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RESUMEN

El cancer, es una patologia causada por alteraciones en el genoma de las células,
produciendo modificaciones en la sintesis o funcién de proteinas, mismas que alterar
procesos como: proliferacion, metastasis y apoptosis. Uno de los canceres con mayor
mortalidad para el ser humano, es el de higado. El tratamiento mas usado para este
cancer es la quimioterapia. No obstante, los efectos secundarios indeseables son
muy negativos en el paciente. Por lo que se han realizado distintas propuestas
terapéuticas para poder minimizarlos, una de ellas es el uso de extractos de plantas
como agentes terapéuticos. Los extractos obtenidos de Annona cherimola han sido
unos de los més estudiadas por su particular composicion de fitoquimicos, siendo las
acetogeninas las moléculas con mayor concentracion y variedad. Estas moléculas
han mostrado tener una importante actividad antitumoral, antiparasitarias vy
antioxidantes. Sin embargo, por sus caracteristicas fisicoquimicas, es dificil mantener
su actividad y estabilidad, por lo que se han buscado vehiculos para mantener sus
propiedades y mejorar su distribucion. El anclar molecularmente estos extractos a
nanoparticulas de oro es una alternativa plausible, ya que estos nanomateriales
poseen excelentes caracteristicas de biocompatibilidad y opticas, con capacidad
para cargar compuestos, lo que las posiciona como vehiculos idoneos para la
dosificacion de principios activos. Por lo tanto, en este proyecto se disefiaron unas
nanoparticulas de oro sintetizado por método verde, utilizando como agente reductor
extractos de Annona cherimola al que se le denomind (AuNps-Ch), a las que se les
evalud su efecto citotoxico como inductor de apoptosis en células HepG2 mediante
inmunodeteccion en fase solida. Los resultados obtenidos arrojan datos muy
prometedores, ya que observamos que, en ensayos de viabilidad, que las células
HepG2 son més susceptibles a morir que las células de origen no tumoral. Aunado a
ello, observamos la activacion de caspasa 9 en las células HepG2, lo que indica el
inicio de la induccion de la apoptosis por la via intrinseca.



ANTECEDENTES

.1 Cancer

El cancer es un término utilizado para aludir a un conjunto de enfermedades que
tiene como factor comun el crecimiento descontrolado de células anormales en el
cuerpo, con potencial de diseminacion a cualquier otra parte del cuerpo (OMS.,
2022).

La etiologia del cancer no es Unica, ya que se deriva de distintas modificaciones a
nivel genético. Estas modificaciones estan asociadas a un aumento, pérdida o
mutacién en la secuencia nucleotidica, teniendo un origen hereditario o espontaneo,
confiriéndole a las células la capacidad de producir variantes proteicas que alteran
procesos celulares como: a) Muerte celular, al evadir la eliminacion regulada de las
células, b) Metastasis, favoreciendo la capacidad de permear a vasos sanguineos o
linfaticos, viajar a través de la circulacion y lograr que las células cancerigenas
crezcan en otro 6rgano o tejido, c) Proliferacion, al tener una division excesiva y
descontrolada, entre otros (Montes y col., 2013; OMS., 2021, Rady y col., 2018;
Runel G., 2021).

El tiempo y la intensidad de exposicion a factores de riesgo potencian modificaciones
en el ADN. Algunos de estos factores son: el aumento en la expectativa de vida, la
sobreexposicibn a contaminantes ambientales, aditivos en alimentos como
conservadores y colorantes, la alteracién en la capa de ozono, que aumenta la
penetrabilidad de la radiacion solar, etc. Todos ellos, han aumentado
significativamente en los Ultimos afios, asociados al estilo de vida, por lo tanto, han
incrementado los casos de esta patologia posicionando al cancer en el 2022 como la
tercera causa de muerte a nivel mundial, solo debajo de enfermedades
cardiovasculares y diabetes mellitus (Latournerie y col., 2012; Rady y col., 2018,
OMS., 2022).

De acuerdo a los ultimos reportes de la OMS, los tipos de cancer que causan mayor

mortalidad en seres humanos son: el de mama, pulmonar, colorrectal, préstata y



hepéatico. Este ultimo presenta un reto para la investigacion actual, debido al rapido
deterioro en la calidad de vida de los pacientes y a la baja efectividad de los

tratamientos farmacoldgicos disponibles (OMS., 2022).

1.2 Cancer de Higado

El higado es el 6rgano interno mas grande del cuerpo, esta ubicado en la parte
superior derecha de la cavidad abdominal, debajo del diafragma y encima del
estbmago, el rifidn derecho y los intestinos (Feng y col., 2021). Sus funciones son
producir bilis y metabolizar todos los nutrientes que requiere el cuerpo (Motola-Kuba
y col., 2016).

El higado consta de dos I6bulos principales, el derecho y el izquierdo, los cuales se
integran por miles de lobulillos. Estos lobulillos histoldgicamente estan formados por:
las células de Kupffer que tienen una funcion inmunoldgica, las células de ito que
almacenan vitaminas, las células ductales que le dan estructura a los conductos y los
hepatocitos que realizan el metabolismo de nutrientes, farmacos y sustancias toxicas
(Reig, 2021).

Las enfermedades hepaticas mas comunes estan asociadas a las alteraciones
funcionales de los hepatocitos. Dentro de los agentes causales de estas patologias
estan, la sobreexposicion a compuestos toxicos como farmacos, aditivos quimicos
en los alimentos o componentes de la dieta, que al ser consumidos en exceso como
el alcohol puede desarrollar cirrosis hepatica, misma que podria degenerar a cancer

hepatico (Feng y col., 2021).

Existen otros causales de cancer hepatico como, infeccion por los virus de la hepatitis
B y C, asi como la acumulacién de mutaciones esporadicas en el genoma de las
células hepaticas que propician en un primer paso la aparicion de células malignas y
posteriormente originaran tumores, mismos que podrian desarrollar capacidad

metastésica y desencadenar en cancer hepatico (Cisneros-Garza, 2022).

Existen muchas clasificaciones del cancer, la mas comun es, primario y secundario.
El primario se define como el tumor original o el primero en el cuerpo. Las células de

este cancer pueden diseminarse a otras regiones del mismo 6rgano o hacia érganos



vecinos generando tumores secundarios cuyas células ya tienen capacidad
metastasica (NIH, 2022).

El cancer de higado mé&s comun es el carcinoma hepatocelular que representa el
90% del total de casos registrados y es el segundo tumor maligno mas letal
(Cisneros-Garza,2022).

La alta tasa de mortalidad del carcinoma hepatocelular se relaciona con una
deteccion tardia, debido a que en sus fases iniciales son asintométicas. Hasta que
se encuentra en etapas avanzadas y se ha diseminado a 6rganos adyacentes, es
gue los sintomas comienzan a aparecer. Evidenciando una pérdida de peso

repentina, dolor en la parte alta del abdomen, ictericia y heces blancas (Sala, 2005).

Para poder diagnosticar el cancer de higado es necesario realizar examenes que
demuestren la presencia de tumores malignos en el érgano. Para ello se realizan
estudios de laboratorio e imagen. Los mas comunes son la ecografia y la resonancia
magnética, que muestran imagenes del 6rgano con el fin de encontrar la presencia
del tumor. Otras técnicas se basan en la identificacion de marcadores tumorales, que
son sustancias que producen las células dafiadas y se analizan en la propia célula o
son liberadas al torrente sanguineo que es donde se detectan. El estudio mas
utilizado es el andlisis de una biopsia del tejido para determinar si este es maligno
(AJCC, 2022).

Determinar el estadio del cancer una vez diagnosticado, es crucial para determinar
la idoneidad entre los posibles tratamientos a seguir, intentando mejorar el pronéstico
y calidad de vida del paciente. La estadificacion mas comun es el sistema TNM donde
se toman en cuenta tres nomenclaturas de informacion: la extension del tumor (T), la
propagacion a los nodulos linfaticos adyacentes (N) y la propagacion metastasica a
sitios distantes (M). Los numeros y las letras después de la T, N y M proporcionan
informacion mas detallada de cada uno de estos estratos como se muestra en el
Cuadro 1. La estadificacion va del | al 1V, entre mas bajo sea el nUmero menor ha

sido la propagacion (Cofre y col., 2017).



Cuadro 1. Clasificacion del cancer de higado (AJCC, 2022)

Etapa Agrupacion por etapas Descripcion
Tla Un solo tumor de 2 cm 0 menor que no
ha crecido a los vasos sanguineos.
1A NO No se ha propagado a los ganglios
linfaticos adyacentes.
MO No se ha propagado a sitios distantes.
T1b Un solo tumor de mas de 2 cm que no
ha crecido a los vasos sanguineos.
B NO No se ha propagado a los ganglios
linfaticos adyacentes.
MO No se ha propagado a sitios distantes.
T2 Un solo tumor que mide mas de 2 cmy
que ha crecido hacia los vasos
sanguineos, o0 mas de un tumor que no
' mida méas de 5 cm.
NO No se ha propagado a los ganglios
linfaticos adyacentes.
MO No se ha propagado a sitios distantes.
T3 Mas de un tumor que mida mas de 5
cm de ancho.
A No se ha propagado a los ganglios
NO linfaticos adyacentes.
MO No se ha propagado a sitios distantes.




T4 Hay al menos un tumor que ha crecido
hacia una vena grande del higado
B NO No se ha propagado a los ganglios
linfaticos adyacentes.
MO No se ha propagado a sitios distantes.
T1,234 Un solo tumor o muchos tumores de
cualquier tamafo.
VA N1 Se ha propagado a los ganglios
linfaticos adyacentes.
MO No se ha propagado a sitios distantes.
Un solo tumor o varios de diferentes
71,2345 _
tamafios
IVB Se ha propagado a los ganglios
NO y N1 e ! propag gang
linfaticos adyacentes.
M1 L
Se ha propagado a sitios distantes.

[.2.1 Tratamiento para cancer de higado.

