamente menor en los ratones vacunados en

comparacion con el control. Ademas, la tasa de supervivencia (Figura 10c) aumentd en

ratones vacunados con V-AgNPs-CC50 (18 dias) y V-AgNPs-CC100 (16 dias).
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Figura 10 . La vacunacion con células tratadas con AgNPs -G CC50 y CC100 no impidié el establecimiento

del tumor. ( A) El grafico indica el crecimiento tumoral en ratones no vacunados (CTL) y vacunados con 2 x
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10 ¢ células 4T1 tratadas con AgNP -G CC50 y CC100. Las letras (a, byc) muestran una diferencia significativa
(p <0,05) entre tratamientos. ( B ) Peso del tumor. ( C ) Supervivencia de ratones representada por el grafico
de Kaplan-Meier. Los analisis estadisticos se realizaron mediante ANOVA utilizando la prueba p de Tukey. <

0,0001 (****), y ns (no significativo p <0,12).

7.5 El tratamiento con AgNPs-G disminuyoé el volumen tumoral y prolongo la

supervivencia de ratones portadores del tumor 4T1.

Se evaluo la actividad antitumoral mediante un modelo de bolsa de aire con implantacion de
células tumorales BC 4T1. Como se observa en la Figura 11 Ay B, el volumen y el peso del
tumor fueron significativamente menores ( p < 0,05) en los grupos tratados con AgNPs-G y
doxorrubicina que en el grupo control. Asimismo, ambos grupos mostraron un mayor tiempo
de supervivencia de los ratones portadores del tumor en comparacion con el grupo control

(Figura 11).
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Figura 11. Actividad antitumoral de AgNPs-G in vivo. ( A ) El volumen tumoral (mm?’ se midi6 diariamente

desde la inoculacion hasta el dia del sacrificio (dia 30). ( B ) Los tumores extirpados (post mortem) se pesaron.
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( C) Para el ensayo de supervivencia animal, se mantuvieron cinco ratones adicionales por grupo durante 60
dias posteriores a la inoculacion. La supervivencia de los ratones se representd mediante la curva de Kaplan-
Meier. El analisis estadistico se realizd6 mediante ANOVA con la prueba de Tukey. Las letras (a-c) indican

diferencias significativas (p < 0,05) (*) entre los tratamientos.

7.6 El tratamiento con AgNPs-G disminuyé la expresion de PCNA, IDO y Gal-3 y

aumento la de caspasa-3

El tratamiento con AgNPs-G disminuy6 significativamente ( p < 0,05) la expresion de los
marcadores antigeno nuclear de proliferacion celular (PCNA) (37,4 %), indolamina 2,3-
dioxigenasa (IDO) (53,8 %) y galectina-3 (GAL-3) (41,9 %) en comparacion con el grupo
control (Figura 12). Por otro lado, AgNPs-G aumento la expresion de caspasa-3 (28,9 %).
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Figura 12. Tinciéon inmunohistoquimica y porcentaje de expresion de PCNA, CTLA-4, caspasa-3, IDO y
Gal-3 en tejido tumoral. Treinta dias después de la inoculacion con células BC 4T1 viables, se extrajeron
tumores (post mortem) de ratones no tratados (control) y se trataron con: AgNPs-G o doxorrubicina. Los
tumores se fijaron, se incluyeron en parafina y se cortaron en secciones de 3 a 5 pm. Posteriormente, se realizo

la tincion inmunohistoquimica. ( A ) Micrografias representativas de inmunohistoquimica (aumento 20%). ( B)
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Los graficos de barras representan el porcentaje medio de expresion obtenido mediante analisis de
deconvolucion de color. Los analisis estadisticos se realizaron mediante ANOVA con la prueba post hoc de

Tukey; p <0,05 (*) y ns (no significativo).

7.7 El tratamiento con AgNPs-G aumento el porcentaje de células T citotoxicas, células

de memoria y células efectoras innatas en el tejido tumoral.

