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RESUMEN

Paola Yamileth Carrién Garcia Fecha de Graduacion:
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Titulo del Estudio: DESARROLLO Y EVALUACION DE UN NANOSISTEMA
PARA LA DETECCION DE CELULAS QUE SOBREEXPRESAN HER2

Numero de Paginas: 106 Candidato para el grado de Maestria
en Ciencias con Orientacion en Biologia Molecular e Ingenieria Genética

Area de Estudio: Nanomedicina

Propésito y Método del Estudio: El receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico humano
(HER2) es una proteina transmembranal involucrada en el desarrollo del cancer. Se encuentra
sobreexpresada en una variedad de tumores y representa mayor agresividad y pobre pronéstico.
En el presente trabajo se llevé a cabo la conjugacion de nanoparticulas de oro con un aptamero
especifico contra HER2 para la deteccién de células que sobreexpresan el receptor. El
nanosistema fue caracterizado por métodos fisicos como espectrometria UV-Vis, DLS, potencial
Zeta y TEM, ademas de la caracterizacidén biologica por el ensayo de MTT y la prueba de
hemodlisis. Adicionalmente se evalué la capacidad de unién in vitro a lineas celulares dependiente
del nivel de expresion de HER2 evaluando su deteccion en el equipo Countess Il FL y mediante

microscopia de fluorescencia.

Contribuciones y Conclusiones: Se obtuvo un nanosistema con didmetro hidrodinamico de
65.3 nm, carga superficial de -17.4 mV, didmetro de particula de 19.2 nm, morfologia esférica,
con distribucién homogénea y en dispersién. Demostré ser biocompatible en células sanas y con
reduccién de la viabilidad en células de cancer con sobreexpresion de HER2, ligeramente
hemolitico, especifico para HER2 y capaz de detectar lineas celulares en funcién de su nivel de

expresion.
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CAPITULO |

INTRODUCCION

1.1 Céancer

El cancer es una enfermedad en la que las células crecen sin control y se
diseminan a otras partes del cuerpo. Las células cancerosas crecen en ausencia
de sefales de crecimiento, ignoran sefiales de apoptosis, se propagan a otras
areas del cuerpo, promueven el desarrollo de nuevos vasos sanguineos, evaden

el sistema inmunolégico y acumulan multiples cambios en sus cromosomas 1.

Esta enfermedad representa un gran problema de salud a nivel mundial. Para
el afio 2020 la Organizacion Mundial de la Salud reporté mas de 19 millones de
casos nuevos en todo el mundo. En México se presentaron cerca de 200,000
casos nuevos para el 2020, donde el cancer de mama y préstata ocuparon el

primer y segundo lugar en incidencia respectivamente 2.

La progresion y agresividad de cada tipo de cancer depende de una serie de
factores como la etapa de la enfermedad, la reprogramacién del metabolismo de
glucosa, expresion de genes especificos y la sobreexpresion de receptores de
membrana para hormonas. En cancer de mama, entre estos se encuentran los
receptores de estrogeno (ER), receptores de progesterona (PR) y el receptor 2

del factor de crecimiento epidérmico humano (HER2) 3.



1.2 HER2

El receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico humano (HER2/neu) es
una glicoproteina transmembranal codificada por el protooncogén ErbB2, el cual
se encuentra en el brazo largo del cromosoma 17. Su ubicacién celular es
principalmente en la membrana plasmatica y se expresa ampliamente en la

mayoria de los tejidos “.

HER2 pertenece a la familia de receptores del factor de crecimiento
epidérmico (EGFR) con actividad de tirosina quinasa. Otros miembros incluyen
el receptor que lleva el mismo nombre de la familia (HER1), el receptor 3 (HER3)
y el receptor 4 (HER4). Estos receptores estan involucrados de manera normal
en la regulacién del crecimiento celular, morfogénesis y diferenciacion °. Estudios
en modelos murinos han revelado que son esenciales para el desarrollo de

diversos érganos, como cerebro, tracto gastrointestinal y pulmones 6.

1.2.1 Estructura de HER2

HER2 es una proteina transmembranal de 185 kilodaltons (kDa)
conformada por 1,255 aminoacidos. La familia de proteinas HER se caracteriza
por presentar una estructura general similar: contienen una regién extracelular,

una regién transmembranal y una regioén intracelular 4.



En la Figura 1 se muestra una representacion gréafica simplificada de la
estructura del receptor HER2. La regidon extracelular estd conformada por 630
aminoacidos y contiene cuatro dominios: I/LD1, II/CR1, IIl/LD2 y IVICR2 7. Las
regiones LD1 y LD2 (dominio de union a ligando) son responsables del
reconocimiento y union al ligando, mientras que las regiones CR1 y CR2

(secuencias ricas en cisteina) permiten la reorientacion de las regiones LD 8.
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Figura 1. Estructura del receptor HER?2 &,

La region intracelular estd conformada por dos regiones principales: el
dominio catalitico con actividad de tirosina quinasa (TK) con diversos sitios de

fosforilacion y una cola carboxilo terminal (CT) &.



1.2.2 Vias de Sefalizacion

Existen al menos 10 ligandos conocidos para la familia de receptores HER
e incluyen el factor de crecimiento epidérmico (EGF), el factor de crecimiento
transformante (TGF)-a, anfiregulina, betacelulina, epiregulina, el factor de
crecimiento similar a EGF de union a heparina y neuregulinas. A la fecha no se
conoce un ligando de union directa al receptor HER2 por lo que existe en una

conformacion activa de forma constitutiva °.

La familia de proteinas HER se homo y heterodimerizan cuando ocurre la
union de su ligando en el dominio extracelular, lo cual conlleva a la
transfosforilacion de los dominios intracelulares 4. Estos residuos de tirosina
fosforilados acoplan otras moléculas de sefializacion celular que activan
segundos mensajeros y conducen a la activacion de vias que culminan en
diversos efectos bioldégicos dependiendo del tipo de dimeros formado *°. Estas
cascadas de sefializacion ocurren a través de dos vias distintas: la via PI3K-AKT-

mTOR y la via Ras/Raf/MAPK (Figura 2) 4.
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Figura 2. Vias de sefializacion activadas mediante HER2. Recuperado
de Toss, A. et al (2015) L.

La inducciodn de la via PI3K comienza con la formacion del heterodimero
compuesto por HER2 y HERS. La fosfatidil-inositil-3-quinasa (PI3K) pertenece a
una familia de quinasas con la capacidad de fosforilar los grupos 3’-OH del anillo
del inositol en fosfoinositidos. PI3K se recluta en la membrana uniéndose a los
residuos de fosfotirosina del dominio intracelular TK del receptor, lo cual conlleva
a la activacion de la subunidad catalitica de PI3K *2, Esta activacién genera el
segundo mensajero fosfatidilinositol (3,4,5)-trifosfato (PIP3) a partir de
fosfatidilinositol (3,4)-bifosfato (PIP2) 3. PIP3 recluta una serie de proteinas que
llevan a la activacion de AKT/proteina quinasa B (PKB), la cual participa en la

regulacion de distintas funciones celulares como proliferacién y supervivencia,



respuesta a nutrientes, metabolismo de glucosa, transicion epitelial

mesenquimal, estabilidad genémica y angiogénesis &.