Para tratar el carcinoma hepatocelular se utilizan terapias solas o combinadas. Entre
las mas comunes se encuentran: 1) Cirugia, en donde se extirpa el tumor y parte del
tejido sano circundante, 2) Inyeccion percutanea de etanol, que se basa en inyectar
alcohol en el tumor hepatico, 3) Radioterapia, que es el uso de radiaciones ionizantes
en la zona afectada, 4) Inmunoterapia, que tiene como propésito la administracion de
medicamentos para estimular al propio sistema inmune y asi atacar al tumor
cancerigeno y 5) La quimioterapia, que es un tratamiento con distintas mezclas de
medicamentos que inducen la muerte de las células (Ferreiro y col., 2020; Rodriguez-

Galindo y col., 2000). La quimioterapia es la terapia mas utilizada actualmente. Su



mecanismo de accidn se basa en provocar una alteracién celular actuando sobre una
o varias fases del ciclo celular, modificando los mecanismos de control de la
proliferacion y muerte celular (Feng y col., 2021; Ferreiro y col., 2000; Schirrmacher,
2019). Sin embargo, la quimioterapia tiene importantes limitaciones como, ser poco
especifica ya que sus efectos no distinguen entre células sanas y cancerigenas.
Aunado a ello se ha descrito que, con el tiempo, este tratamiento genera resistencia
a los medicamentos neutralizando los efectos deseados, manteniendo los efectos
adversos severos como: la supresion de la médula 6sea, perdida de cabello, lesiones

gastrointestinales, mareo y vomito (Feng y col., 2021).

Para poder contrarrestar estos efectos adversos se han buscado alternativas que
mejoren la especificidad de los farmacos (Hong Z y col., 2021). Sin embargo,
alcanzar estas caracteristicas idoneas en cualquier tratamiento para el cancer no ha
sido facil, debido a que su etiologia y los procesos celulares afectados son muy
diversos. Por lo que, especificamente la evasion a la muerte celular y la
hipersefalizacion hacia la proliferacion, acaparan los esfuerzos en investigacion
(Moghadamtousi, 2014).

|.3 Muerte celular

La muerte celular es un proceso que casi siempre se asocia con una condicion
patoldgica, sin embargo, se activa mas comunmente en condiciones fisiolégicas.
Este proceso es necesario para mantener la homeostasis de los organismos. Su
activacion puede darse por varios mecanismos, como consecuencia de alteraciones
acumuladas en el ADN con incapacidad de reparacién o por el propio envejecimiento
celular, asociado a una ineficiencia funcional de varias enzimas. También se presenta
ante contingencias espontaneas exdgenas, cOomo exposicion a agentes toxicos,
cortes del tejido o abruptos cambios de temperatura. Hay varios tipos de muerte
celular, los tres mas comunes son: la autofagia, la necrosis y apoptosis (Carranza
Aguilar y col., 2020).

La autofagia es un mecanismo catabdlico regulado de autodegradacién. Este

proceso permite que las células mantengan su homeostasis, degradando proteinas



mal plegadas, orgadnulos dafiados y en algunos casos son capaces de eliminar
vesiculas con las que se invaginaron bacterias o virus como un mecanismo de
defensa. Este proceso se lleva a cabo a través de la interaccion de vesiculas
conteniendo los materiales antes descritos, fusionandose con lisosomas
conformando una estructura denominada autofagolisosoma. Este organulo tiene la
capacidad de degradar el contenido mediante el uso de enzimas hidroliticas y
reciclarlo como monomeros a traves de transportadores de membrana hacia el citosol

para su reutilizacion en la célula (Salimi-Jeda A y col.,2022).

La necrosis es un tipo de muerte celular no regulada, que es desencadenada por
exposicién a toxinas, hipoxia, cambios criticos de temperatura, descompensacion
celular abrupta que genera una caida masiva del ATP, entre otros. Esto genera
cambios morfolégicos caracterizados por una desorganizacion y lisis del citoplasma,
con dilatacion del reticulo endoplasmatico y las mitocondrias, provocando que las
células se hinchen liberando el material intracelular y activando la respuesta

inflamatoria (Ketelut-Carneiro N y col.,2022).

La apoptosis también conocida como muerte programada, es un proceso celular
fisiologico, regulado. Se requiere en todas las etapas de la vida del ser humano. Por
ejemplo, en las fases embrionarias, es critico en la separacién de los dedos, al inducir
la muerte dirigida de las células que conforman las membranas interdigitales en el
feto. El crecimiento de los huesos es dependiente de la degradacién de algunos tipos
celulares de este tejido para estimular la proliferacion del mismo y en el recambio
continuo de células de forma regulada es la base del funcionamiento fisiolégico en
todos los tejidos (Silverthorn, 2019).

La apoptosis por el tipo de activacién se divide en extrinseca e intrinseca. La
extrinseca se induce por moléculas externas a la célula denominadas ligandos, que
son moléculas reconocidas por una familia de receptores llamados “receptores de
muerte celular’. Estas proteinas estan constituidas estructuralmente por tres
secciones, domino extracelular, cuya funcién es reconocer especificamente a la

molécula ligando. Una vez unido el ligando a su receptor, este tiene la capacidad de



moverse en la membrana gracias a la segunda seccién del receptor denominada,
dominio transmembranal, quien favorece su dimerizacion. La dimerizacién promueve
gue la tercera seccion del receptor, el dominio citoplasmatico, se autofosforila,
generando un cambio conformacional y reclutando a proteinas adaptadoras tales
como el dominio de muerte asociado a Fas (FADD). Estas proteinas adaptadoras se
unen a las procaspasas con el fin de activarlas mediante una escision y
reconformacion, generando las caspasas activas, que son un tipo de proteasa
requerida para activar a otras procaspasas y comenzar con la desarticulacion
funcional y estructural de la célula hasta formar los cuerpos apoptoticos, que son
fragmentos de la célula que finalmente seran fagocitados por macrofagos para su

destruccion (Ketelut-Carneiro N y col., 2022).

La apoptosis intrinseca, es iniciada por estimulos intracelulares como dafios
genéticos irreparables, concentraciones altas de calcio citosolico, desequilibrio del
metabolismo energético, entre otros. Estos estimulos provocan estrés, activando a
un conjunto de proteinas denominadas Bcl pro- y anti-apoptéticas. El desequilibrio
en la concentracion y funcion de estas proteinas genera un cambio en la
permeabilidad mitocondrial provocando la liberacién del citocromo C hacia el
citoplasma y uniéndose a las proteinas Apaf-1 y procaspasa 9, conformando el
apoptosoma cuyo objetivo es activar a la procaspasa 9, convirtiéndola en caspasa 9,
induciendo la maduracion de otras las caspasas ejecutoras, que desencadenaran el
desacople celular, formando cuerpos apoptéticos que seran reconocidos por

macrofagos para su eliminacion (Bhagya N y col., 2022).

De todos los tipos de muerte celular, la apoptosis es el mecanismo que se intenta
activar a traves de las terapias contra el cancer, debido a que es capaz de detectar
dafos celulares de forma especifica y selectiva, sin dafiar a las células circundantes
ni exacerbar una respuesta inmunitaria (Pazo Cid y col,2020). Sin embargo, nos
enfrentamos ante la problematica de que las células tumorales, esquivan las sefales
para la induccion de este proceso. (Wang y col., 2014). Por lo que, se han
incrementado los esfuerzos por encontrar un tipo de terapia alternativa, que induzca

la muerte celular programada, disminuyendo los efectos secundarios, asi como



intentar bloquear los sistemas emergentes de evasion al proceso de apoptosis
activado por las células tumorales. Una de estas alternativas es la utilizacion de
fracciones complejas de fitoquimicos derivadas de plantas. Estas fracciones poseen
una amplia diversidad de compuestos y se propone que el efecto benéfico que
desencadenan en un organismo, es el resultado de la interaccion entre distintos
mecanismos inducidos por la activacion simultanea de estas moléculas, modulando
la respuesta celular, causando una ventaja en las capacidades para interferir en la
progresion del cancer y disminuyendo significativamente el dafio generado a las
células funcionales (Liu N y col., 2016). Dentro de los estudios mas relevantes en los
ultimos afos, sobre el papel de extractos naturales y su actividad terapéutica, son los
hallazgos de Zuo y col. en 2022, en donde reporta la actividad antitumoral in vitro de
extractos de la planta Annona cherimola en células de pulmén A-549, logrando
eliminar el 40% de las células mediante la accién de las acetogeninas presentes en
dicho extracto (Zuo Cy col.,2022).

I.4 Annona cherimola

La Annona cherimola pertenece a la familia Annonacaae que es una de las familias
mas antiguas dentro del orden mongolias. Esta planta se encuentra distribuida en
areas tropicales en América, Africa y Australia. La Annona cherimola es cominmente
conocida como “chirimoya”, tiene hojas brillantes de color verde oscuro, con frutos
comestibles y espinas suaves con curvas que cubren la piel del fruto, mismos que
pueden contener entre 55 a 170 semillas en una pulpa. (Rady y col., 2018; Arroyo J
y col., 2005).

Todas las partes de la planta son utilizadas en la medicina tradicional para el
tratamiento de distintas patologias, las raices se usan por sus propiedades
antiparasitarias y plaguicidas, el fruto se emplea en la prevencién y tratamiento de
infecciones respiratorias y diabetes, mientras que las hojas muestran propiedades
antitumorales y citotoxicas. Su actividad terapéutica se atribuye a fitoquimicos como
flavonoides, tocoferoles, taninos, saponinas, polifenoles y particularmente a las
acetogeninas por su alta concentracion y diversidad (Diaz de Cerio y col., 2018; Liu
Ny col., 2016).



Las acetogeninas (ACGs) son una familia de polisacaridos que se han aislado més
comunmente de las plantas de la familia Annonacea. Estructuralmente, la mayoria
de las acetogeninas poseen una cadena alifatica de 35 o 37 atomos de carbono con
uno, dos o tres anillos tetrahidrofuranicos adyacentes, asi como sustituyentes
oxigenados localizados a lo largo de ésta. En uno de sus extremos presentan un
anillo lacténico metil sustituido, a, B saturado o insaturado como se muestra en la
Figura 1 (Neske y col., 2020; Miyoshi y col.,1998).