Una vez determinado el efecto antitumoral de las AgNPs-G, decidimos evaluar las
poblaciones de leucocitos presentes en el microambiente tumoral. Como se observa en la
Figura 13, el tratamiento con AgNPs-G aument6 significativamente ( p < 0,05) el porcentaje
de células CD8+ (59,3%) en comparacion con el grupo control (18,6%). A su vez, las AgNPs-
G aumentaron el porcentaje de linfocitos T de memoria (34,1 %) y de células efectoras
innatas (18,7 %) en comparacion con el grupo control (9,7 % y 14,8 %, respectivamente). El
tratamiento con AgNPs-G también disminuy6 el porcentaje de linfocitos CD4+ (17,6 %) y
de linfocitos T reguladores (3,2 %) en comparacion con el grupo control (79,7 % y 21,3 %,
respectivamente).
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Figura 13. Subpoblaciones de leucocitos en tejido tumoral. Treinta dias después de la inoculacion con células

BC 4T1 viables, se extrajeron los tumores (post mortem) de ratones no tratados (control) o tratados con AgNPs-
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G o doxorrubicina. Los tumores se cortaron y se incubaron en solucién Liberase ™ TL, y los leucocitos se
aislaron mediante centrifugacion en gradiente de densidad con Ficoll-Histopaque. ( A) Histogramas
representativos de las subpoblaciones de leucocitos CD8+, CD4+, células T de memoria, células T reguladoras
y células efectoras innatas, determinadas por citometria de flujo; el eje Y representa el recuento celular. ( B)
Los graficos de barras representan el porcentaje promedio de la poblacion celular. Los andlisis estadisticos se

realizaron mediante ANOVA con la prueba post hoc de Tukey; p < 0,05 (*) y ns (no significativo).

7.8 El tratamiento con AgNPs-G aumento los niveles de TNF-a, IFN-y e IL-6 en el tejido

tumoral.

A nivel del microambiente tumoral, los tratamientos con AgNPs-G y doxorrubicina
aumentaron significativamente (p < 0,05) los niveles de TNF-a, IFN-y e IL-6 en
comparacion con el grupo de control (Figura 14). Por otro lado, ambos tratamientos
disminuyeron significativamente ( p <0,05) los niveles de IL-2, IL-4 e IL-10 en comparacioén
con el grupo control. En el caso de la IL-17A, solo el tratamiento con doxorrubicina aumentd

sus niveles significativamente ( p < 0,05).
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Figura 14. El tratamiento con AgNPs-G aumento los niveles de TNF-o0, IFN-y e IL-6 en el tejido tumoral.
Treinta dias después de la inoculacion con células BC 4T1 viables, se extrajeron los tumores (post mortem) de
ratones no tratados (control) y de ratones tratados con AgNPs-G o doxorrubicina. Los tumores se cortaron y se
incubaron en tampon de lisis durante 30 min con agitacion suave. Posteriormente, las secciones de tumor lisadas

se centrifugaron y se recogieron los sobrenadantes para su posterior analisis. Los graficos de barras representan
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los niveles de citocinas determinados mediante citometria de flujo con el kit BD Cytometric Bead Array Mouse

Inflammation Kit. Los analisis estadisticos se realizaron mediante ANOVA con la prueba post hoc de Tukey; p <

0,05 (*) y ns (no significativo).
7.9 El tratamiento con AgNPs-G aumentd los niveles séricos de TNF-a

Una vez determinados los niveles de citocinas en el tejido tumoral, decidimos cuantificar los
niveles séricos. Como se observa en la Figura 15, el tratamiento con AgNPs-G solo aumento
significativamente ( p < 0,05) los niveles de TNF-a en comparacion con el grupo control. Por

otro lado, el tratamiento con AgNPs-G disminuy¢ significativamente ( p < 0,05) los niveles

séricos de IL-2, IL-4 e IL-10.
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Figura 15. El tratamiento con AgNPs-G aument6 los niveles séricos de TNF-a. Treinta dias después de la
inoculacion con células BC 4T1 viables, se recolecto suero de ratones no tratados (control) y de ratones tratados
con AgNPs-G o doxorrubicina. Los graficos de barras representan los niveles de citocinas determinados
mediante analisis de citometria de flujo con el kit BD Cytometric Bead Array Mouse Inflammation Kit. Los

analisis estadisticos se realizaron mediante ANOVA con la prueba post hoc de Tukey; p < 0,05 (*) y ns (no

significativo).
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7.10 El tratamiento con AgNPs-G no causé cambios significativos en los parametros

hematologicos.