La via Ras/Raf/MAPK puede ser activada por cualquiera de los
heterodimeros formados en la familia de receptores HER que contenga HERZ2.
Seguido de la unién del ligando y la activacién del dominio tirosina quinasa de los
receptores, se unen proteinas adaptadoras como la proteina 2 de union al
receptor de factor de crecimiento (GRB2) que reclutan el factor de intercambio de
nucleétidos de guanina son of sevenless (SOS) *. SOS se recluta en la
membrana plasmatica donde se localizan las proteinas Ras, promoviendo el
intercambio de GDP (guanosina difosfato) por GTP (guanosina trifosfato) en Ras.
Ras unido a GTP activa las proteinas quinasas Raf, que son capaces de fosforilar
las proteinas quinasas activadas por mitégeno (MAPK) quinasas (MAPKK) MEK1
y MEK2 %5, Estas MAPKK reconocen y fosforilan MAPK como ERK1 y ERK2. Las
proteinas activadas ERK1/2 fosforilan y activan diversos sustratos y regulan
diferentes factores de transcripcidon, llevando a la expresion de genes

involucrados en el crecimiento celular, supervivencia y diferenciacion 6.

1.3Tumorigénesis Mediada por HER2

En células normales las cascadas de sefializacién culminan principalmente
en la endocitosis de los dimeros formados por los receptores HER y sus ligandos.

Después los receptores HER pueden ser reciclados hacia la membrana o



degradados. Esta serie de procesos se mantienen en un equilibrio dindmico y son
esenciales para el crecimiento celular normal, proliferacion, supervivencia y

apoptosis 7.

Cuando ocurre una amplificacién del gen ErbB2 se induce la sobreexpresion
del receptor HER2, usualmente de 10 a 100 veces mas que en una célula normal.
Esto genera un exceso de receptores disponibles para la formacion de
heterodimeros y homodimeros, aumentando la respuesta de sefializacion a

factores de crecimiento y promoviendo el crecimiento maligno y tumorigénesis 18,

El aumento de heterodimeros HER1/HER2 evade la degradacion endocitica
en favor de la via de reciclaje provocando un aumento en la duracion de
sefalizacion de la via proliferativa MAPK. La activacion de la via PI3K/Akt
mediada por el heterodimero HER2/HER3 se asocia con la supervivencia y
promueve un fenotipo invasivo °. De igual forma, la sobreexpresion de HER2
genera la disrupcion de las adherencias celulares y desregulacion del ciclo

celular, lo cual lleva a la proliferacién descontrolada 2°.

1.3.1. HER2 en Diferentes Tipos de Cancer

La sobreexpresion del receptor HER2 se ha encontrado en una variedad de
tumores sélidos como cancer de mama, prostata, ovario, gastrico, colorrectal, de

pulmén, vejiga y orofaringeo L.



El cancer de prostata ocupa el segundo lugar en incidencia a nivel mundial
en hombres 2?2, Entre los mecanismos que soportan la progresion de la
enfermedad se encuentra la sobreexpresion de HER2 en alrededor 10% de los
casos. Se ha visto relacionado con un aumento en la agresividad y expansion de

las células madre de tumor, asi como el desarrollo de metastasis a hueso 2.

El cancer gastrico se posiciona en el quinto lugar en incidencia a nivel mundial
para ambos sexos de todas las edades 2. Los casos reportados con
sobreexpresion de HER2 varia de 4.4% - 53.4%, asociado a un comportamiento

agresivo del tumor y mayores frecuencias de recurrencia 2.

El cancer de ovario representa la causa mas comuan de muerte por cancer
ginecoldgico y la sobreexpresion de HER2 se estima en 9% - 32% de los casos
25 Esto se ha asociado con mal prondstico clinico y supervivencia, asi como la

induccion de resistencia a quimioterapéuticos en las células madre de tumor 6.

1.4 Cancer de Mama HER2 Positivo

Dentro de la clasificacion molecular del cancer de mama (TABLA I) se
encuentran el subtipo luminal A, luminal B, HER2 positivo y triple negativo, de
acuerdo con la expresion de receptores de membrana como el receptor de

estrogeno (ER), receptor de progesterona (PR) y HER2 2.



TABLA|

Clasificacion molecular del cancer de mama 28

Subtipo ER PR HER?2
Luminal A + +/- -
Luminal B + +/- +/-

HER2 + - - +

Triple negativo - - -

El cancer de mama HERZ2 positivo representa el 25%-30% de las neoplasias
malignas de mama, presentandose hasta 25-50 copias del gen ErbB2 y un
aumento de 40-100 veces del receptor HER2 resultando en cerca de 2 millones

de receptores expresados en la superficie de la célula 2°.

Esta sobreexpresion se ha asociado con un comportamiento agresivo,
resistencia a quimioterapéuticos y pobre pronostico. Se considera uno de los
subtipos de cancer de mama mas dificiles de tratar, presentando una tasa de
supervivencia y tiempo de recaida considerablemente bajos en comparacion con

otros subtipos .

1.5 Diagnéstico Convencional del Cancer de mama HER2 Positivo

Actualmente las técnicas mas usadas para detectar la amplificacion del gen
ErbB2 o la sobreexpresion del receptor HER2 son la inmunohistoquimica (IHC),

gue detecta directamente la proteina, y la hibridacion in situ fluorescente (FISH),

9



gue identifica el gen. Cerca del 80% de las evaluaciones de HER?2 inician con
IHC como prueba de tamizaje, mientras que FISH es usado como prueba

confirmatoria 3.

La inmunohistoquimica (Figura 3) es un método semi cuantitativo y presenta
algunas limitaciones. No existe control uniforme en el tiempo, temperatura, tipo
de fijaciobn y procesamiento de las muestras, llevando a fluctuaciones en los

resultados dentro de un mismo espécimen 2.

Puntaje Determinacion del estado

a de sobreexpresion de la Patron de tincién
reportar proteina HER2

No hay tincidon observada, o tincién en membrana es

0 Negativo p
g observada en <10% de las células tumorales.
Una tincién de membrana leve y ligeramente
. perceptible es detectada en >10% de las células
1+ Negativo " . _—
tumorales. Las células exhiben tincién de membrana
incompleta.
i o Una tincién de membrana completa leve a moderada
2+ Débilmente positivo ,
es observada en >10% de las células tumorales.
s Una tinciéon de membrana completa e intensa es
3+ Positivo

observada en >10% de las células tumorales.

T
‘?‘t.‘-g CNY
s C b wb

Figura 3. Determinacién del estado de sobreexpresiéon de la proteina HER2

mediante IHC. Recuperado de Kamangar, E. et al. (2019) 3,
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El andlisis por hibridacion in situ fluorescente (Figura 4) usualmente toma dos
dias para realizarse, requiere entrenamiento, personal especializado y
experiencia para la diferenciacion de las células malignas a las normales 4. Otras
limitaciones son que la sefal de fluorescencia puede decaer con el tiempo, las
muestras y reactivos usados deben ser preservados de manera cuidadosa y la

digestion de proteinas puede afectar la morfologia de las muestras .