OH OH

32/34

Figura 1.Estructura general de las acetogeninas. Tienen una una cadena de carbono
de 35 o0 37 atomo con varios grupos funcionales Presenta un anillo lacténico metil
sustituido en uno de los extremos de la cadena carbonada y tiene anillos
tetrahidrofuranicos adyacentes y sustituyentes oxigenados a lo largo de la cadena
(Duran, A. G. y col., 2021).

La actividad antitumoral de las acetogeninas se ha estudiado en distintos modelos
celulares. Oberlies y col. en 1997, administraron extractos de Annona muricata
(guanabana) en células MCF-7 procedentes de tumor mamario. Estableciendo una
propuesta para el mecanismo de accién, a través de la inhibicion de la cadena
respiratoria mitocondrial, disminuyendo los niveles de ATP mediante el bloqueo del
complejo | de las mitocondrias produciendo una importante reduccion de la NADH
oxidasa de membranas plasmaticas, conduciendo a la apoptosis (Oberlies N.y col.,
1997). Aunque estos hallazgos arrojaron importantes evidencias sobre el potencial
terapéutico de las acetogeninas, este, se ha visto limitado en su uso farmacéutico
por problemas asociados con el método de extraccion, por el arrastre de residuos
derivados de este proceso, la determinacion de la concentracion efectiva en los
tratamientos dada su alta toxicidad y a las propiedades de hidrofobicidad y

fotosensibilidad caracteristicas de estas moléculas (Aguilar Villalva y col.,2021).
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Los procedimientos tradicionales para la extraccion de los fitoquimicos de Annona
cherimola son por maceracion, percolacion y extraccion soélido-liquido. Los solventes
mas utilizados para estas extracciones son metanol y etanol (Aguilar Villalva y
col.,2021). Sin embargo, estas técnicas utilizan grandes volimenes de solventes y
tiempos muy prolongados para la extraccion, por lo que se han disefiado nuevos
métodos de extraccion para poder disminuir los solventes y a la vez mantener o
mejorar la obtencion de altas concentraciones de fitoquimicos, con el objetivo de

mejorar la pureza e integridad de estos compuestos (Angionillo y col, 2015).

Un nuevo método, es la extraccién asistida por ultrasonido, esta técnica ha
demostrado tener una alta reproducibilidad, facil extraccion y reduccién importante
del costo y tiempo (Zhao y col.,2021). El funcionamiento de esta técnica es producir
un fendbmeno conocido como cavitacién que son ondas de ultrasonido de alta y baja
frecuencia logrando la ruptura de la pared celular e incrementando el area de
contacto entre la fase soélida y el solvente, logrando una mejor extraccion de los
fitoquimicos (Zahari y col, 2020). Investigaciones efectuadas por Villalva y col. en
2021, realizaron la comparativa de extraccién de los fitoquimicos de Annona
cherimola con dos métodos tradicionales (Soxhlet y maceracién) y la extraccion
asistida con ultrasonido, utilizando como solventes agua y etanol. Dicha
experimentacion concluyé que la utilizacion del ultrasonido daba mayores
rendimientos de extraccion que los métodos convencionales y disminuina de forma
significativa la cantidad de solventes acarreados en la muestra (Aguilar Villalva y
col.,2021).

Al tener un mayor rendimiento de extraccion nos enfrentamos con la problemética de
gue la Annona cherimola en grandes concentraciones posee propiedades citotoxicas
gue puede causar un efecto negativo para los modelos experimentales in vivo e in
vitro, tal es el caso reportado por Rawan y col en 2022 en el cual se utilizaron células
de cancer de mama (MCF-7) se comprobdé que al tratar las células con 100 pg/mi de
extractos de hojas liofilizadas mataba a mas de la mitad de las células en el grupo
control como en las células cancerigenas. Por lo que es indispensable realizar

estudios para encontrar la susceptibilidad de distintos tipos celulares a través de la
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determinacién de la dosis letal media y asi determinar la citotoxicidad. Para ello, las
técnicas mas utilizadas son la evaluacion de la viabilidad celular (Rawan y col., 2022).

En la actualidad se han investigado alternativas para mantener la actividad biologica
estable de las acetogeninas, mejorar su via de administracion y asegurar una mayor
biodisponibilidad. Una posibilidad plausible es su combinacién con la nanotecnologia,
ya que presenta una enorme versatilidad tanto en materiales como en estructuras, lo
gue podria aprovecharse para disefiar alternativas a través de las cuales se
concentre y se protejan los compuestos fitoquimicos, manteniendo sus
caracteristicas intrinsecas y generando un vehiculo que facilite su biodistribucion.
Ademas, la nanotecnologia, permite modificar la carga, forma y tamafo de las
nanoparticulas durante la sintesis, aprovechando las caracteristicas intrinsecas de
los nanomateriales y la velocidad de la reaccién, para disefiar nanoparticulas que
funcionen como vehiculos de administracion de farmacos, aumentando la afinidad a
tipos celulares especificos y prolongar la biodisponibilidad de los principios activos
(Grobmye Sy col., 2010, Gémez A, 2017).

I.5 Nanotecnologia

La nanotecnologia hace referencia a la manipulacién, ingenieria, caracterizacion y
aplicaciones de la materia a escala nanométrica de (1-100 nm). Esta herramienta ha
impactado en el desarrollo de modalidades diagnésticas y terapéuticas mas
eficientes en distintas patologias por sus propiedades mecénicas, magnéticas,

Opticas y cataliticas (Gomez, 2017).

Existe una considerable variedad de clasificaciones para las nanoparticulas, de
acuerdo a sus propiedades fisicas y quimicas. Al referirnos a ellas por su naturaleza
guimica se dividen en orgéanicas e inorganicas. Dentro de las organicas podemos
encontrar a nanoparticulas a base de carbono como grafeno, fullerenos o nanotubos
de carbono, que particularmente se utilizan en la industria de materiales y
recubrimientos ya que hacen mas resistentes y ligeros los materiales con los que
estas nanoparticulas son recubiertas (Singh P y col.;2018). Por otro lado, tenemos a

las que se basan en lipidos, como las micelas poliméricas, dendrimeros y liposomas.
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Estas nanoparticulas han tenido un impacto muy importante en la Biomedicina y
Biotecnologia al ser utilizado en técnicas de transferencia de moléculas como ADN,
proteinas y nutrientes al interior de las células, resolviendo limitantes bioldgicas
(Parveen S vy col.;2022). El otro gran grupo es el de nanoparticulas inorganicas,
algunas de ellas son coloides siliceos y puntos cuénticos que se utilizan como
biosensores o vehiculos estables para farmacos. Si bien estas nanoestructuras no
son metabolizables, se han utilizado mucho en la industria farmacéutica como
vehiculos dispensadores de principios activos por su alta biocompatibilidad y
factibilidad para adaptar moléculas que reaccionan o detectan compuestos en la
célula o en fluidos biol6gicos y se proponen como prometedores biosensores, muy
utiles en el diagnostico (Alshameri A y col. ;2022). Otro importante grupo de
nanoparticulas utilizadas en el ambito de la salud, son las nanoparticulas de oro y
plata por sus caracteristicas 6pticas y de carga. Al ser componentes metalicos tienen
la propiedad de generar una resonancia plasmaonica en su superficie, lo que facilita
la funcionalizacion de ligandos como anticuerpos, polimeros o farmacos (Sudha P y
col.;2018; Hammami ,2021). La estabilidad de la interaccion entre la nanoparticula
metélica de oro y los ligandos pueden modularse, esto controla la liberacién del
farmaco ante distintos microambientes con diferencias de pH o concentraciones de

solutos, lo que las hacen una excelente opcion en terapia (Wang Sy col., 2022).

Utilizando las ventajas que presentan las nanoparticulas de oro, se disefi6 una
sintesis de nanoparticulas de oro utilizando como agente reductor los extractos de
Annona cherimola, obtenidas mediante una modificacion en el sistema de extraccion.
Dicha modificacién se basé en la utilizacion de una sonopunta, incrementando el
rendimiento en la extraccién de acetogeninas. A continuacion, el propio extracto se
utilizé como catalizador de la reaccion en la generacion de las nanoparticulas de oro
denominadas de aqui en adelante como AuNps- Ch. Este disefio fue realizado por el
grupo de investigacion de la Dra. Estévez (Centro de Fisica Aplicada y Tecnologia
Avanzada en la Universidad Nacional Autonoma de México, campus Juriquilla) y
parece ser un sistema muy prometedor para mantener las caracteristicas bioactivas

del extracto y generar un vehiculo eficiente para la administracién de acetogeninas.
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Se establecié un convenio de cooperacion con nuestro laboratorio, en la Unidad de
Microbiologia Basica y Aplicada de la Universidad Autbnoma de Querétaro, para
evaluar in vitro su capacidad citotoxica. Para tal objetivo, se usé el ensayo de
viabilidad celular por azul de tripano y se determino que para células HepG2, la dosis
letal media es 879.47 pug/mL. En este proyecto se pretende indagar en el proceso de
muerte celular que estan generando estas AuNps-Ch, por lo que analizaremos la

actividad proapoptética en la linea celular HepG2 (hepatoma celular humano).
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ll.  HIPOTESIS
Las nanoparticulas de oro se elaboraron por sintesis verde usando como agente
reductor extractos de Annona cherimola, inducen un efecto proapoptoético en células

de carcinoma hepatocelular HepG2.
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. OBJETIVOS

1.1 General

Evaluar la actividad proapoptoética del nanosistema AuNps-Ch en células HepG2.

1.2  Especificos

Sintetizar el nanosistema AuNps-Ch

Evaluar las propiedades fisicoquimicas y antioxidantes de AuNps-Ch.

Determinar la dosis letal media de AuNps-Chen células HepG2, por pruebas de
viabilidad celular.

fiAnalizar la induccion a muerte celular por la via apoptética en células HepG2.
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IV METODOLOGIA

IV.1 Materiales.
Placas de Cultivo celular en formato P6, P24 y P60

1

2 Puntas de micropipeta de 10, 200 y 1000 pL

3 Tubos tipo eppendorf de 1.5 mLy 2 mL

4. Micropipeta de 10, 200 y 1000 pL

5 Membrana de nitrocelulosa

6 Gel de poliacrilamida con dodecilsulfato sédico
V.2 Métodos

IV.2.1 Extractos enriquecidos en acetogeninas de Annona cherimola.