Como se observa en la Tabla 4 , los ratones no tratados (control) y los tratados con AgNPs-
G no mostraron diferencias significativas en los parametros hematologicos. Sin embargo,
ambos grupos presentaron un recuento bajo de glébulos rojos, y los porcentajes de

hematocrito y hemoglobina se encontraban por debajo del rango normal estandarizado.

Tabla 4. Parametros hematoldgicos de ratones BALB/c portadores de tumores 4T1.

Control doxorrubicina AgNPs-G Rango normal
Neutrofilos (%) 41,62 + 9,04 49,10 + 14,23 44,2 +10,28 35.0-75.0
Linfocitos (%) 46,72 £ 6,22 42,5+£5,19 41,87 £ 4,61 25.0-50.0
Monocitos (%) 6,78 £ 1,23 6,23 0,75 6,54 +2,01 2.0-10.0
Eosindfilos (%) 3,12+ 0,68 4,12+ 1,08 3,56+ 0,75 1.0-4.0
Recuento total de
globulos blancos 521+1.26a 6,98 £0,48b 5,68+0,72 a 4.0-10.0
(10° /L)
Gitdlaniesieges 7,57+0,52 a 6,89+ 023 b 7,11+ 0,09 a 8.0-15.0
(10'*/L)
Hematocrito (%) 39,32 £4,12 38,77 £3,12 37,54 £ 3,31 40.0-54.0
Hemoglobina (g/dL) 13,19 £ 0,82 13,32 + 1,02 12,44 + 0,87 14.0-17.5

Treinta dias después de la inoculacion con células BC 4T1 viables, se extrajo sangre de ratones no tratados
(control) y de ratones tratados con AgNPs-G o doxorrubicina. Los parametros hematologicos se analizaron con
el analizador hematologico Sysmex XS 1000™. Los valores se presentan como media = DE ( p < 0,05). La
significacion estadistica se determind mediante ANOVA con la prueba post hoc de Tukey. Las letras (a y b)

indican una diferencia significativa ( p < 0,05) entre los tratamientos.

7.11 El tratamiento con AgNPs-G aumento los niveles de enzimas hepaticas en ratones

portadores del tumor 4T1.

Como se puede observar enla Tabla 5, el tratamiento con AgNPs-G aumentd
significativamente (p < 0,05) los niveles de aspartato aminotransferasa (AST) (58,3 + 6,33
UI/L), alanina aminotransferasa (ALT) (49,21 + 8,2 U/L) y fosfatasa alcalina (ALP) (147,23
+ 33,02 U/L) en comparacion con el grupo de control (26,23 + 8,23 UI/L, 32,47 + 6,78 U/L
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y 82,08 = 12,76 U/L, respectivamente). Por otro lado, se observd una disminucion de la

proteina total (5,3 + 1,04 g/dL) en el grupo tratado con AgNPs-G en comparacion con el
grupo de control (6,5 + 0,42 g/dL).

Tabla 5. Parametros bioquimicos de ratones portadores de tumores.

Control doxorrubicina AgNPs-G Rango normal
bilirrubina total 0,22 + 0,06 0,25 + 0,05 0,32+ 0,08 0.0-1.40
(mg/dL)
pdfirlbiion Glizesi 0,07 + 0,008 0,08 0,01 0,11+ 0,03 0,0-0,50
(mg/dL)
bilirrubina indirecta 0,04 + 0,01 0,06 + 0,02 0,06 + 0,01 0,0-0,90
(mg/dL)
Proteinas totales
65+042a 558+123b 53+1,04b 6.0-8.10
(g/dL)
Albumina 3.72+0,52 3,12+ 0,61 344041 3.0-5.20
Globulina 2,88+ 0,58 2,38+ 0,43 2,23 +0,38 1.5-3.30
Aspartato
aminotransferasa 2623+823a 432+12,1b 583+ 633 ¢ 4.0-37.0
(UI/L)
Alanina
aminotransferasa 32,47+6,78 a 57,25+6,5b 4921 +8,21b 4.0-41.0
(U/L)
FOSfatf‘g}La)lcahna 82,08+12,76a  1358+18,01b 147,23 +33,02 b 40.0-129.0