Figura 4. Identificacion del gen HER2 mediante FISH. Las sefales rojas
representan el gen HER2, las sefiales verdes representan el centrémero del
cromosoma 17 CEP17. A: gen HERZ2 negativo; B: positivo para el gen HER2; C:
positivo del gen HER2, las sefiales estan agrupadas; D: gen HER2 con

ganancia de CEP17. Recuperado de Ji, H. et al. (2015) 6.
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Tanto por IHC como por FISH se pueden obtener resultados inconsistentes
debido a variaciones en los procedimientos pre analiticos, analiticos y post
analiticos entre laboratorios #. Debido a la imprecision de los resultados obtenidos
en el andlisis, es posible que algunas mujeres diagnosticadas con cancer de

mama no reciban la mejor atencién médica posible *’.

Las guias de la Sociedad Americana de Oncologia Clinica reconocen a HER2
como un importante biomarcador pronéstico, predictivo y terapéutico en el cancer
de mama. La evaluacion del estado de HER2 puede facilitar la eleccion de una
terapia molecular apropiada al predecir la respuesta a la quimioterapia, terapia
hormonal y terapia anti HER2. Por ello es necesario determinar la sobreexpresion
de este biomarcador en todos los casos de cancer de mama de manera temprana

para guiar la terapia y evaluar recurrencia .

1.6 Tratamiento Convencional del Cancer de mama HER2 Positivo

En el caso del cancer de mama no metastasico, los objetivos principales del
tratamiento son eliminar por completo el tumor en la mama y los ganglios
linfaticos regionales, asi como prevenir la recurrencia. Ademas, se considera la
posibilidad de administrar radioterapia después de la cirugia. La terapia sistémica
puede ser administrada antes de la cirugia (terapia neoadyuvante), después de

la cirugia (terapia adyuvante) o en ambos momentos 3°.
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El trastuzumab, un anticuerpo monoclonal humanizado disefiado para unirse
especificamente a la region 1V del dominio extracelular del receptor HER2, se
introdujo por primera vez en ensayos clinicos en la década de 1990 como terapia
dirigida. Su mecanismo de accion implica el bloqueo de sefializacion del receptor
al unirse a la porcion extracelular y evitar su activacion, la induccion de la
respuesta inmune mediante la activacion de citotoxicidad dependiente de

anticuerpos, inhibicion de la angiogénesis y sensibilizacion a la quimioterapia .

Aunque el trastuzumab ha demostrado ser efectivo en el tratamiento del
cancer de mama HER?2 positivo, también puede tener algunos inconvenientes y
efectos secundarios. Algunos de ellos incluyen baja respuesta de los pacientes a
largo plazo, reacciones alérgicas o hipersensibilidad durante la infusion,
interacciones con otro medicamentos, el desarrollo de resistencia, costos altos
gue limitan el acceso al tratamiento y de mayor importancia la cardiotoxicidad;
este tratamiento puede afectar la funcion del corazon y llevar a problemas
cardiacos, como la disminucion de la fraccion de eyeccion ventricular o
insuficiencia cardiaca #'. Todos estos inconvenientes destacan la necesidad de
nuevas estrategias de abordaje del cancer HER2 positivo, tanto de diagndéstico

como de tratamiento.
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1.7 Nanotecnologia

La nanotecnologia se define como la habilidad de medir, manipular,
ensamblar, controlar y manufacturar materia en la escala nanométrica, que va de
1 a 100 nanémetros (nm) 42. Cuando se crean nanoparticulas (NPs) con estas
dimensiones, las propiedades de los materiales pueden cambiar
significativamente con respecto a las de escalas mas grandes. Esta es la escala
de tamafio donde los efectos cuénticos pueden regir el comportamiento y las
propiedades de las particulas. A nanoescala, propiedades como el punto de
fusion, la fluorescencia, la conductividad eléctrica, la permeabilidad magnética y

la reactividad quimica pueden cambiar en funcién del tamario de la particula .

Recientes avances en la nanotecnologia han resaltado el potencial de su
aplicacion en la biomedicina para el diagnoéstico, administracion de farmacos y
estudios de imagen para diversas enfermedades humanas, materiales a los
cuales se les llamado “terandsticos” (Terapia y Diagnéstico) (Figura 5) #2. La
capacidad de manipulacion de las NPs ofrece ventajas como baja
inmunogenicidad y toxicidad sistémica, mejora la estabilidad de material
genético, modulacion del efecto terapéutico, dirigir sistemas a células o tejidos

especificos y efectos sinérgicos mediante terapias combinadas 4.

14



Nanoparticula

como agente Nanoparticula

de contraste en portadora de
imagenologia médica farmacos

Los nanomateriales pueden ser utilizados
como portadores de medicamentos,
con liberacién programada del contenido.

Los nanomateriales inyectados en la sangre se acumulan en &
tejido tumoral y pueden utilizarse como agentes de contraste en imagenologia médica

Figura 5. Nanomateriales usados como portadores de farmacos o como

agentes de contraste en el cancer. Recuperado de INCyTU (2019) .

1.7.1 Nanoparticulas de oro

En la escala nanométrica, las nanoparticulas de oro (AuNPS) poseen
propiedades que las diferencian del estado a granel o molecular. Estas incluyen
propiedades Opticas Unicas, sintesis sencilla y versatil, mayor reactividad de
particula, mayor relacién superficie/volumen, baja citotoxicidad y capacidad de
modificacién en la superficie, haciéndolas ampliamente estudiadas en el campo

del diagnéstico y tratamiento del cancer 46,

Entre las propiedades fisicas de las AuNPs (Figura 6) se encuentra la
resonancia de plasmon superficial localizada (LSPR), fluorescencia de superficie

mejorada, conversion fototérmica y respuestas colorimétricas. Dichas
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caracteristicas han sido ampliamente aplicadas para detecciones no invasivas in

vivo, estudios de imagen, terapia fototérmica y diagndstico in vitro #7.

Resonancia de plasmoén superficial localizada Respuesta colorimétrica

, (LSPR) -

[T1TTTT]

Light Wave

Electric Field

Iopax (M)

Transferencia de energia de

Conversién fototérmica resonancia de fluorescencia (FRET)

NSET

Rever™®
distance dependence distance depende

Figura 6. Propiedades fisicas de las AuNPs.

Bajo la estimulacion de la luz, los electrones de conduccién en un metal noble
oscilan colectivamente, lo que se denomina "plasmén". La resonancia de
plasmon es una banda de absorcion que se produce cuando la frecuencia del
foton incidente resuena con la oscilacion de los electrones de conduccién. Debido
a gque este fendmeno a menudo se produce en la superficie del metal, se conoce
como resonancia de plasmén superficial (SPR) 8. Cuando la SPR se restringe a

volumenes pequefios, como en el caso de las NPs, se produce el LSPR. Cuando
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la LSPR ocurre, el coeficiente de extincion molar de las AuNPs se maximiza,

mejorando la eficiencia de conversién fototérmica y la absorcion de luz 47.

