VI Simposio de Tecnologia Avanzada
25-30 de noviembre de 2010. CICATA-IPN. MEXICO D. F.

e

Memorias en extenso

Vectorizacion de Nanotransportadores Poliméricos
de Nanoparticulas de Plata para Tratamiento de Cancer

R. Casafias Pimentel', M. Da Silva Pinto, A. Monroy-Garcia3 ,J. Hinestroza®, C. Gémez-Garcia®, E. San Martin-Martinez'

ICentro de Investigacién en Ciencia Aplicada y Tecnologia Avanzada, Instituto Politécnico Nacional, México.
2College of Human Ecology, Cornell University, Ithaca, NY, EUA.
Unidad de Investigacion Médica en Enfermedades Oncolégicas, Instituto Mexicano del Seguro Social, México.
4 Escuela Nacional de Medicina y Homeopatia, Instituto Politécnico Nacional, México

Resumen

Se reporta la sintesis de nanoparticulas de plata de 5 nm de
diametro y su encapsulacion en nanotransportadores
biocompatibles con didmetros entre 70 y 200 nm mediante
una modificacion del sistema emulsion-evaporacion del
solvente. Se evaluaron diversas dosis de las nanoparticulas
de plata y de los nanotransportadores en las lineas celulares
de cancer del cérvix uterino: Ca Ski y HelLa, demostrando
que en este modelo las nanoparticulas de plata presentan
toxicidad atn encapsuladas. Se propone el uso de Ia
aglutinina de frijol de soya (SBA) para el direccionamiento
del sistema de liberacion farmacologica por su ya descrita
union selectiva a carbohidratos especificos de membranas
plasmaticas de células neopladsicas y por su accion
citotoxica intrinseca, y se inicia con el estudio de su efecto
en la expresion genética en la linea celular HeLa mediante
microarreglos de cDNA a fin de aportar conocimiento sobre
su mecanismo de accion.

Introduccion

El cancer es actualmente la primera causa de muerte a nivel
mundial. En el 2008, se presentaron cerca de 7.6 millones
de muertes por cancer alrededor del mundo, la OMS ha
reportado que el nimero de casos de muerte por esta
enfermedad ird en aumento'. Por esta razoén, se buscan
estrategias para el tratamiento de esta enfermedad.
Recientemente, varios grupos de investigacion han
reportado efectos citotoxicos de las nanoparticulas de plata
y han propuesto su uso potencial en la terapia oncoldgica,
ya que reducen el contenido celular de ATP (trifosfato de
adenosina) y causan dafio mitocondrial de manera dosis-
dependiente; ademas de inducir apoptosis por la via
mitocondrial asociada a la generacion de especies reactivas
de oxigeno y a la activacion de JNK (Jun amino-terminal
cinasa)’. En diversos estudios se ha observado mayor
sensibilidad por parte de células neoplasicas, sin embargo,
el efecto de las nanoparticulas de plata no es especifico para
las células de cancer, pudiendo causar toxicidad sistémica y
efectos adversos en los pacientes. El uso de
nanotransportadores permite minimizar el dafio sistémico al
direccionar el efecto farmacologico al sitio de accion
deseado, mediante una o ambas estrategias de
direccionamiento: A) Direccionamiento pasivo, dado por el
efecto de “Permeabilidad y Retencion Aumentadas™; debido
a que en los tumores, los vasos sanguineos formados de
novo presentan anormalidades estructurales y funcionales

que reducen el flujo sanguineo y favorecen la perfusion de
los componentes del plasma al intersticio tumoral; bajo
estas condiciones, aunadas al drenado linfatico disminuido,
se lleva a cabo una acumulacién efectiva en la zona
tumoral; y B) Direccionamiento activo; mediante la
funcionalizacién de la superficie de los transportadores
empleando sistemas ligando-receptor o antigeno-anticuerpo.
Para lograr esto, los transportadores deben tener material
biocompatible en su superficie que permita reducir la
respuesta inmunoldgica, como el poli(etilen)glicol (PEG),
un didmetro menor a 200 nm y un peso molecular mayor a
50 kDa, a fin de evitar su excrecion glomerular’. Dentro de
las estrategias de direccionamiento activo de los
nanotransportadores se encuentran las lectinas, un grupo de
glicoproteinas que se encuentran ampliamente distribuidas
en los sistemas biologicos y que se unen de manera
reversible y especifica a residuos de polisacaridos,
glicoproteinas o glicolipidos. En oncologia, las lectinas han
sido usadas para el diagnostico y el tratamiento, incluyendo
el direccionamiento de sistemas de liberacion dirigida.
Varias lectinas de origen vegetal han sido estudiadas y su
eficacia ha sido comprobada en el tratamiento de cancer, sin
embargo, el mecanismo preciso del efecto antitumoral no es
claro, atin cuando varios han sido propuestos, entre ellos: la
reduccion de la division celular, el incremento del nimero
de macrofagos, el aumento de la susceptibilidad de las
células tumorales al ataque inmunolégico, etcétera®.
Procedimiento Experimental

Se sintetizaron nanoparticulas de plata via sol-gel, mediante
la reduccion de AgNO; con dextrosa, empleando gelatina
como pasivante a 58 °C; posteriormente  se
nanoencapsularon en PEG mediante una modificacion del
método de “emulsién—evaporacién del solvente” evaluando
el efecto de los factores: pH, concentracion de PEG y
volumen de nanoparticulas de plata en el diametro
hidrodinamico, mediante un DCC con a=1.68. Los
productos fueron evaluados por EDS, FT-IR (resultados no
mostrados), MET y dispersion de luz dindmica.