La extraccion se realiz6 en el laboratorio de Biomateriales Aplicados del Centro de
Fisica Aplicada y Tecnologia Avanzada (CFATA) en la Universidad Nacional
Autonoma de México, campus Juriquilla. Las hojas de la planta Annona cherimola se
identificaron de acuerdo a los lineamientos de investigacion cientifica en el herbario
del Centro de Investigacion Cientifica de Yucatan. Posteriormente se recolectaron
las hojas de la planta y se lavaron con agua del grifo para la eliminacién de suciedad
e impurezas, se secaron en una estufa a 40°C durante toda la noche y al dia siguiente
se molieron en seco con una licuadora personal Nutri Bullet pro. A continuacion, se
tamiz6 con un poro niumero 140 ASTM de 0.0040 in, se pes6 1 g del pulverizado
tamizado y se mezclé con 15 mL de solucion (70% agua y 30% etanol), se llevo a la
sonopunta por 5 min con el 100% de energia del equipo. El producto homogeneizado
se filtré con un papel filtro Whatman de 42 yuM para separar la fase liquida.
Finalmente, el liquido obtenido fue almacenado en viales de vidrio &mbar sellados a

4° C hasta su uso.

I\V.2.2 Elaboracién de AuNps-Ch.

Se prepard una solucion 5 mM de HAuCI4 en agua y se mezclé con el extracto
obtenido de Annona cherimola a una relacion en volumen 2:1. Posteriormente la
solucion se puso en agitacion constante por dos horas a temperatura ambiente, a

continuacion, se almacend a 4°C por 24 hrs. Transcurrido el tiempo se realizaron dos
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lavados con 1 mL de agua destilada mezclando con pipeteo y centrifugando a 8000
rpm durante 20 min, el sobrenadante se desechd y el precipitado fue dispersado en

agua desionizada utilizando un bafio ultrasonico por 20 min.

IV.2.3 Ensayos fisicoquimicos del extracto de Annona cherimola y de AuNps-Ch.

Al extracto de Annona cherimola que en lo subsecuente se le denominara (ExtCh), y
de las nanoparticulas de oro con Annona cherimola (AuNps-Ch), se les evaluaron las
siguientes caracteristicas fisicas y quimicas, como se describe en detalle a

continuacion.

IV.2.3.1 Determinacion de fenoles totales.

Para determinar la concentracion de fenoles totales, fue utilizado el meétodo
espectrofotométrico de Folin-Ciocalteu. Para llevar a cabo esta técnica se prepar6
una solucion 1 N del reactivo Folin-Ciocalteu y una solucién al 20% de carbonato de
sodio. Posteriormente, se realizé una curva de calibracion usando el &cido gélico
como estandar, para ello, se utilizaron diluciones seriadas de 2 a 1000 pg/mL. A partir
de la curva de calibracién se tomd 1 mL de cada dilucién y se le adicioné 5 mL del
reactivo Folin-Ciocalteu y 4 mL de la solucién de carbonato de sodio, se dejo reposar
durante 1 hrs y posteriormente se midi6 la absorbancia en un espectrofotometro Uv-
Vis.

Una vez obtenida la curva de calibracion, se procedié a diluir las muestras de AuNps-
Ch y ExtCh en una proporcién 1:100 (muestra: agua). Luego, se afadieron 4 mL de
carbonato de sodio y 5 mL el reactivo de Folin-Ciocalteu a las muestras diluidas, las
cuales se dejaron reposar durante una hora antes de medir su absorbancia. A partir
de la absorbancia obtenida, se interpolé el dato utilizando la curva previamente
generada. Finalmente, se calculd la concentracion con la formula de tendencia lineal

obtenida de la curva de calibracion.

IV.2.3.2 Obtencion de potencial Z.
El potencial Zeta se obtuvo utilizado el analizador de tamafio de particula Litesizer
de la marca Anton Paar, se midio la dispersion de luz cmPALS. Se colocé una dilucion

1:100 de las AuNps-Ch en agua en la celda del instrumento y posteriormente se
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coloco en el accesorio Univette que nos permitié medir por triplicado de las lecturas
del potencial Zeta.

IV.2.3.3 Andlisis del tamafio de particula.

El tamafio de las particulas se midi6 mediante la técnica de dispersion de luz
dinamica utilizando el instrumento Litesizer 500 de la marca Anton Paar. Se prepard
una dilucién 1:100 de las AuNps en agua y se coloco en la celda del instrumento para

realizar tres mediciones del tamaio.

IV.2.4 Cultivo celular.

Las células HepG2 (hepatoma humano, ref: ATCC HB-8065) e IMR-90 (fibroblastos
de pulmén de origen no tumoral, ref.: ATCC CCL-186), se mantuvieron en medio
DMEM alto en glucosa con glutamina, 10 % de suero fetal bovino y 1% antibiético-
antimicotico, como medio de cultivo. Al ser células adherentes, se crecieron en placas
con formato P6 para su mantenimiento y P60 para su tratamiento. Se dejaron crecer
hasta alcanzar una confluencia del 70% tanto para su mantenimiento como para su
tratamiento. Para el mantenimiento de las células se les realizé un pase cada dos
dias, como se describe a continuacion: se retird el medio de cultivo en el que estaban
creciendo las células, se lavaron dos veces con PBS 1X (1.05 mM KH2PO4, 155.1
mM NacCl, 2.9 mM Na2HPO4 7H20 a pH 7.4 ), a continuacion se les adicion6 200
pL de tripsina y se dejé incubar durante 5 min a 37°C con 5 % de CO2, posteriormente
se neutralizo la tripsina con 500 pL de medio de cultivo, se recogieron las células a
través de multiples pipeteos, arrastrandolas de la placa y se deposité el medio en un
tubo de microcentrifuga de 1.5 mL. Se centrifugd por 5 min a 4500 rpm, a
continuacion, se elimind el sobrenadante y la pastilla de células se resuspendi6 en 1
mL de medio de cultivo fresco, para posteriormente subcultivar nuevamente a menor

densidad celular.

IV.2.5 Ensayos de viabilidad.
Se determind el nimero de células requerido para que en un pase a 24 horas
obtengamos una densidad celular del 70% en una placa celular de formato P24, para

ambas lineas celulares, con el objetivo que estén en su estado metabdlico 6ptimo.
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Una vez establecido el nimero de células requerido para cada tipo celular, esté se
sembrd y se mantuvo en cultivo por 24 horas. A continuacion, se retird el medio de
cultivo y se realizaron dos lavados con PBS 1X para proceder a realizar los
tratamientos; control positivo, DMEM adicionado con 10% SFB vy
antibidtico/antimicético, control negativo, tritdn al 0.0005%y una curva de dosis a 200,
400, 600, 800 y 1000 pL/mL de AuNps-Ch. Todos los tratamientos se adicionaron al
medio de cultivo. Las células se incubaron por 24 horas a 37°C en una atmésfera de
5% de CO:2 y posteriormente se procedio a hacer un lavado con PBS 1X, a
continuacion, se levantaron las células usando tripsina como se describe en el
apartado VI.2.4, la pastilla de células se resuspendié en medio a través de multiples
pipeteos y se tomaron 10 pL de suspensidén celular, posteriormente se le
adiciononaron 10 pL del reactivo azul de tripano y se realiz6 un conteo celular
utilizando una camara de Neubauer. Finalmente se determind la viabilidad celular

con la siguiente férmula para conocer la concentracion letal media.

numero de células vivas

% Viabilidad celular=— . X
numero de células totales

100

IV.2.6 Tratamientos experimentales.

Una vez determinada la concentracion letal media de nuestro tratamiento, se sembré
la linea celular HepG2, manteniéndolas en cultivo por 24 horas. Posteriormente, se
retir6 el medio de cultivo y se realizaron dos lavados con PBS 1X para proceder a
administrar los tratamientos como se describen en el Cuadro 2. Las células tratadas

se incubaron por 24 horas a 37°C en una atmdosfera de 5% de CO..

Cuadro 2. Tratamientos experimentales.

Linea celular HepG2
Control negativo: Medio de cultivo DMEM S/SF adicionado con Ext-CH

sin suero fetal bovino (DMEM S/SF) |disuelto en agua
Control positivo: DMEM S/SF con
tritén al 0.0005%

DMEM S/SF con NPAu-ExCH
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IV.2.7 Extraccion de proteinas

Se realizd la extraccion de proteinas de las células HepG2 tratadas de acuerdo a lo
descrito en el Cuadro 2. Se retiré el medio de cultivo y se realizaron dos lavados con
PBS1X. Posteriormente se adicionaron 800 pL de solucion de lisis RIPA (50 mM Tris-
HCl a pH 8.0, 150 mM de NaCl, 0.5 de desoxicolato de sodio, 1% SDS e inhibidor de
proteasas). A continuacion, se utilizé un raspador de plastico y se propicio la lisis
celular realizando multiples pasos por la placa. El producto de lisis fue recuperado
por pipeteo en un tubo para microcentrifuga de 1.5 mL, manteniendo a 4°C durante
media hora y se agit6 en vortex 30 seg. cada 10 min. Por ultimo, el producto de lisis
se centrifugd a 16,000 rpm durante 20 min a 4°C y el sobrenadante se coloca en un
tubo limpio dividiéndolo en 5 alicuotas de 150 pL, almacenandolas a -80°C hasta su

uso.

IV.2.7.1 Cuantificacion de muestra proteica.

En una placa de 96 pocillos fondo plano, se realiz6 una curva de calibracién con
diluciones seriadas de albumina de suero bovino (BSA) a las siguientes
concentraciones: 1.4, 1.0, 0.75, 0.50, 0.25 y 0 pg/mL por triplicado, completando con
agua destilada hasta alcanzar un volumen de 5 pL para generar la curva de
calibraciéon. En el caso de las muestras problemas se afiadi6 5 pL del extracto
proteico en RIPA, por triplicado. Y en todos los casos, se afiadio a los pocillos 250
puL del reactivo de Bradford, posteriormente la placa se mantuvo por 6 min en
agitacion protegidos de la luz en un agitador orbital a 4°C a 240 rpm, a continuacion,
se midi6 la absorbancia a 595 nm en un espectrofotometro de placas. Finalmente, se
realizaron los célculos de concentracion proteica utilizando el modelo matematico de
regresion lineal, obteniendo la ecuacién de la recta para la curva estandar e

interpolando los valores de absorbancia de las muestras problema.