Treinta dias después de la inoculacién con células BC 4T1 viables, se extrajo sangre de ratones no tratados
(control) y de ratones tratados con AgNPs-G o doxorrubicina. Los parametros bioquimicos se analizaron
mediante el analizador quimico Skyla VP1™., Los valores se presentan como media = DE ( p < 0,05) (n = 6).
El analisis estadistico se realiz6 mediante ANOVA con la prueba post hoc de Tukey. Las letras (a—c) indican

una diferencia significativa ( p < 0,05) entre los tratamientos.
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7.12 El tratamiento con AgNPs-G genero cambios histomorfologicos en el higado, rifidn,

pulmon, corazon o cerebro.

El analisis histoldgico descarto la presencia de lesiones perceptibles, areas necroticas o signos
de erosion en los organos principales (higado, rifidon, pulmoén, corazon y cerebro) en todos los

grupos experimentales (Figura 16). Asimismo, se descartd la presencia de infiltrados

linfociticos o signos de malignidad.

Control Doxorubicin AgNPs-G

Liver

Kidney

Lung

Heart

Brain

Figura 16. Micrografias de higado, rifién, pulmon, corazén y cerebro. Treinta dias después de la inoculacion

con células BC 4T1 viables, se extrajeron los 6rganos de ratones no tratados (control) y de ratones tratados con
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AgNPs-G o doxorrubicina (post mortem) (n = 6). Todos los 6rganos se fijaron en formalina durante 24 h antes
de su inclusion en parafina. Secciones de tejido de 3 a 5 pm se tifieron con hematoxilina-eosina. Las

micrografias se obtuvieron con un microscopio Zeiss Imager Z1 acoplado a una camara Ve-LX1000
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8. DISCUSION

Primero, obtuvimos nanoparticulas de plata reducidas con B-D-glucosa con una resonancia
de plasmoén superficial distintiva de la plata en un tamafio nanométrico en un rango de 400 a
480 nm (Elkomy et al. 2020; Rani et al. 2020: Abed et al. 2019). Las nanoparticulas
mostraron un tamafo promedio de 5.991 nm con morfologia cuasi esférica, probablemente
debido al uso de glucosa como agente reductor (Yaqoob et al. 2020), estos resultados se
correlacionan con Panzarini et al. 2017 quienes informaron la obtencion de NP esféricas
recubiertas con -D-glucosa con tamafios entre 20 y 40 nm. Ademads, obtuvimos un valor de
potencial zeta de —7,48 mV con estabilidad durante 80 dias, similar a las AgNPs preparadas
mediante irradiacion con microondas en un estudio de Singh et al. 2014, que demostraron la
estabilidad de las nanoparticulas con un potencial zeta de —5,11 mV y un aumento de la

estabilidad cuando el potencial zeta aumenta a —15,3 mV.

Podriamos determinar que la solucion de plata se exhibe en estado Ag 0 (metalico) con base
en andlisis XPS, como los encontrados por Figueiredo et al. 2022 y Du et al. 2022. Las
regiones detalladas del analisis XPS muestran un doblete simple en el espectro de Ag3d con
una separacion de energia de 6,0 eV, donde también pudimos observar el componente Ag3d
5/2 centrado en 366,8 eV. Con base en los datos anteriores y considerando los valores de
dispersion informados en la literatura, se correlaciona con la sintesis de AgNPs metalicos

(Du et al. 2020; Auria et al. 2020).

Segtin lo informado por Panzarini et al. 2017, también se demostrd el efecto citotoxico de
AgNPs -G en lineas celulares de cancer de mama. Sin embargo, no es completamente posible
establecer un efecto comparativo con autores anteriores con nuestros resultados con respecto
a la actividad citotoxica debido a las diferentes lineas celulares cancerosas utilizadas y la
variabilidad en la forma y tamano de las nanoparticulas obtenidas. Principalmente, el efecto
de las nanoparticulas depende de factores que involucran caracteristicas fisicoquimicas ,
como el tamafo, la forma, el recubrimiento y la presencia de contaminantes derivados de su
sintesis (Auria et al. 2020). El efecto citotoxico de las AgNPs se mantiene a pesar de las

diferencias en los agentes reductores utilizados para su sintesis, la plata mantiene su efecto
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citotoxico. Se obtuvieron resultados similares con el tratamiento de células MCF-7 y HEP-2
con AgNPs que presentan forma esférica con un tamafio en el rango de 5 a 40 nm pero

reducidas con extracto medicinal natural de Piper nigrum (Venugopal et al. 2017).