Las lineas celulares de cérvix uterino: carcinoma
epidermoide, Ca Ski (ATCC No. CRL-1550) y de
adenocarcinoma, HeLa (ATCC No. CCL-2); fueron

crecidas en el medio base RPMI-1640 suplementado con
suero fetal bovino. Se evalud, mediante citometria de flujo,
la respuesta citotoxica a las nanoparticulas de plata, libres y
encapsuladas. Las células fueron tefiidas con CFSE al 1%,
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en oscuridad, durante 15 min, se sembraron y se incubaron
durante 24 h. Posteriormente, se cambié el medio y se
adicionaron diferentes dosis del vehiculo con gelatina y
dextrosa; de nanoparticulas de plata, de nanotransportadores
cargados con nanoparticulas de plata; solo el vehiculo, y de
cisplatino empleado como control positivo. El tratamiento
se mantuvo en incubacion a 37 °C durante 24 h. Las células
fueron cosechadas, tefiidas con IP durante 30 min y
analizadas por citometria de flujo. Se evalud6 mediante
microarreglos de cDNA el efecto en la expresion genética
inducido por la aglutinina del frijol de soya (SBA) con el
fin de aportar al conocimiento del mecanismo de accion de
esta proteina en la induccion de muerte celular y verificar
su actividad en la linea celular Hela, ya que se busca
sinergizar la accion del nanotransportador con la de la
proteina al emplearla como agente para el direccionamiento
del nanotransportador. Para ello, se realizé una curva dosis
respuesta de tratamiento empleando azul de tripano.
Resultados y Analisis

Se obtuvieron nanoparticulas de plata de diametro
aproximado a 5 nm y nanotransportadores de diametro
hidrodindmico entre 70 y 200 nm, observando que el factor
que mayor influencia tiene sobre el tamafio es la
concentracion de PEG, seguido por el volumen de
nanoparticulas de plata, el pH no afecta el resultado. Los
diametros menores se obtuvieron con 17 % de PEG y en los
extremos superior e inferior del volumen de nanoparticulas
de plata empleados en el disefio experimental (Fig. 1 y 2).
Las micrografias electronicas mostraron resultados
morfologicos que coinciden con los reportados en
bibliografia para sistemas similares (Fig. 3).
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Figura 2. Superficie de respuesta del
didametro hidrodinamico de los diametro hidrodinamico de los nano-
nanotransportadores  respecto al transportadores respecto al pH y la
volumen de nanoparticulas de plata y concentracion de PEG.
la concentracion de PEG.
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Figura 3. Nanotransportadores de nanoparticulas de plata evaluados por TEM.

Mediante citometria de flujo se determind que los vehiculos
no tienen efecto en la viabilidad celular, mientras que tanto
las nanoparticulas de plata como el nanotransportador con

e

nanoparticulas de plata son citotoxicos de manera dosis-
dependiente, induciendo hasta el 100% de muerte celular en
las dosis mas altas en las lineas celulares (resultados no
mostrados).

Se determino que la SBA causo dafio a la membrana celular
en ensayos de viabilidad (grafica 1), comparando contra los
controles: negativo y positivo -doxorubicina 0.5 ug/ml-
(resultados no mostrados).

Grafica 1. Ensayo de viabilidad eelular para
$BA @ 24 & 72 h en la linea celular Hela
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Empleando una dosis (no indicada), se evalué el RNA
extraido mediante el protocolo de QIAGEN, obteniendo
resultados favorables en la calidad del RNA. Los cambios
de expresion genética fueron evaluados en la plataforma de
Affymetrix contra un control sin tratamiento que arrojé una
relacion de cambio en la sefial mayor a 1 en 1326 genes,
varios de ellos involucrados en los procesos de muerte
celular. El estudio del efecto global de la SBA en la linea
celular HeLa bajo las condiciones de tratamiento sigue en
proceso, los datos seran corroborados mediante
inmunoquimica o RT-PCR para su publicacion.
Conclusiones

-El pH no influye en el tamafio de los transportadores, mientras
que los extremos de las concentraciones de nanoparticulas de
plata y la concentracion media de PEG empleada en el disefio
experimental ~ favorecen  tamafios menores de los
nanotransportadores, siendo éste tltimo el factor mas importante.
-La SBA es una estrategia prometedora para el direccionamiento
de los transportadores por su doble accion: especificidad
(reportada previamente) y toxicidad, demostrada
experimentalmente.
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