IV.2.7.2 Preparacion de muestras con extractos proteicos

Se mezclaron 30 pg de extracto proteico y se le adiciono buffer de carga de proteina
hasta 1 X (0.4% SDS, 0.5 mM de Tris-HCl a pH 6.8, 10% glicerol, 0.002% de azul de
bromofenol y 5% de - mercaptoetanol) y se llevé a un volumen final de 30 pL con

agua bidestilada. Se almacen¢ a - 80°C hasta su uso.
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IV.2.8 Electroforesis de gel de poliacrilamida con dodecilsulfato sodico.

Se lavaron y ensamblaron los cristales para formar la camara del gel, se prepard un
gel separador a un porcentaje de poliacrilamida del 15% (H20, 30% de la solucion
de poliacrilamida mix, 1.0 M de Tris a pH 6.8, 10% SDS, 10% persulfato amonio,
TEMED), se vertio entre los geles y se completé con agua destilada hasta llegar al
ras del cristal. Una vez polimerizado el gel, se elimino el exceso de agua con un papel
filtro. A continuacién, se prepar6 el gel compactador con un porcentaje de
poliacrilamida del 5 % (H20, 30% de la solucion poliacrilamida mix, 1.5 M de Tris a
pH 8.8, 10% SDS, 10% persulfato amonio, TEMED), se adicion6 a la cAmara de
cristal con el gel separador previamente polimerizado y rapidamente se coloco el

peine y se dej6 polimerizar.

Las muestras preparadas con el extracto proteico, se incubaron a 96°C por 5 min y
se realiz6 un choque térmico en hielo por 1 min, posteriormente se centrifugd. Por
otro lado, se colocaron los cristales con el gel en la camara de electroforesis, se
afiadio buffer de corrida a la cdmara de electroforesis hasta cubrir los geles (25 mM
Tris, 190 Mm glicina, 0.1% SDS a pH 8.3). En los geles de poliacrilamida, se cargo
en un pocillo 4 pL del marcador de peso molecular y los 30 yL de la muestra de
extracto proteico descrito previamente. A continuacion, la cdmara de electroforesis
se conectd a una fuente de poder para llevar a cabo la electroforesis a 100 V durante
150 min.

IV.2.9 Transferencia humeda.

Una vez terminada la electroforesis del gel, se desmont6 de los cristales y se
ensamblod un casete para transferir las proteinas a una membrana de nitrocelulosa
de la siguiente manera: sobre el casete se coloca esponja, dos papeles filtro, el gel
de proteinas tras la electroforesis, membrana de nitrocelulosa, dos papeles filtro y
esponja. El casete se cierra y se ensambla en el contenedor de la camara de
transferencia. Se cubrié en buffer transferencia (25 mM Tris, 190 mM de glicina'y 20
% de metanol a pH 8.3) evitando formar burbujas, se insert6 el hielo en la camara de
transferencia. Se cierra la camara de transferencia y se conecté a una fuente de

poder por 60 min a 100 V. Una vez terminada la transferencia, la membrana de
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nitrocelulosa sobre la que se transfirieron las proteinas se lavé con TBS 1% (20 mM
Trisa pH 7.5, 150 Mm NacCl), se agreg6 el reactivo de Ponceau (0.2% de Ponceau S
y 5% de acido acético glacial) para tefiir las proteinas y se confirmé su transferencia
a la membrana de nitrocelulosa, posteriormente se destifio con lavados de TBS-T (20
mM Tris a pH 7.5, 150 Mm NaCl y 0.15 Tween 20).

IvV.2.10 Evaluacion de marcadores apoptéticos por inmunodeteccion de fase
solida.
Una vez destefiida por completo, la membrana de nitrocelulosa con las proteinas
transferidas, se incubd en solucion de bloqueo (5% de leche con TBS) por 2 hrs. en
agitacion constante a temperatura ambiente. A continuacion, la membrana se incubdé
con la dilucién de anticuerpos primarios correspondiente a cada anticuerpo en 2% de
leche en TBS (caspasa 9 de la casa comercial Cell Signaling, ref. #9505, 1:500;
tubulina de la casa comercial Santa Cruz, ref: sc-5286, 1:1000) en agitacion
constante por 16 hrs a 4°C. Al dia siguiente se realizé un lavado rapido con TBS y
dos lavados de 20 min con 2% leche-TBS en agitacién a temperatura ambiente, a
continuaciéon, se incubé con el anticuerpo secundario anti ratén, Jackson
Inmunoreserch (ref: 115-035-003) para tubulina y anti conejo marca Jackson
Inmunoreserch (ref: 111-035-144) para caspasa 9 a una dilucion de 1:7000 en leche
al 2% con TBS por dos horas a temperatura ambiente, transcurrido el tiempo, se
realizaron 2 lavados de 20 min 2% de leche-TBS, un lavado de 20 min de leche 2%-
TBST y dos lavados de 5 min con TBST. Finalmente, se revel6 las membranas por
guimioluminiscencia con el kit comercial Amersham ECL Prime y se capturd la

informacion en el ChemieDoc.

IvV.2.11 Bioseguridad y aspectos bioéticos.

Todo el manejo de cultivos celulares se realiz6 en una cabina de bioseguridad tipo
con filtros HEPA, tomando en cuenta el manual de bioseguridad de la Organizacién
Mundial de la Salud (OMS, 2022).
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El material utilizado que tuvo contacto con las lineas celulares se inactivd con una
solucién de hipoclorito de sodio al 10% durante 30 min., se enjuag6é con agua

corriente y se desecho a la basura.

Los desechos de las nanoparticulas se almacenaron en un contenedor exclusivo
marcado como desechos toxicos y peligrosos para su recoleccion y desecho por el

servicio externo con la empresa TRIRSA S.A de C.V.

V.2.12 Analisis estadistico.

El andlisis estadistico se realizé usando el programa GraphPad Prism 8.0. En las
comparaciones se us6 una prueba ANOVA de una via seguido de una prueba post
hoc de comparacion multiple Dunnet. Las diferencias significativas se consideraron
con un nivel de significancia estadistica de p <0.05, y los datos se presentan como
media £ SEM.
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IV.3 Disefio experimental.

EVALUACION DE LAACTIVIDAD PROAPOPTOTICA DE NANOPARTICULAS DE
ORO CON EXTRACTOS DE Annona cherimola EN CELULAS HEPG2

[ Obtencion de Ext-Ch ]

[ Sintesis de AuNps-Ch ]

Caracterizacion fisicoquimica de
AuUNps-Ch y Ext-Ch

Determinacion de la concentracion
letal media (CLS0) y ensayos de
viabilidad

Evaluacion del efecto de la CL50 en la
linea celular HepG2

Evaluacion de marcadores apoptoéticos
por inmunodeteccion de fase sélida

Figura 2. Diagrama de disefio experimental.
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V. RESULTADOS

V.1  Extraccion de acetogeninas.

Los extractos enriquecidos con acetogeninas fueron obtenidos utilizando la técnica
de extraccidn asistida por ultrasonido, después del realizado proceso descrito en
materiales y métodos en la seccion IV.2.1, el extracto obtenido de la hoja fue
concentrado mediante rotoevaporacion, obteniendo un volumen final de 150 mL. El
extracto resultante presentd caracteristicas organolépticas de color verde oscuro
fuerte y un ligero olor acido, que concuerdan con las caracteristicas reportadas en la

literatura.

V.2  Elaboracion de AuNps-Ch.

Con el objetivo de reducir el uso de solventes toxicos requeridos en la sintesis de
nanoparticulas, se implementd una sintesis verde utilizando extractos enriquecidos
con acetogeninas como agente reductor del precursor de oro (HAuUCls). Esta sintesis
se llevé a cabo en menos de 20 minutos, y se pudo observar un cambio de color en
la solucién, pasando de verde a morado debido a la combinacion del color verde del

Ext-Ch con el caracteristico color rojo de las nanoparticulas de oro

V.3  Ensayos fisicoquimicos de las AuNps-Ch y Ext-Ch
Se realizaron ensayos fisicoquimicos de las AuNps-Ch y Ext-Ch con el propdsito de
determinar sus caracteristicas, las cuales seran relevantes para comprender su

estabilidad, tamafio, carga superficial y la forma de interaccion con las células

V.3.1 Cuantificacion de fenoles totales por el método de Folin-Ciocalteu.

Con el fin de conocer la cantidad de compuestos antioxidantes que se encuentran en
el Ext-Ch y AuNps-Ch, se realiz6 la determinacion de fenoles totales por el método
de Folin-Ciocalteu, ya que este ensayo nos permite cuantificar los compuestos
antioxidantes presentes en el extracto. Para ello se elabord una curva de calibracion
usando el acido galico como estandar. Las muestras de AuNps-Ch y Ext-Ch se
diluyeron 1:100 lo que permite interpolar los resultados en la curva estandar y de esta
forma, determinar su concentracion. En la tabla de la Figura 3 se presenta los valores

de concentracion utilizados en la curva estandar, asi como los respectivos valores de
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absorbancias obtenidos a 725 nm de longitud de onda. En la grafica de la Figura 3
se muestra la correlacion entre concentracion y absorbancia, en donde, en el eje X
se representan las concentraciones de las distintas diluciones del estandar y en el
eje Y las absorbancias obtenidas en cada caso. Se realiza la regresion lineal y se

calcula la ecuacion de la recta y=0.0101+0.0106x, con una correlacion cuadra de

0.999.
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Figura 3. Curva de calibracion de fenoles totales. En la tabla presenta la absorbancia
obtenida a 725nm, con cada concentracion del estandar. Estos datos, se grafican
para obtener la curva de calibracion que se representa con puntos negros en el
grafico. En la gréfica, se interpold la absorbancia obtenida de las muestras de AuNps-

Chy Ext-Ch, que se representan con punto rojo y verde respectivamente.