Nuestro estudio es consistente con otros, al demostrar la sensibilidad de las células de cancer
de mama al tratamiento con AgNP (Vergallo et al. 2016; Gurunathan et al. 2013),
especialmente en células de cancer de mama triple negativo. Esta predisposicion puede
deberse al enriquecimiento de acidos grasos poliinsaturados de cadena larga caracteristico de
este tipo de céancer, que es propenso a la peroxidacion impulsada por AgNP (Rhode et al.
2021). Las AgNPs -G afectan el ciclo celular del cancer de mama de forma dosis dependiente,
interfiriendo con su crecimiento. Estos datos son importantes porque algunos medicamentos
utilizados en el tratamiento del cancer pueden afectar el ciclo celular (Matthews et al. 2022).
Abriendo una nueva perspectiva en el estudio de las AgNPs -G sobre los reguladores del
ciclo celular y de los puntos de control y sus interacciones con farmacos que afectan a este

mecanismo de accion.

Por otro lado, hay reportes de AgNPs reducidas con glucosa y su capacidad para inducir
alarminas relacionadas con el MCI, sin embargo, cuando se realiza el estandar de oro, el MCI
no se genera (Garcia et al. 2023). Este posible mecanismo de accidon podria aparecer si la
cantidad o calidad de las alarminas o neoantigenos tumorales se ve afectada por el
tratamiento, como ocurre en las células BI6F10. tratada con plata coloidal/AgNPs como
vacuna profilactica in vivo por Torres et al. 2020 y Garcia et al. 2023, respectivamente
(Garcia et al. 2023; Torres-Cavazos et al. 2020), no previniendo la implantacion tumoral en
ratones de la cepa C57BL/6, a pesar de la presencia de alarminas. Sin embargo, en nuestro
estudio, se desarrolla un cierto grado de inmunidad ya que retrasa el crecimiento del tumor,
lo que indica que algunos mecanismos, como los que se mencionan mas adelante, pueden
estar implicados y deben aclararse. (A) El tratamiento afecta la calidad de los principales
antigenos de las células 4T1 capaces de inducir una respuesta de células T especifica capaz
de atacar a las células 4T1. (B) Una gran cantidad de AgNPs -G esté presente en el lisado de
células 4T1 utilizado para la vacunacion profilactica, que no pudo eliminarse mediante
centrifugacion, lo que puede afectar la presentacion Optima del antigeno de las células

dendriticas, induciendo una respuesta especifica parcial de las células T. (C) AgNP residuales
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mencionadas anteriormente pueden afectar la capacidad de los linfocitos para producir y

liberar granzimas evitando la muerte del tumor.

Nuestros resultados indican que el tratamiento con AgNPs-G retrasa el crecimiento tumoral
y aumenta la supervivencia en ratones. Estos hallazgos concuerdan con estudios previos que
han demostrado el potencial terapéutico in vivo de las AgNPs en el tratamiento del cancer de
mama triple negativo (TNBC) (Swanner et al. 2019; Snyder et al. 2021). Estos mecanismos
podrian haberse visto facilitados por la incorporacién de B-D-glucosa en la sintesis de
nuestras particulas, la cual podria estar presente en su superficie, potenciando asi su
interaccion con las células cancerosas. Sin embargo, la ubicacién exacta de la B-D-glucosa

en nuestras particulas aun se desconoce.

El mecanismo de accion de la doxorrubicina se basa en el dafio que provoca al ADN celular
y su capacidad para generar radicales libres (Ir et al. 2001). Estos mecanismos moleculares
también se observan en tratamientos basados en otras nanoparticulas de plata (AgNPs)
(Butler et al. 2015). Por ello, podemos hipotetizar que nuestras nanoparticulas podrian tener
un mecanismo de accidn similar al de este agente quimioterapéutico utilizado como control.
Sin embargo, es fundamental realizar ensayos clinicos que permitan determinar con certeza

si nuestras AgNPs y la doxorrubicina comparten mecanismos de accion similares.