La LSPR puede producir dos efectos completamente opuestos en la
intensidad de la sefal de las moléculas fluorescentes: extincion y mejora de la
fluorescencia. Esto depende de la distancia entre las moléculas de fluorescencia
y las AuNPs. La transferencia de energia de resonancia de fluorescencia (FRET)
es la razon principal de la extincion de la fluorescencia. Cuando la distancia entre
estas moléculas es inferior a 5 nm, la energia del grupo fluorescente excitado se
transferira a las AuNPs en su totalidad, lo que provocara la extincion de la
fluorescencia. En este caso es comun conjugar AUNPs y moléculas fluorescentes
con diferentes enlazadores para aumentar la distancia entre las AuNPs y las

moléculas fluorescentes #°.

Después de absorber los fotones, las AUNP convierten la energia luminosa
de los electrones en energia cinética, que finalmente se expresa en forma de
calor. Este es el llamado “efecto fototérmico”. La capacidad de enfriamiento de
los tejidos tumorales es menor que la del tejido normal, por lo que el calor
producido se acumula dentro del tumor y su temperatura puede alcanzar mas de
46 °C, mientras que los tejidos normales circundantes solo pueden llegar a 41
°C. Ademas, las células tumorales son intrinsecamente menos resistentes al
calor que las células normales; las primeras suelen tener una temperatura letal
de 42.5-43 °C, mientras que las Ultimas pueden soportar temperaturas de hasta
47 °C. La region infrarroja cercana (650-900 nm) es la mas usada ya que ha
demostrado los efectos mas eficientes para la terapia fototérmica .
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Aunque la naturaleza inherente de las AuNPs las hace relativamente
biocompatibles, esto es dependiente de su forma, tamafio, composicidén quimica
y modificaciones de la superficie 8. El polietilenglicol (PEG) es un polimero
ampliamente usado como recubrimiento ya que ha demostrado mejorar la
estabilidad de las NPs y disminuir la fagocitosis por el sistema fagocitico

mononuclear y aumentar el tiempo de circulacion >,

Entre los tipos de estrategias para dirigir las nanoparticulas a blancos
especificos como células tumorales existen las rutas de orientacion pasiva y
activa. El direccionamiento pasivo se refiere a la acumulacién en el sitio del tumor
debido a las diferencias anatomicas y fisiopatologicas con respecto a los tejidos
normales, como vasculatura permeable y disminucion de la tasa de aclaramiento.
El direccionamiento activo ocurre una interaccion directa entre un ligando y un
receptor o epitopo especifico expresado en la superficie de la célula permitiendo

una entrada selectiva #4.

1.8 Aptameros

Los aptameros son oligonucleétidos cortos de una hebra de acido
desoxirribonucleico (ADN) o de &cido ribonucleico (ARN) con una longitud de
entre 20-80 nucledtidos. Estos son capaces de formar estructuras

tridimensionales Unicas que les permiten unirse a una variedad de objetivos 2.
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El proceso de generacion de aptdmeros se denomina evolucion sisteméatica
de ligandos por enriquecimiento exponencial (SELEX), proceso desarrollado en
1990 por dos laboratorios independientes. En la tecnologia convencional se
utiliza una biblioteca que contiene oligonucleétidos de regiones aleatorias que
estan flanqueadas por regiones constantes cortas. En el caso de los aptameros
de ADN, la biblioteca de ADN sintetizada se incuba con moléculas diana. Las
moléculas no unidas se eliminan y el complejo diana/ADN se separa. Las
secuencias de ADN liberadas se amplifican mediante PCR y se realizan rondas
adicionales de seleccion. Se secuencian los aptameros potenciales obtenidos a

partir de varias rondas de seleccion y se evalla su cinética de unién 3,

Debido a que los aptameros pueden formar multiples estructuras secundarias
(como tallo-bucle, horquillas, pseudonudos, etc.) y formar estructuras
tridimensionales Unicas, pueden unirse a una gran variedad de objetivos,
incluidas proteinas, células, bacterias, viriones y moléculas organicas e
inorganicas pequefas, a través de complementariedad espacial y por medio de
interacciones electrostaticas/ionicas, enlaces de hidrogeno, fuerzas de van der
Waals, asi como interacciones hidrofébicas °*. Las afinidades de unién de los
aptameros usualmente se encuentran entre el rango bajo nanomolar y alto
picomolar, incluso llegando al femtomolar. El nivel de reconocimiento es tan
sensible que pueden discriminar diferencias estructurales entre enantibmeros y

la presencia o ausencia de grupos hidroxilo °°.

En comparacion con los anticuerpos, los aptdmeros tienen algunas ventajas
debido a su naturaleza molecular: su tamafio pequefio permite la penetracién de
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las barreras de los tejidos para llegar a los sitios objetivo in vivo de manera mas
eficiente que los anticuerpos proteicos de mayor tamafo, tienen una alta

estabilidad y baja inmunogenicidad y toxicidad (TABLA I1) 5.

TABLA I

Diferencias entre aptameros y anticuerpos 4.

Criterio Aptameros Anticuerpos
Composicion quimica Acido nucleico Proteina
Peso molecular 10-50 kDa 140-700 kDa
Estabilidad Estable a 80 °C Desnaturalizacion a 80 °C
Costo Bajo Alto
Inmunogenicidad No Si
Internalizacion Mayor posibilidad Dificil

Gijs y colaboradores en 2016 generaron y evaluaron aptameros para el
reconocimiento de HER2 mediante una modalidad de SELEX con células
completas adherentes. Se demostro que dos aptameros, HeA2 1y HeA2 3, se
unen a la proteina HER2 con afinidades en el rango nM. Ademas, ambos
aptameros pudieron unirse con alta especificidad a células que sobreexpresan

HER2 y a muestras de tejido tumoral positivo para HER2. Se demostré que el
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aptamero HeA2_3 se internaliza en las células cancerosas y tiene un efecto

inhibitorio sobre el crecimiento y la viabilidad °®.

1.9 Nanosistemas Terandsticos

La construccion de un nanosistema se debe basar principalmente en su
aplicacion biomédica. Las distintas partes que conformen el nanosistema brindan
caracteristicas y ventajas Unicas para garantizar que se cumpla su proposito
dado. La caracterizacion también es importante para garantizar que las particulas
preparadas estén a nanoescala. En la ciencia de los materiales, el término
"caracterizacion” se refiere a los procesos y técnicas a través de los cuales se
evallan las propiedades y la estructura del material. La caracterizacion ayuda a
determinar las propiedades, composicion y estructura de los materiales, asi como

evaluar si el método de sintesis fue exitoso o no °’.

1.9.1 Caracterizaciéon Fisica

La espectroscopia Ultravioleta Visible (UV-Vis) consiste en exponer la
muestra a longitudes de onda en la region ultravioleta y visible para obtener el
espectro de absorcion. Este método es util para obtener informacion sobre las
propiedades Opticas, tamafio, concentracion, estado de aglomeracion y brinda

sugerencias sobre la forma de las NPs. Las nanoparticulas metalicas dispersan
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la luz 6ptica con mucha eficacia debido a la resonancia de plasmoén superficial.
El ancho de banda del espectro, la magnitud y el pico de longitud de onda maxima
de la resonancia de plasmon depende de la composicion del material, el medio

ambiente, la forma y el tamafio 8.