Una vez obtenida la curva de calibracion, se procedié a medir las absorbancias de
las muestras problema. Estos resultados fueron interpolados como se muestra en la
grafica de la Figura 3. La absorbancia que corresponde al Ext-Ch (punto verde) fue
de 0.3232 y de 0.17212 para AuNps-Ch (punto rojo). A continuacion, se tomé en
cuenta el factor de dilucion (1:100) y se realiz6 el calculo matematico mediante la
sustitucion en la ecuacion de la recta, para determinar la concentracion de cada

muestra, como se puede observar en el Cuadro 3.
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Cuadro 3.Determinacion de la concentracion del ExtCh y AuNps-Ch.

Absorbancia abs-0.0101
Muestra Concentracion=————
(735 nm) 0.106
ExtCh 0.3232 29 mg/mL
AuNps-Ch | 0.1721 15.2936 mg/mL

V.3.2 Cuantificacion de AuNps-Ch

Para determinar la concentracion de oro presente en las AuNps-Ch, se utilizé un
analizador termogravimétrico (TGA) que permite conocer el peso de una muestra en
funcién de su temperatura, mientras se somete a un calentamiento controlado,
registrando en simultaneo y de manera constante su masa mediante un sensor de
carga, lo que permite visualizar los cambios en las AuNps-Ch a medida que se
elimina la materia y solventes organicos. La temperatura maxima aplicada fue de
500°C para asegurarse de evaporar los compuestos volatiles y se calcina la materia

organica, sin afectar el oro, que tiene un punto de fusién de 1064°C.

Los resultados obtenidos de este analisis, se muestran en la grafica de la Figura 4,
en esta gréafica se muestra en el eje X la temperatura y en el eje Y la masa de la
muestra. observamos una pérdida de masa a los 100°C, que corresponde a la
evaporacion de los solventes organicos de la muestra. Al llegar a los 500°C, se
obtuvo un peso final de 0.736 mg. Tomando en cuenta el peso final y el volumen

inicial de la muestra (40 pL), y realizando los calculos usando la siguiente ecuacion
. 1mL) (0.736 .
(Concentracion de AuNps-Ch=W), se obtuvo una concentracién de Au en

las AuNps-Ch de 18.4 mg/mL.
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Figura 4.Gréfica del analisis termogravimétrico de AuNps-Ch. En el eje de las X se
representa la temperatura, mientras que, en el eje de las Y se grafica la masa de la
muestra en mg, observamos una caida abrupta de la masa entre los 100 y 160°C en

elejedelasy.

V.3.3 Caracterizacion mediante Uv-Vis de AuNps-Ch

Se llevd a cabo una caracterizacidbn mediante espectroscopia de absorcion Uv-Vis,
con el objetivo de identificar el oro presente en la muestra. En la Figura 5 se describe
la transicion vibracional y electronica de la muestra a distintas longitudes de onda.
En el eje de las X se observa las longitudes de onda de la luz en el espectro
ultravioleta visible y en el eje Y las diferentes absorbancias. Al graficar estos datos,
observamos que en el rango de 200 a 300 nm hay una abrupta caida de la
absorbancia, lo cual indica la interaccion de los grupos funcionales organicos

presentes en el extracto en las AuNps-Ch. Ademas, se observa un pico de absorcion

29



en 552 nm, que es caracteristico de la resonancia plasmaonica de las nanoparticulas

de oro.

UV-Vis de AuNPs
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Figura 5.Espectro Uv-Vis de las AuNps-Ch. Se observa una curva en el rango de 200
a 300 nm, lo que indica la interaccion entre los compuestos organicos presentes en
las AuNps-Ch y la luz incidente. Ademas, se puede apreciar una banda de absorcion
caracteristica en 552 nm, la cual corresponde al plasmon de resonancia de las

nanoparticulas de oro.

V.3.4 Tamafo de nanoparticula y potencial Zeta

El tamafio de las nanoparticulas es un factor critico que influye en sus caracteristicas,
fisicas, quimicas, en su capacidad para aglomerarse y de internalizar en las células.
Es por ello que resulta necesario conocer el tamafio promedio de las particulas a
escala nanométrica. Ademas, el potencial de carga superficial, también conocido

como potencial Zeta, es otro factor importante a considerar, ya que proporciona
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informacion sobre la estabilidad y la capacidad de dispersion de las nanoparticulas

en un medio acuoso.

Con el fin de determinar estas caracteristicas, se llevo a cabo un analisis del tamafio
de las nanoparticulas y del potencial de carga superficial utilizando el instrumento
Litesizer 500 de la marca Anton Paar. El equipo determina los valores con base a el

analisis de dispersion de luz dinamica.

Se realiz6 un analisis de las AuNps-Ch, utilizando como medio acuoso agua destilada
para conocer el tamafio del nanomaterial en condiciones hidrodinamicas dando un
promedio de 99.08 nm, con una dispersion del 26.7%. Esta dispersion nos indica las
dimensiones de la nanoparticula, asi como los agregados que se presentan en estas

condiciones.

Posteriormente se midié la carga superficial que nos da informacién sobre su
estabilidad y capacidad de aglomeracion, dando un valor de -34.96 que se determina
mediante la movilidad electroforética de las particulas en un campo eléctrico aplicado
a la muestra y se mide la velocidad de migracion de las particulas hacia el electrodo
con carga opuesta. En la Figura 6 se observa un histograma representando en el eje
X el tamafio de nanoparticulas y en el eje Y la frecuencia del evento, en donde se
grafican los datos, mostrando la distribucién de tamafios en la muestra. Estos

promedios son el resultado del andlisis por triplicado realizado por el instrumento.
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Figura 6. Histograma de tamafio de nanoparticula en agua. Este analisis se llevo a
cabo en agua destilada con un pH de 7.0. En el eje las X se grafica el tamafio de
particula en nm, el eje de las Y se grafica la frecuencia del evento, se obtuvo un

promedio de tamafio de 99.08 nm con una dispersion de 26.7%.

El tamafio y carga de las AuNps-Ch, pueden variar en distintos solventes y pH en
gue se dispersen los nanomateriales, debido a que estas nanoparticulas se probaran
en medio de cultivo DMEM, se realizO0 un segundo analisis analizando el
comportamiento de las nanoparticulas en este medio. Los resultados obtenidos se
muestran en la Figura 7, obteniendo un promedio de tamafio de particula de 144.23
nm con una dispersion de 26.1% y una carga superficial de — 10.6. Con esta
evaluacion, se muestra la influencia del medio de cultivo sobre las caracteristicas

fisicas en las nanoparticulas.
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Figura 7. Histograma del analisis de tamafio de particula en medio de cultivo. En el
eje las X se grafica el tamafio de particula en nm y en el eje de las Y se grafica la
frecuencia del evento, se obtuvo un promedio de tamafio de particula de 144.23 nm

con una dispersion de 26.1%.

V.4  Ensayos de viabilidad celular mediante azul de tripano.

Para evaluar el efecto de AuNps-Ch a diferentes concentraciones, sobre la viabilidad
celular, se realizé un ensayo que evalla la integridad de membrana celular, utilizando
el azul de tripano como indicador. Este colorante se internaliza en las membranas
comprometidas y no en las sanas lo que al momento de realizar el conteo celular las

células vivas y muertas son diferenciadas por estar tefiidas de color azul.

Se llevo en paralelo, un control negativo, que son células en medio de cultivo sin
ningun tratamiento. Ademas, se conto con una referencia del efecto citotoxico al que
denominaremos control positivo, ya que se afiade a nuestras células Triton x100, que
es surfactante no iénico y, por lo tanto, inductor de muerte celular al desestabilizar

las membranas. Para las condiciones problema, se utilizaron las concentraciones de
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200, 400, 600, 800,1000 pg/mL. Este ensayo se realizd por triplicado, en las lineas
celulares HepG2 e IMR-90. Los resultados de este ensayo se muestran en la Figura
8, en donde se graficé el porcentaje de la viabilidad celular en el eje de las X y el
tratamiento en el eje de las Y, en ambas lineas celulares. Se observa una disminucion
en el porcentaje de viabilidad celular a medida que se incrementa la concentracion
de AuNps-Ch. La linea celular HepG2 (barras azules) mostré una mayor sensibilidad
a las AuNps-Ch en comparacion con la linea celular IMR-90 (barras rojas). Esto
indica que las células HepG2 son mas susceptibles a los efectos citotdxicos de las

nanoparticulas.

El andlisis estadistico de los datos se realiz6 mediante un andlisis de varianza de una
via (ANOVA) seguido de una prueba post hoc utilizando el método Dunnett. En esta
prueba, se compararon todas las concentraciones utilizadas respecto al control
(DMEM) para cada linea celular. Los resultados de la prueba post hoc se
representaron mediante asteriscos, donde * indica un valor de p<0.33, ** indica un
valor de p<0.002 y *** indica un valor de p<0.001. Estos analisis nos permitieron
determinar las diferencias significativas entre los grupos y evaluar la eficacia del

tratamiento con las nanoparticulas de oro en las células.
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Figura 8.Ensayo de viabilidad celular. La grafica muestra el resultado del promedio
de tres experimentos independientes con triplicados por experimento. Los ensayos
se realizaron en las lineas celulares HepG2 (barras azules) e IMR-90 (barras rojas).
En el eje de las X se muestran las concentraciones administradas de AuNps-Chy en
el eje de las Y el porcentaje de viabilidad celular. El analisis estadistico se realiz6
mediante una ANOVA de una via con un post hoc a través del método Dunnett; *
p<0.33; ** p< 0.002; **p<0.001. Para cada una de las lineas celulares con su

respectivo control.