Por otro lado, nuestros resultados muestran una disminucion en la expresion del marcador de
proliferacion PCNA y de las moléculas IDO y GAL-3 en el grupo tratado con AgNPs-G en
comparacion con el grupo control. La reduccion en la expresion de PCNA se correlaciona
con la reduccion del volumen tumoral, lo que sugiere que el tratamiento con AgNPs-G tiene
un efecto directo sobre la capacidad de division de las células tumorales. Este efecto también
se ha descrito en estudios que utilizan una molécula pequena (PCNA-I1S) capaz de unirse
directamente a PCNA, estabilizar la estructura del trimero y reducir la PCNA asociada a la
cromatina, inhibiendo asi selectivamente el crecimiento de las células tumorales e induciendo

la apoptosis (Dillehay et al. 2015).

Ademas, la disminucion en la expresion de IDO y GAL-3 es relevante, ya que estas proteinas
se asocian con la promocion de la tolerancia inmunosupresora y la progresion tumoral

(Farhad et al. 2018; Santana-Krimskaya et al. 2020). Por otro lado, el aumento en la expresion
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de caspasa-3 sugiere que las AgNPs-G podrian promover vias apoptéticas. Se reportaron
datos similares en la linea celular de cancer de vejiga 5637, en la cual las AgNPs indujeron
la formacién excesiva de ROS, la sobreexpresion de Bax/Bcl-2 y la activacion de las caspasas
3y 7 (Daei et al. 2022). Posteriormente, evaluamos la implicacion del tratamiento con
AgNPs-G en las poblaciones de leucocitos dentro del microambiente tumoral (TME).
Nuestros resultados indican que el tratamiento con AgNPs-G aumenta el porcentaje de
linfocitos T CD8+. Este hallazgo es importante debido al papel central de los linfocitos T
CD8+ en la eliminacion directa de células tumorales, lo que indica una mejora en la
capacidad del sistema inmunitario para reconocer y atacar eficazmente las células cancerosas
(Chen et al. 2024). Ademas, observamos un aumento en el porcentaje de células de memoria
y células efectoras innatas, lo que podria estar relacionado con la liberacion de DAMPs
previamente descrita y la induccién de linfocitos T especificos capaces de infiltrar y eliminar
el tumor (Jin H. et al. 2023). El tratamiento con AgNPs-G disminuy¢ el porcentaje de células
CD4+ y linfocitos T reguladores en el tejido tumoral. Recientemente, un ensayo clinico con
5177 muestras de pacientes con cancer de mama demostrd que una baja abundancia de Treg
se asocid con una respuesta patologica completa tras la quimioterapia neoadyuvante en
cancer de mama triple negativo (Oshi M. et al. 2020). Es posible que un tratamiento
concomitante con AgNPs sea util para obtener una mejor respuesta al tratamiento en
pacientes con cancer. Sin embargo, existen algunas limitaciones relacionadas con la

aprobacion ética, la via de administracion y las dosis en pacientes humanos.

Nuestros hallazgos revelan un aumento significativo en los niveles de TNF-a, [FN-y e IL-6
en el tejido tumoral tras el tratamiento con AgNPs-G. Se sabe que estas citocinas
proinflamatorias desempefian un papel clave en la activacion y regulacion de las respuestas
inmunitarias antitumorales. El TNF-a participa en la inflamacion y tiene una doble funcion
en el cancer: como inductor de metéstasis o en la eliminacion tumoral (Ben-Baruch et al.
2022). Sin embargo, el TNF-a también interviene en la defensa del huésped, la regulacion de
la actividad citotdxica contra células y tumores, la activacion de linfocitos T y células NK,
la estimulacién de monocitos para la produccion de citocinas y la activacion de la
diferenciacion del endotelio y los adipocitos (Mercogliano et al. 2020). En el caso del IFN-
v, diversos estudios han demostrado que los inhibidores de CTLA-4 y PD-1, asi como otras