La caracterizacion de soluciones coloidales y nanoparticulas se realiza
mediante dispersién dinamica de la luz (DLS). El analisis se basa en el
movimiento browniano, en el que las particulas grandes se mueven mas
lentamente y dispersan mas luz que las particulas pequefias. El diametro
hidrodinamico se calcula a partir de la dependencia del tiempo de la medicion de
la intensidad de dispersion. También proporciona detalles sobre el estado de

agregacion de las nanoparticulas *°.

La carga superficial en suspension de nanoparticulas o particulas coloidales
se determina mediante potencial zeta. Al aplicar un campo eléctrico, las
particulas comienzan a moverse debido a la interaccidn entre el campo eléctrico
y su carga. La velocidad de la particula se mide observando el desplazamiento
Doppler en la luz dispersada, y la velocidad proporcional al potencial eléctrico de
la particula en el plano de corte se denomina potencial zeta. La magnitud del
potencial zeta también proporciona informacién sobre la estabilidad de las
particulas. La magnitud mas alta representa una mayor estabilidad debido a una

mayor repulsion electrostatica .

Dentro de las técnicas de microscopia para la caracterizacion de NPs se

encuentra la microscopia electrénica de transmision (TEM). En ella se aprovecha
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la interaccion entre un haz de electrones de densidad de corriente uniforme y la
muestra. Cuando el haz de electrones alcanza la muestra, parte de los electrones
se transmiten, mientras que el resto se dispersa. La magnitud de la interaccién
depende de varios factores, como el tamafio, la densidad de la muestra y la
composicion elemental. TEM es la técnica mas comun para analizar el tamafio y
la forma de las nanoparticulas, ya que proporciona no solo imagenes directas de
la muestra, sino también una estimacion de la homogeneidad de las

nanoparticulas 2.

1.9.2 Caracterizacion Biologica

Ademas de los procedimientos para la elaboracion y evaluacion fisicoquimica
del nanosistema, nuestro grupo de trabajo establecié que es necesaria una
bateria de pruebas in vitro para evaluar la seguridad de un nanosistema, siendo
el primero elaborado en nuestro laboratorio aquel compuesto por microesferas
de quitosano/Tween 80 con NPs de magnetita (Roacho y colaboradores en
2021). Estas pruebas incluian el ensayo de MTT para la evaluacién de la
citotoxicidad en la linea celular de fibroblastos 3T3L1, tincibn hematoxilina y
eosina (HyE) para observar cambios morfologicos y prueba de hemdalisis. No se
encontraron efectos citotoxicos en concentraciones de 1 a 100 pg/mL en

exposiciones de 24 horas 2.

Uno de los ensayos mas versétiles y populares para la evaluacion de la

citotoxicidad es el ensayo de MTT, basado en la medicion de la viabilidad de las

23



células a través de la actividad metabdlica. EI bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-
i1)-2,5,-difenil tetrazolio (MTT) de color amarillo y soluble en agua se reduce
metabdlicamente en células viables a formazan, compuesto insoluble color
violeta. El nimero de células viables se correlaciona con la intensidad de color
determinada por mediciones espectrofotométricas después de disolver el

formazan en alcohol ©3.

La evaluacién in vitro de la biocompatibilidad con la sangre es una parte
necesaria en el desarrollo preclinico temprano de nanomateriales con
aplicaciones biomédicas. La prueba de hemdlisis estudia el grado de hemoalisis
generado  por materiales detectando la  hemoglobina liberada
espectrofotométricamente después de incubar la sangre con las nanoparticulas

y separar las células no dafiadas por centrifugacion 4.

Adicionalmente han surgido técnicas para evaluar el dafio al ADN como
marcador de estrés y dafio celular. El intercambio de cromatidas hermanas (ICH)
es un ensayo toxicolégico clasico para la genotoxicidad y deteccion de
alteraciones en la bioquimica relacionada a la recombinacion homéloga celular.
ICH es el fendmeno del intercambio parcial de ADN durante la replicacion; la
misma cantidad de ADN se intercambia en el mismo lugar en cada croméatida. La
elevacion de la frecuencia de ICH observados se considera como resultado del
estrés de replicacion por defectos genéticos, estrés por especies reactivas de

oxigeno (ROS), y dafios genémicos .
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1.9.3 Antecedentes Terandésticos Basados en HER2

Poturnayova y colaboradores en 2019 desarrollaron un método basado en un
sensor acustico para la deteccion de células que sobreexpresan HER2 utilizando
el aptamero previamente disefiado por Gijs y hanoparticulas de oro de 20 nm de
didmetro modificadas con estreptavidina. Este sensor demostré un limite de
deteccién de 550 células/mL con la linea celular SK-BR-3 HER2 positiva, ademas
de establecer una concentracion no toxica de AuNP de 1 pug/mL en las lineas

celulares SK-BR-3, MDA-MB-231 y MCF10A ©¢,

Ranganathan y colaboradores en 2019 disefiaron un ensayo colorimétrico
para la deteccion de HER2 en suero basado en AuNPs y aptameros. Los
aptameros fueron retenidos en una superficie con las nanoparticulas de oro. En
la presencia de HER2 se crea un complejo aptamero-HER?2 y se libera de las
AuNPs. Al aiiadir NaCl las nanoparticulas se agregan, cambiando de color rojo a

azul. Se obtuvo un limite de deteccidn en suero de 10 nM 97,

En 2015 Choy y colaboradores desarrollaron NPs de base plurdnica
funcionalizadas con un anticuerpo anti HER2 y marcadas con Cy5.5 para la
obtencién de imagenes Opticas in vivo. Los autores conjugaron NPs de éxido de
hierro y doxorrubicina para combinar la resonancia magnética y la quimioterapia.
La captacion celular especifica se estudié en células SKBR-3 que sobreexpresan
HER2. Ademas, en un tumor de xenoinjerto in vivo, las NP funcionalizadas con
trastuzumab mostraron una mayor captacion tumoral y eficacia antitumoral en

comparacion con las no funcionalizadas 14 dias después del tratamiento 8.
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Wu, Y. et al (2022) disefiaron un nanosistema basado en AuNPs
funcionalizadas con dos aptdmeros para la clasificacion del cancer de mama
basada en FRET. Los aptdmeros especificos para el receptor de estrégeno (ER)
y HER2 marcados con fluorescencia se unen de manera especifica a la proteina
blanco, siendo potencialmente utiles para la clasificacion cuantitativa de

diferentes subtipos de cancer de mama ©°.
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1.10 Justificacion

El receptor HER2 es un biomarcador involucrado en vias de proliferacion
celular, supervivencia y diferenciacion. Su sobreexpresion en células cancerosas

representa una mayor agresividad y pobre prondstico de la enfermedad.

Los métodos de deteccion convencionales del cancer de mama HER?2
positivo como IHC o FISH presentan limitaciones ya que mas de la mitad de los
casos son diagnosticados en etapas avanzadas, por lo que es necesario
desarrollar un método diagnostico altamente sensible que permita identificar el

cancer en una etapa temprana.