Se calculé la concentracion letal media (CL50) a partir de los ensayos de viabilidad
de la linea celular del carcinoma hepatocelular (HepG2), con el fin de determinar la
concentracion oOptima. En la tabla de la Figura 9. se muestra el porcentaje de
viabilidad celular obtenido a las diferentes concentraciones del tratamiento,
representando una grafica de dosis-respuesta. Debido a que los resultados muestran
una respuesta lineal y una alta correlacion cuadrada cercana a 1.0, se obtuvo la

ecuacion de la recta y=-0.05705x+100.1. Con esta ecuacion, se despejo el valor de
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X para encontrar la concentracion que produce un 50% de viabilidad celular

(%), y asi determinar la CL50, la cual fue de 879.47 ug/mL

Figura 9.Determinacion de la concentracion letal media de AuNps-Ch en HepG2. Se
grafican los resultados del ensayo de viabilidad celular en la linea celular HepG2.En
el eje de las X se muestras las diferentes concentraciones aplicadas y en el eje de
las Y el porcentaje de viabilidad, generando asi una grafica de dosis- respuesta. Al
obtener una tendencia lineal se determiné la ecuacion de la recta y = -0.05705x +
100.1, con un coeficiente de correlacion fue de 0.9990. La grafica resultante nos

permite determinar mediante el despeje del \%
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alor de X de la ecuacién de la recta la concentracion letal media (CL50) del

tratamiento, la cual fue de 879.47 pug/mL.

V.5 Evaluacién de marcadores apoptéticos.

Se llevé a cabo una inmunodeteccion en fase solida utilizando los extractos proteicos
obtenidos de las células HepG2 tratadas con una concentracion de 879.47 pug/mL de
AuNps-Ch. Asimismo, se incluyeron controles con el fin de realizar una comparacion

de los posibles efectos de las AuNps-Ch sobre las células HepG2. Los controles
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utilizados fueron: control negativo, células en medio de cultivo, sin ningun
tratamiento. Control positivo, células tratadas con un 0.0005% de tritbn X100. Control
del efecto y una concentracion de 16667.66 ug/mL del Ext-Ch, esta concentracion
fue calculada tomando en cuenta la concentracion de fenoles totales de las AuNps-

Ch, Ext-Ch y la CL50 en la siguiente férmula:

(CL50)(Con. Fendlica Ext-Ch) _ (879.47)(2900
Con. Fendlica de AuNps-Ch 15293.6

Concentracion de Ext-Ch=

Posteriormente, se estandarizaron las concentraciones de los anticuerpos a utilizar.
Se evalué la caspasa 9 como proteina inductora de apoptosis, utilizando el anticuerpo
primario de caspasa 9 de la casa comercial Cell Signaling (ref. #9505) a una dilucion
de 1:500 y el anticuerpo secundario fue un anti conejo de la casa comercial Jackson
Inmunoreserch (ref: 111-035-144) a una diluciéon 1:7000. En paralelo se analizé la
expresion de la tubulina que es el gen enddgeno de expresion constante, analizada
en los mismos extractos. La determinacion de tubulina, se utiliz6 como control de
carga en la inmunodeteccion de fase solida. Para ello, se utilizO como anticuerpo
primario, tubulina de la casa comercial Santa Cruz (ref: sc-5286) a una dilucion de
1:1000 y anticuerpo secundario anti raton a una dilucién 1:7000, de la casa comercial
Jackson Inmunoreserch (ref: 115-035-003).

En la Figura 10 inciso a, se observa una banda de 35 KDa, correspondiente la
caspasa 9 activa, ya que el anticuerpo solo reconoce el epitope de 35 KDa de la
caspasa proteolisada. En la misma Figura 10, inciso a, observamos en el panel de
abajo, una banda de 55 KDa, correspondiente al gen enddégeno de expresion
constante, tubulina. Con la intencién de realizar un analisis semicuantitativo, se
evalu6 mediante densitometria, la intensidad de todas las bandas de ambas
proteinas detectadas y se normalizaron los valores de caspasa 9/ tubulina entre cada
condicion. En la Figura 10 inciso b, se representa en un grafico, el analisis

densitométrico de las bandas obtenidas por quimioluminisciencia.

Los resultados de la evaluacion semicuantitativa, revelaron que las células tratadas
con un 0.0005% de triton X100 mostraron una activacion de la caspasa 9, muy similar

en comparaciéon con las células tratadas con AuNps-Ch. Sin embargo, se observo
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una mayor produccion de caspasa 9 en las células tratadas con AuNps-Ch en
comparacion con las tratadas con Ext-Ch, lo cual indica una mayor induccion a la

apoptosis en el caso de las AuNps-Ch.

HepG2
Control  Tritén Ext-Ch  AuNps-Ch KDa
a.
Caspasa 9 — 35
a- tubulin Eeandic. - e SRR e awe .a-g.-';:.i. 2 I, 55
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Figura 10. Analisis de la activacién de caspasa 9 en células HepG2 tratadas con
AuNps-Ch. Se realiz6 una inmunodeteccién en fase solida, en el inciso a), se muestra
las bandas de la caspasa 9 en 35 KDa y en el panel superior, y una banda de
correspondiente a la proteina constitutiva, tubulina en 55 KDa en el panel inferior. En
el inciso b). Se representa una géfrica con el analisis densimétrico de la intensidad

de banda, normalizando el valor de caspasa9/ tubulina.
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V1. DISCUSION

La incidencia creciente del cancer de higado, ha generado la necesidad de
desarrollar nuevos tratamientos que reduzcan la alta tasa de mortalidad. Es por ello,
gue se ha recurrido a la nanotecnologia como una opcion para transportar moléculas
con capacidad terapéutica y mejorar la efectividad respecto a las opciones existentes.
Las nanoparticulas de oro tienen la capacidad de unir moléculas como lo son las
acetogeninas, las cuales han demostrado tener una alta capacidad antitumoral. En
este proyecto se disefid y evalu6 a nanoparticulas de oro, en el que se us6 como

agente reductor, extracto de Annona cherimola.

En las hojas de Annona cherimola, se ha reportado una gran variedad y cantidad de
acetogeninas. Para aumentar la capacidad de extraccion de estos compuestos,
utilizamos de la técnica de extraccion asistida por ultrasonido. De acuerdo con los
reportes de Aguilar Villalva R., en 2021, esta técnica tiene mayor rendimiento en
comparacidén con extraccion por Soxhlet o maceracion. La técnica se basa en la
utilizacion de ondas sonoras de alta frecuencia para generar ondas de choque que
generan cavitacion en el liquido que rodea las células vegetales de la planta, esta
cavitacion provoca la ruptura de las paredes celulares y permite la liberacién de los
compuestos bioactivos (Aguilar Villalva R y col, 2021, Wang Y y col, 2013). Al
estandarizar este proceso en nuestras condiciones, obtuvimos un extracto con una
gran cantidad de compuestos bioactivos, disminuyendo significativamente tiempo
requerido para la extraccion, lo cual reduce la posibilidad de que los fitoquimicos
obtenidos, se comiencen a degradar al estar expuestos al medio ambiente menor
tiempo o alterarse por el aumento de la temperatura de extraccion. Ademas, la
técnica por ultrasonido tiene la ventaja de no requerir la utilizacion de solventes,

compuestos que requieren de un proceso posterior para su eliminacion.

El uso de extractos naturales en la nanotecnologia es una practica muy extendida,
ya que presenta diversas ventajas, entre ellas, su capacidad para actuar como
precursor sintético, un claro ejemplo de esto fue reportado por Klekotko My col, en
2019, sintetizando nanoparticulas de oro a través del extracto de Mentha piperita

para la reduccion del acido cloroaurico (Ali, M y col,2021). En este proyecto,
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realizamos la sintesis de nanoparticulas de oro utilizando Ext-Ch, lo que la convierte
en una sintesis verde, al utilizar extractos de origen natural, renovable y sin el uso
solventes toxicos. Los compuestos presentes en el extracto, tales como polifenoles,
flavonoides y acetogeninas, contienen grupos hidroxilos, carboxilos y cetonas, los
cuales acttan como donadores de electrones y reducen los iones de oro (Au 3+) a
partir del cloruro de oro (HAuCls). Ademas, el Ext-Ch sirve como estabilizador de las
nanoparticulas de oro, ya que tienen la capacidad de adsorberse en la superficie y

prevenir su aglomeracion y la oxidacion (Hakke V y col,2021; Vijayan R y col 2021)

Una vez sintetizadas las AuNps-Ch, se realizaron pruebas fisicoquimicas para
conocer sus caracteristicas y determinar si de acuerdo a su carga y tamafio son aptas
para poder posteriormente realizar las pruebas in vitro, ya que, estas condiciones son
determinantes para la interaccion entre las nanoparticulas y las células. Se determin6
la concentracion de fenoles totales en las AuNps-Ch y Ext-Ch con el fin de conocer
su poder oxidativo e igualar su concentracion experimental respecto a esta
caracteristica sobre las células, ya que esto determina la cantidad de compuestos
organicos bioactivos. Utilizamos el método de Folin-Ciocalteu, la cual se basa en la
oxidacion de los fenoles en presencia de acido fosfomolibdico y reactivo de Folin-
Ciocalteu. La solucién del reactivo es una solucién alcalina de sulfato de sodio y
tungsteno, se agrega fosfomolibdato de sodio, que se reduce en presencia de fenoles
para dar lugar a un complejo azul intenso. La cantidad de fenoles totales en la
muestra se determina a partir de una curva de calibracién previamente hecha
utilizando el &cido galico como estandar (Slinkard K y col, 1997; Ainsworth EA y col,
2007).

Aunque los compuestos mayoritarios presentes en el extracto Ext-Ch son las
acetogeninas, se ha utilizado el método de Folin-Ciocalteu para cuantificar fenoles
totales y también puede emplearse para cuantificar acetogeninas debido a que
comparten grupos funcionales fendlicos que reaccionan con el reactivo de Folin-
Ciocalteu de manera similar a otros fenoles (Ainsworth EA y col, 2007). No obstante,
es importante destacar que, si bien existen otras formas de cuantificar el poder

oxidativo del Ext-Ch, como el método de DPPH, (2,2-difenil-1-picrilhidrazil), el uso de
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este reactivo puede interferir en la cuantificacion del poder oxidativo de nuestras
AuNps-Ch, ya que la longitud de onda a la que emite el reactivo DPPH es de 517 nm,
es muy cercana a la longitud de onda de las AuNps-Ch que ronda entre los 500-580

nm (Razamura- Carmona F y col, 2021).