terapias de bloqueo de puntos de control inmunitario, aumentan la produccioén de I[FN-y, lo
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que posteriormente conlleva la eliminacion de las células cancerosas. Recientemente se ha
confirmado que la resistencia a la inmunoterapia se asocia con defectos en la sefializacion
del IFN-y. Estos hallazgos sugieren que la eficacia de la inmunoterapia contra el cancer se
debe, al menos en parte, a un aumento en la expresion del IFN-y (Ni et al. 2018). Datos
similares indican un aumento de IL-6 tras el tratamiento con nanoparticulas de plata (AgNPs)
de 20 0 200 nm en células MDA-MB-436 (Matysiak-Kucharek et al. 2020). La aplicacion de
IL-6 en células de cancer de mama inhibe la proliferacion en células positivas para el receptor
de estrogeno, mientras que los altos niveles circulantes de IL-6 se correlacionan con un mal
prondstico en pacientes con cancer de mama, lo que indica discrepancias y las distintas

funciones de esta citocina (Zhao et al. 2020).

Por otro lado, el tratamiento con AgNPs-G redujo significativamente los niveles de IL-2, IL-
4 e IL-10 en el tejido tumoral en comparacion con el grupo control. Estas citocinas se asocian
con funciones inmunosupresoras y reguladoras, por lo que su disminucidn podria favorecer
una mejor respuesta al tratamiento oncologico, especialmente la IL-10, dado su papel clave
en la tumorigénesis y su correlacion negativa con la supervivencia libre de enfermedad en
ciertos tipos de cancer (Martinez-Perez et al. 2021). Asi pues, los resultados de nuestro
estudio sugieren, en parte, que las citocinas inducidas por el tratamiento con AgNPs-G
pueden participar en la modificaciéon del microambiente tumoral e inducir una respuesta
inmunitaria que reduzca la masa tumoral. Sin embargo, algunas limitaciones, como la falta
de ratones mutantes especificos para cada citocina que permitan dilucidar su participacion en

el microambiente tumoral, restringen el alcance de nuestros resultados.

Los parametros hematologicos podrian indicar efectos adversos de los compuestos sobre los
componentes sanguineos (Wm A. et al. 2021) El tratamiento con AgNPs-G aumenté los
valores hematologicos relacionados con AST, ALT y ALP en los ratones tratados con
AgNPs-G en comparacion con el grupo control. El aumento de estas enzimas hepéticas indica
dafio en ciertos 0rganos, lo cual se correlaciona con los datos histolégicos. Estudios previos
reportaron una alta incidencia de anemia en pacientes con cancer (Knight et al 2004) y una
correlacion con malos resultados terapéuticos y pronostico en pacientes con cancer de mama
(Chen B. et al. 2016; Dubsky P. et al 2008). Si bien los niveles de hematocrito, hemoglobina

y glébulos rojos se encontraban por debajo de los niveles de referencia, estos hallazgos
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parecen ser independientes del tratamiento, ya que no se observaron diferencias significativas

en hematocrito ni hemoglobina entre los grupos experimentales.
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9. CONCLUSIONES

En conclusion, hemos desarrollado una nueva sintesis de AgNPs -G, con actividad
antitumoral sobre lineas celulares de cancer de mama que afectan su ciclo celular e inducen
un mecanismo de muerte celular inmunogénica parcial demostrado al reducir el tamafio del
tumor y prolongar la supervivencia en ratones con vacunacion profilactica. Ademas, el
tratamiento con AgNPs-G tiene un efecto antitumoral que se ve potenciado por su capacidad
para remodelar el microambiente tumoral en ratones con cancer de mama triple negativo. Sin
embargo, se requieren estudios adicionales para comprender completamente los mecanismos
de accion exactos de AgNPs-G, optimizar las estrategias de tratamiento y evaluar su

seguridad a largo plazo en modelos preclinicos y, eventualmente, en ensayos clinicos.
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10. PERSPECTIVAS

Dilucidar la capacidad real de ICD al administrar AgNPs -G en un modelo tumoral in vivo
para después de un tiempo de eliminacion del tumor, desafiar a los ratones con células
cancerosas 4T1 y evaluar si se alcanza un cierto grado de inmunidad para evitar reincidencia.
Similar a Tao Huand et al., 2023 quienes demuestran con esta metodologia que el ICD se

puede restaurar a través de la actividad de la granzima B.
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