Recientes avances en la nanotecnologia han resaltado el potencial de las
propiedades Unicas de las nanoparticulas de oro conjugadas con la alta
selectividad y afinidad de los aptameros como una alternativa prometedora para
la deteccion de células que sobreexpresan HER2. La informacidén obtenida
servira para futuras investigaciones en el campo de la nanomedicina 'y como base

para la creacidén de biosensores y nanosistemas teranosticos.
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1.11 Hipotesis de Trabajo

El nanosistema compuesto por nanoparticulas de oro recubiertas con PEG
y un aptamero especifico contra HER2 es capaz de detectar mediante

fluorescencia células que sobreexpresan HER2.

1.12 Objetivo General

Construir, caracterizar y evaluar in vitro un nanosistema compuesto por
nanoparticulas de oro recubiertas con PEG y un aptamero especifico contra

HER2 para la deteccion de células que sobreexpresan HER2.

1.12.1 Objetivos Especificos

1. Construiry caracterizar por métodos fisicos el nanosistema compuesto por
nanoparticulas de oro recubiertas con PEG y aptamero especifico contra
HER2.

2. Realizar la caracterizacion biologica del nanosistema compuesto por
nanoparticulas de oro recubiertas con PEG y aptamero especifico contra
HER2.

3. Evaluar la capacidad de union in vitro del nanosistema dependiente del

nivel de expresion de HER2.
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CAPITULO Il

MATERIALES Y METODOS

2.1 Materiales

Reactivos y materiales:

e Kit de conjugacion Nanoparticulas de oro 20 nm (3 reacciones)
OligoREADY™ Cytodiagnostics (MG5K-20-1).

e NacCl grado biologia molecular Sigma-Aldrich (71376-1KG).

e Trizma base Sigma-Aldrich (93362-1KG).

e Acetona CTR Scientific (AS-E0284).

e Metanol CTR Scientific (TK-310-12N-5ML).

e Acido bérico US Biological (B2560).

e Acido etilendiaminotetraacético (EDTA) EMD Millipore (324503-1KG).

e Buffer fosfato salino (PBS) 10X Invitrogen (AM9624).

e Ditiotreitol (DTT) 0.5 M.

e TE 1X pH 7.6 Sigma-Aldrich (93302-100ML).

e Alcohol isopropilico CTR Scientific (CTR1244).

e H>O destilada UltraPure Invitrogen (10977-015).

e Herceptin® Trastuzumab solucién 440 mg Roche (N7279).

e Kit proliferacion celular | (MTT) Roche (11465007001).
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Medio de montaje con DAPI (4',6-diamidino-2-fenilindol) ThermoFisher
Scientific (P36931).

Medio de cultivo Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) 1X Gibco
(11965-092).

Medio de cultivo Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640 1X Gibco
(11875-093).

Suero fetal bovino (SFB) Gibco (26140-079).

Penicilina/estreptomicina Gibco (15140-122).

Anfotericina B Gibco (15290-026).

Solucion tripsina-EDTA Sigma-Aldrich (T4049-500ML).

Columnas lllustra MicroSpin G-25 Healthcare (27-5325-01)

Microplacas 96 pozos tratada fondo plano Costar (3628).

Microplacas de 6 pozos tratada fondo plano Costar (3516).

Botellas de cultivo celular 25 cm? Corning (430639).

Tubos coénicos 15 mL Corning (430791).

Tubos conicos 50 mL Corning (430829).

Viales criogénicos 2 mL Corning (430488).

Microtubos 0.65 mL Bio Basic Inc. (BT613-NS).

Pipetas seroldgicas 2 mL Costar (4486).

Pipetas serologicas 5 mL Costar (4051).

Pipetas serologicas 10 mL Costar (4488).

Tubo para extraccion sanguinea con EDTA BD Vacutainer.

Aguja eclipse BD Vacutainer (368607).
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Portaobjetos 25 x 75 Corning (2947).

Cubreobjetos redondos 12 mm Pearl (680).

Material bioldgico:

Aptamero AptHer2 26.2 nanomoles (nmoles) secuencia 5'- /5ThioMC6-
D/ITCT AAA AGG ATT CTT CCC AAG GGG ATC CAA TTC AAA CAG
[BATTO647NN/ -3' Integrated DNA Technologies.

Linea celular Vero CCL-81 American Type Culture Collection (ATCC).
Linea celular LNCaP clone FGC American Type Culture Collection
(ATCC).

Linea celular ZR-75-30 American Type Culture Collection (ATCC).

Linea celular HCC1954 American Type Culture Collection (ATCC).

Equipos:

Espectrofotometro Marca NanoDrop Modelo ND-1000.
Agitador Thermomixer Marca Eppendorf modelo 5350.
Centrifuga Marca Eppendorf Modelo 5430.

Centrifuga Marca Eppendorf Modelo 5415 C.

Vortex Marca Thermolyne Modelo M37615.
Incubadora Marca VWR Modelo 2310.

Cabina de seguridad clase Il Marca Nuaire Modelo UN425-400.
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Microscopio optico Marca Olympus Modelo CKX41SF.

Zetasizer Nano ZS Marca Malvern.

Microscopio electronico de transmision JEOL JEM 2200FS+CS Marca
Nanotech.

Microscopio de fluorescencia Leica DM 1000.

Lector de microplaca Marca BioTek Cytation 3 Imaging Reader.

Countess Il FL Marca Invitrogen Thermo Fisher Scientific.
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2.2 Estrategia Experimental General

En la figura 7 se muestra la estrategia experimental general que se llevo a
cabo. En primer lugar, se realiz6 la construccion del nanosistema conjugando las
AuNP-PEG al aptdmero especifico contra HER2 por medio de una reaccion
maleimida-tiol y se realiz0 la caracterizacion fisica por medio de espectroscopia

UV-Vis, DLS, potencial Zy TEM.

Como parte del segundo objetivo se realizo la caracterizacién bioldgica in
vitro del nanosistema, los cuales incluyen el ensayo de MTT para la
determinacién de la viabilidad en las lineas celulares Vero CCL-81, LNCaP, ZR-

75-30 y HCC1954, asi como la prueba de hemolisis en sangre periférica.

Por dltimo, como parte del tercer objetivo se evalud la capacidad de union
in vitro del nanosistema dependiente del nivel de expresion de HER2 por medio

de un ensayo en suspension y microscopia de fluorescencia.

Todos los procedimientos realizados en este trabajo se llevaron a cabo
bajo los estandares establecidos por el comité de ética y bioseguridad de la
Facultad de Medicina de la Universidad Auténoma de Nuevo Leodn, con la clave

de registro de Subdireccion de Investigacién B123-00004.
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Figura 7. Estrategia general de trabajo.