Es importante conocer la concentracion de las nanoparticulas de oro que se
encuentra en las AuNps-Ch, ya que es la manera de determinar la concentracion de
AuNps-Ch a utilizar en los ensayos de viabilidad con azul de tripano y de esta manera
determinar la CL50. Una vez obtenida la CL50 podremos equiparar la concentracion
de fenoles totales entre las AuNps-Ch y Ext-Ch. Ademas, conocer la cantidad de
nanoparticulas de oro es esencial ya que, si bien se han usado como dispensador de
farmacos por su biocompatibilidad, es importante tener en cuenta los posibles efectos
a concentraciones elevadas, debido a que el oro puede liberar iones oro, que podrian
inducir necrosis celular. Este tipo de muerte celular puede desencadenar una
respuesta inflamatoria y causar dafio adicional a células cercanas (Abdelhalim My
col; 2018; Hossen S y col, 2019).

Adicionalmente, se realiz6 una caracterizacion de las AuNps-Ch utilizando
espectroscopia de absorcion Uv-Vis, que es una técnica que se basa en la interaccion
de las nanoparticulas de oro con la luz, dependiendo el tamafio, forma y entorno
(Murphy C y col, 2008). Estas interacciones estan asociadas a la resonancia
plasménica de superficie, fenébmeno 6ptico que ocurre en las nanoparticulas debido
a la interaccién de la luz con los electrones libres en la superficie de la particula. Esta
se produce cuando la frecuencia de la luz coincide con la frecuencia de la resonancia
de los plasmones y ahi se produce una fuerte interaccion entre la luz y los plasmones,
lo que resulta una absorcion selectiva de luz. Las nanoparticulas de oro tienen una
longitud de onda caracteristica que oscila entre los 500 y los 10000 nm, variando
segun su morfologia. Por ejemplo, las nanoparticulas de oro esféricas presentan una
absorcion maxima en el rango de 520 a 580 nm, mientras que las nanocajas de oro
entre 600 y 800 nm, y los nanocables de oro tienen su absorcion maxima entre 800
y 1000 nm (Mizutani T y col, 2015; Mur phy C y col, 2008). En nuestros resultados,
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observamos una absorcion maxima de 552 nm, lo que indica que se sintetizaron

nanoparticulas de oro con morfologia esférica.

Una vez se obtuvo la concentracién y caracterizacién de las nanoparticulas, se
procedio a realizar analisis fisicos que son relevantes para comprender su interaccion
con las células. Estos analisis se centraron en determinar el tamafo de las

nanoparticulas y su potencial de carga superficial.

La medicion del tamafio de las nanoparticulas se realizé mediante dispersion de luz
dindmica. Esta técnica se basa en la interaccion de las particulas en solucién con un
haz de luz laser. Cuando el haz de luz atraviesa la solucién de las nanoparticulas,
estas dispersan la luz en diferentes direcciones debido a su movimiento browniano.
La dispersion de luz cambia con el tiempo debido a los cambios de posicién de las
particulas, lo cual permite determinar su tamafio (Alami, A. et al., 2020; Wyatt, P.,
2021). La importancia del tamafio de nanoparticula influye en el mecanismo de
internalizacién a la célula, ya que dependiendo su tamafio puede ingresar a través
de distintos procesos de endocitosis. En nuestro caso, se propone que la endocitosis
se lleva a cabo a través de vesiculas de clatrina, de acuerdo a las limitantes de
tamafo en este sistema, que van entre 35 a 200 nm (Li Y y col, 2019). La endocitosis
mediada por clatrina es un proceso en el cual los extractos de las nanoparticulas se
unen a diferentes receptores dependiendo el tipo de células, en el caso de los
hepatocitos se ha demostrado que estan involucrados los receptores, de
asialoglicoproteinas (ASGPR), transferina (TfR), acido félico (FR), entre otros (Yan
L, 2020). Una vez que las nanoparticulas se unen al receptor, esto deforma la
membrana generando una invaginacién que da origen a vesiculas. En este proceso
de formacion vesicular se anclan adaptadores que finalmente ensamblaran a las
clatrinas con el fin de recubrir por completo la vesicula y ser un marcaje para su
trafico intracelular. Ya dentro de la célula, las vesiculas se fusionan con organelos
como endosomas tempranos, en donde las nanoparticulas pueden ser liberadas en
las endosomas y luego dirigirse a diferentes compartimentos intracelulares, como los

endosomas tardios o los lisosomas (De Almeida S y col, 2021; Li Y y col, 2019).
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La interaccion de las nanoparticulas entre si y con otras moléculas, es dependiente
de una caracteristica fisica, denominada potencial Zeta. Este potencial es una
medida de la carga eléctrica en la superficie de las particulas en suspension
determinante para predecir su capacidad de agregacion. Un valor de potencial zeta
negativo mas alejado a cero, significa que las nanopatrticulas se repelen entre si, lo
gue evita su agregacion y sedimentacion. Por lo tanto, esta caracteristica define la
interaccion de las nanoparticulas con las membranas celulares, induciendo su
internalizacién. Las AuNps-Ch registraron un potencial Zeta de -10.6, lo que le
permite interaccionar con los grupos polares de los lipidos de la membrana celular,
pueden aumentar su afinidad y facilitar la endocitosis. De igual manera el potencial
Zeta en las nanoparticulas puede mejorar su estabilidad y biodisponibilidad, lo que
facilita su transporte a través de las membranas celulares (Mahmoudi M y col, 2010).
Es importante tener en cuenta que estas mediciones se realizan en suspension
acuosa, por lo tanto, el medio de crecimiento de las células de cultivo influye en las
propiedades de las nanoparticulas. En nuestro caso, el DMEM contiene una variedad
de componentes como aminodacidos, vitaminas, sales y glucosa (Sabuncu A y
col,2012). En la seccion V.2.4 de nuestros resultados, se comparan el
comportamiento de las nanoparticulas en agua y DMEM, al analizar los datos se
observa que el liquido en el que se encuentre las nanoparticulas tiene un impacto
significativo en el potencial Zeta y en el tamafio de las nanoparticulas. Estudios
previos realizados por Saw y col. en 2018, han demostrado que los componentes
i6nicos del medio, influyen en la estabilidad coloidal de las nanoparticulas y en la

repulsion electrostatica entre ellas (Sabuncu A 'y col,2012; Saw W y col, 2018).

Una vez conocida las caracteristicas fisicoquimicas de las nanoparticulas, se
procedio a realizar los ensayos de viabilidad celular, estos resultados revelaron que
a medida que aumentaba la concentracion de las AuNps-Ch, se observaba un
incremento en la muerte celular en ambas lineas celulares, con una mayor
sensibilidad en la linea HepG2. Existen varios factores que contribuyen a que las
células cancerosas sean mas sensibles en comparacion con la linea IMR-90.

Estudios realizados por Yan y col en 2020, han demostrado que las células
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cancerosas pueden sobreexpresar receptores que estan involucrados en la
internalizacién de nanoparticulas y otras moléculas, lo que resulta en una mayor
internalizacidn de las nanoparticulas en las células cancerigenas (Yan L y col; 2020).
Ademas, segun la investigacion de Priyadarsini en 2014, las células cancerosas
enfrentan un estrés constante debido a su rapido crecimiento y demandas
metabolicas, como un mayor consumo de nutrientes y una preferencia por la glicolisis
aerobico, asi como una mayor demanda de glutamina. Como respuesta a este estrés,
las células cancerosas pueden adaptarse y desarrollar mecanismos para captar en
mayor cantidad los componentes de los extractos. Esta adaptacién metabdlica en las
células cancerosas puede ser aprovechada en los nuevos tratamientos contra el
cancer, al utilizar extractos que contengan fitoquimicos que puedan ser utilizados
como nutrientes y ademas que posean poder antiproliferativo. Esta modificacion
metabdlica conlleva un aumento del podencial de internalizacién de las
nanoparticulas en las células cancerosas, aumentando por lo tanto su sensibilidad y
toxicidad hacia estas células malignas. Lo que explicaria porqué las células de origen
no tumoral, como las IMR-90, pueden ser menos susceptibles debido a un
metabolismo mas estable y regulado (Oberlies N, 1997; Priyadarsin K, 2014). Estos
resultados muestran que las AuNps-Ch pueden ser un prometedor tratamiento contra

el cancer de higado, al aumentar su susceptibilidad las células cancerosas.

Los datos obtenidos hasta el momento, nos indicaban que las nanoparticulas estan
disminuyendo la viabilidad con mayor eficacia en las células tumorales. Sin embargo,
desconociamos el proceso celular a través del cual se realizaba esta muerte.
Indagamos si nuestro tratamiento esta induciendo apoptosis. Para ello, se llevo a
cabo un ensayo de inmunodeteccion de fase sélida. Este ensayo es una técnica que
permite detectar la presencia de proteinas especificas en las células. Los
tratamientos utilizados fueron control negativo, control positivo y una concentracion
equiparada a los fenoles totales entre el Ext-Ch y AuNps-Ch para observar y
comparar la diferencia entre la induccion de la muerte celular entre el nanosistema y

el extracto solo.
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Se observa una mayor expresion de caspasa 9 en las células tratadas con AuNps-
Ch en comparacion con el Ext-Ch, este mismo efecto se ha visto con estudios
realizados con Meenakshisundaram y col. en 2019, que reportan una mayor
induccion en muerte celular en células de cancer de pulmén utilizando nanoparticulas
de plata con extractos de Annona muricata. Este comportamiento se le atribuye a las
acetogeninas en la nanoparticula, efecto que se ve potenciado al aumentar la
estabilidad y proteccién en la hanoparticula a las acetogeninas. Sin olvidar el efecto
sinérgico de los compuestos activos naturales de los extractos, que mejoran
comparativamente su efecto respecto a un producto purificado (Meenakshisundaram
y col, 2019; Lazzarini, Ry col, 2016)
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VIl.  CONCLUSIONES
Se sintetizaron y caracterizaron AuNps-Ch empleando un método verde basado en

extractos enriquecidos de acetogeninas de las hojas de Annona cherimola como
precursor.

Las células HepG2 en comparacion con las células IMR-90, presentan una mayor

sensibilidad al ser tratadas con AuNps-Ch.

Las AuNps-Ch inducen apoptosis en las células HepG2 por la via intrinseca.
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