2.3 Construccion del Nanosistema

Se utilizaron nanoparticulas de oro comerciales de 20 nm de diametro,

Para realizar la conjugacion se utilizé el kit Cytodiagnostics OligopREADY ™

34

el fluoréforo ATTO 647N y en su extremo 5’ posee un grupo tiol.

recubiertas con PEG de 5 kDa (AuNP-PEG) modificado con grupos maleimida en
su extremo libre. El aptamero HER2 fluorescente (AptHer2) se adquirido a una
concentracion final de 26.2 nmoles, con la secuencia 5’- /5ThioMC6-D/TC TAA
AAG GAT TCT TCC CAA GGG GAT CCA ATT CAA ACA G/3ATTO647NN/ -3’

reportada previamente por Gijs y colaboradores %, cuenta en su extremo 3’ con

20 nm Gold Nanoparticle Conjugation, siguiendo las instrucciones del fabricante.
Se llevo a cabo la formacion de un enlace covalente tioéter entre el grupo tiol en
el extremo 5 del aptamero y el grupo maleimida en la AuNP-PEG. Los pasos

necesarios para la conjugacion se describen en los siguientes apartados.




2.3.1 Reduccién del Aptdmero

El aptdmero AptHer2 de 26.2 nmoles liofilizado se ajust6 a 100 uM
agregando 262 pL de TE 1X pH 7.6. Se tomaron 50 pL del aptdmero
resuspendido y se afiadié 1 pL de ditiotreitol (DTT) a 0.5 M. Se incubé 2 horas a

temperatura ambiente y en obscuridad para reducir el oligonucledtido.

2.3.2 Purificaciéon en Columna

La columna lllustra MicroSpin G-25 se prepar6 resuspendiendo la resina
agitando con vortex por un minuto. Se coloco la columna en el tubo de recogida
y se centrifug6 durante 1 minuto a 735 x g. Posteriormente se coloco la columna
en un tubo de 1.5 mL libre de DNasas. Se aplicaron lentamente los 50 pL del
aptamero ya reducido al centro superior de la resina, teniendo cuidado de no
perturbarla. Se centrifugd durante 2 minutos a 735 x g. El aptamero purificado se
recogi6 en el fondo del tubo de 1.5 mL y fue almacenado a -20 °C hasta su uso.
Se realiz6 una segunda y tercera elucion agregando 50 pL de TE 1X pH 7.6 para

recuperar el aptamero que pudo quedar retenido en la columna.

2.3.3 Conjugacion de Nanoparticulas de oro

En un tubo de microcentrifuga se afiadieron 60 uL del buffer de reaccién y
48 L del aptdmero AptHer2 100 uM. Se transfirieron 90 pL de la solucion al vial

gue contiene las nanoparticulas de oro liofilizadas y se mezclé bien. El preparado
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se incub6 a temperatura ambiente durante 1 hora protegido de la luz.
Posteriormente se afiadieron 10 pL de solucién de extincion previamente
reconstituida y se incubd por 15 minutos para detener la reaccién. Se transfirié a
un tubo de microcentrifuga y se centrifugé durante 30 minutos a 5,500 x g. El
sobrenadante fue desechado y se agregaron 100 pL de TE 1X pH 7.6 para volver

a resuspender el conjugado.

2.4 Caracterizacion por Métodos Fisicos

Para confirmar la correcta conjugacion del nanosistema se llevo a cabo la

caracterizacion fisica de la siguiente manera:

e Espectroscopia UV-Vis utilizando un espectrofotdmetro NanoDrop ND-1000.

e Dispersion dinamica de la luz (DLS) y potencial Z en el equipo Zetasizer Nano
ZS de Malvern, para determinar el diametro hidrodinamico y carga superficial.

e Microscopia electrénica de transmision (TEM) para corroborar forma y tamafio

de las nanoparticulas en el equipo Nanotech TEM JEOL JEM 2200FS+CS.

2.4.1 Espectroscopia UV-Vis

Para la identificacion de los espectros de absorbancia de las AUNP-PEG,

el aptamero AptHer2 y el nanosistema AuNP-PEG-AptHer2 se realizaron
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mediciones de absorbancia haciendo un barrido de 200 a 800 nm de longitud de

onda en el equipo NanoDrop ND-1000 modalidad UV-Vis.

Las mediciones de concentracion de cada muestra se realizaron
registrando las absorbancias a 520 y 646 nm que corresponden a la longitud de
onda de maxima absorcién de las AUNP-PEG de 20 nm y del fluor6foro ATTO
647N presente en el aptamero respectivamente, considerando un trayecto 6ptico
de 0.1 cm, un coeficiente de extincibn molar para las AuNPs de 921,000,000
L/(moles*cm) y para el aptdmero AptHer2 de 404,900 L/(moles*cm) mediante la

ecuacion de Lambert-Beer:

A= ¢€'b c

Donde A es la absorbancia de la solucion a una longitud de onda dada, ¢
el coeficiente de extincion molar (Mt * cm™), b el trayecto éptico (cm) y c la

concentracion de la solucion (M).

2.4.2 Dispersion Dinamica de la luz

La evaluacion del diametro hidrodinamico de las AUNP-PEG (2.5 ug/mL) y
el nanosistema (2.5 pg/mL) se realizé por medio de DLS en el equipo Zetasizer
Nano ZS de Malvern, en una cubeta de cuarzo con trayecto Optico de 1 cm
llevando a cabo tres mediciones independientes. Las condiciones de trabajo

utilizadas fueron las siguientes: temperatura 25 °C, indice de refraccion AuNPs
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0.20, indice de refraccién dispersante 1.33, viscosidad 0.8872 y la absorbancia

correspondiente de cada muestra a 632 nm en un trayecto 6ptico de 1 cm.

2.4.3 Potencial Zeta

Para la determinacion de la carga superficial de las AUNP-PEG (2.5 pg/mL)
y el nanosistema (2.5 pg/mL) se realiz6 la medicion del potencial Z en el equipo
Zetasizer Nano ZS de Malvern en una cubeta de cuarzo con trayecto 6ptico de 1
cm, utilizando un adaptador a la cubeta con electrodos y llevando a cabo tres
mediciones independientes. Las condiciones de trabajo utilizadas fueron las
siguientes: temperatura 25 °C, indice de refraccion AuNPs 0.20, indice de
refraccion dispersante 1.33, viscosidad 0.8872 y la absorbancia correspondiente

de cada muestra a 632 nm en un trayecto optico de 1 cm.

2.4.4 Microscopia Electrénica de Transmision

La caracterizacion y confirmacion de la forma y tamafio de las AUNP-PEG
(2.5 pg/mL) y el nanosistema (2.5 pg/mL) se evalué por medio de TEM en el
equipo JEOL JEM 2200FS+CS de Nanotech. Las muestras fueron preparadas
colocando una gota de la solucion sobre una rejilla de cobre y se dejaron secar
por 15 minutos a temperatura ambiente. Las imagenes fueron capturadas con un

voltaje de aceleracion de 200 kV y un aumento de 100 k.
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A partir de las imagenes capturadas se realizaron mediciones del didmetro
de 100 particulas mediante el software ImageJ y se analiz6 la frecuencia de

distribucion de tamafos.

2.5 Prueba de Hem©dlisis

Se realiz6 una toma de muestra de sangre venosa periférica de donador
sano en un tubo con EDTA, la muestra se centrifugd a 3000 revoluciones por
minuto (rpm) por tres minutos. El plasma fue decantado y los eritrocitos lavados
con PBS 1X tres veces. Se realizé una dilucion 1:99 de los eritrocitos tomando
100 pL de los eritrocitos lavados anteriormente y suspendiéndolos en 9800 L de
PBS 1X. Como control negativo de hemolisis se us6 PBS 1X y como control
positivo H2O destilada. Se incubaron 16 pL de las diferentes concentraciones
[AUNP-PEG (0.05, 0.5y 5 pg/mL), nanosistema AuNP-PEG-AptHer2 (0.05, 0.5y
5 pg/mL), aptamero AptHer2 (50, 100 y 200 nM) y trastuzumab (0.01, 0.1y 1
png/mL)], H20 destilada o PBS 1X, con 4 pL de la dilucion 1:99 de eritrocitos.
Fueron incubados por 30 minutos a 37 °C en un Thermomixer Eppendorf a 300
rom. Transcurrido el tiempo se centrifugaron a 14,000 rpm por tres minutos y
finalmente se leyo la liberacidbn de hemoglobina espectrofotométricamente en
NanoDrop ND-100 a 415 nm. El control negativo se toma como 0% hemodlisis y

el control positivo como 100% hemodlisis.
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El célculo del porcentaje de hemdlisis se realiz6 mediante la siguiente

féormula:

L A muestra — A control negativo
Hemdlisis (%) = — — x 100
A control positivo — A control negativo

Donde A es la absorbancia obtenida a 415 nm. La interpretacién de los
resultados se realiz6 en base a la norma ASTM-F756-08 que determina la
practica estdndar para la evaluacién de las propiedades hemoliticas de
materiales, donde se clasifican los materiales como no hemoliticos cuando
provocan una hemolisis menor al 2%, ligeramente hemolitico de 2% a 5%, y

altamente hemolitico cuando el material presenta una hemalisis mayor al 5%.

2.6 Ensayo MTT

Para la caracterizacion biolégica mediante la prueba de MTT para la
evaluacion de la viabilidad se utilizaron las lineas celulares (TABLA 11l) Vero CCL-
81 como células control no cancerosas y con expresion basal de HER2, LNCaP
de cancer de préstata con nivel bajo de expresion de HER2, ZR-75-30 de cancer
de mama de sobreexpresion de HER2 sensible a trastuzumab y la linea
HCC1954 de céancer de mama con sobreexpresion de HER2 resistente a
trastuzumab. Las células Vero fueron cultivadas en medio de cultivo DMEM y las
lineas LNCaP, ZR-75-30 y HCC1954 en medio de cultivo RPMI-1640, ambos

suplementados con 10% de suero fetal bovino (SFB) y 1% estreptomicina-
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penicilina/anfotericina B, a 37 °C con 5% CO: hasta lograr una confluencia del
70%. Se sembraron 10,000 células por pocillo en microplacas de 96 pocillos y

fueron incubadas por 24 horas a 37°C y 5% COs..

TABLA I

Caracteristicas de las lineas celulares utilizadas 7° 71 72 73,

Linea LNCaP
Celular Vero CCL-81 Clone EGC ZR-75-30 HCC1954
Morfologia Epitelial Epitelial Epitelial Epitelial
Organismo Cercop!thecus Homo sapiens | Homo sapiens | Homo sapiens
aethiops
Carcinoma de | Carcinoma de .
. s ] Carcinoma de
Tejido Rifion prostata mama ductal
. : : mama ductal
metastasico invasivo
Nivel de (Cigr?(t:(re(;(ljgg Expresion Expresion alta | Expresion alta
prLGEIF?Q baja Sensible a Resistente a
€ Expresion basal trastuzumab trastuzumab
Medio de DMEM RPMI-1640 | RPMI-1640 | RPMI-1640
cultivo

Las AuNP-PEG (0.05, 0.5 y 5 pg/mL), nanosistema AuNP-PEG-AptHer2
(0.05, 0.5y 5 pug/mL), aptdmero AptHer2 (50, 100 y 200 nM) y trastuzumab (0.01,
0.1 y 1 pg/mL) fueron dispersados en condiciones estandar de esterilidad en

medio RPMI-1640 o medio DMEM segun sea el caso. A las placas de 96 pozos
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donde se cultivaron las células se les retird el medio de cultivo y se aplicaron 100
UL de cada tratamiento por triplicado incluyendo control negativo con células
tratadas solamente con medio. Las células fueron incubadas con los distintos

tratamientos por 24 horas en condiciones de cultivo estandar.

La viabilidad celular fue medida 24 horas después de la exposicion a los
tratamientos incubando con una soluciéon de MTT (100 pug/mL en medio) durante
4 horas. El formazan presente en la placa fue disuelto agregando 100 pL de
isopropanol a pH 3. Se midi6 la absorbancia a 570 y 651 nm en lector de

microplaca BioTek Cytation 3 Imaging Reader.

Se realizo6 la correccion de las lecturas restando la absorbancia a 570 nm
de la absorbancia a 651 nm para eliminar el ruido de fondo y se utilizaron las
lecturas corregidas para el calculo de la viabilidad celular con la siguiente

ecuacion:

A muestra

Viabilidad celular (%) = A control negativo x 100

2.7 Ensayo de Deteccidon en Suspension

Para evaluar la capacidad de union in vitro del nanosistema dependiente
del nivel de expresion del receptor HER2 en las distintas lineas celulares, se
realizd un ensayo de deteccidon en suspensiéon mediante la union directa del

nanosistema a las lineas celulares Vero CCL-81, ZR-75-30 y HCC1954. Para
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esto se prepar6 una suspension celular de 100,000 células en 100 uL de medio
de cultivo sin suplementar. Estas fueron incubadas con 200 pL del nanosistema
AUNP-PEG-AptHer2 (5 pg/mL) y se incubd por 30 minutos a 37°C con 5% CO..
Los tubos se centrifugaron a 1000 rpm por 5 minutos, se descartd el

sobrenadante y el pellet celular se resuspendi6 en 10 pL de medio de cultivo.

Posteriormente se tomaron los 10 pL de la suspensién y fueron
depositados en la camara para conteo celular del equipo Countess Il FL
Automated Cell Counter. Se medid la concentracion celular, porcentaje de células
marcadas y la intensidad de fluorescencia relativa en el canal de fluorescencia

para Cy5 a una longitud de onda de 664 nm.

Para descartar la union inespecifica del nanosistema se realizé un ensayo
de bloqueo previo del receptor HER2 haciendo una primera incubacion de las
células con un exceso del anticuerpo trastuzumab (50 pg/mL) el cual es
especifico al receptor. Las células fueron incubadas por 30 min a 37 °C con 5%
CO,. Los tubos se centrifugaron a 1000 rpm por 5 minutos, se descarto el
sobrenadante y se realiz6 la incubacidén con el nanosistema (5 pug/mL) por 30

minutos, llevando a cabo el procedimiento previamente descrito.

2.8 Microscopia de Fluorescencia

Para confirmar los resultados obtenidos mediante la deteccién por

suspension, se realizé microscopia de fluorescencia en las lineas celulares Vero
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CCL-81 como control no canceroso de baja expresiéon de HER2 y la linea

HCC1954 de sobreexpresion de HER2.

Las células fueron sembradas en placas de 6 pozos con 2 cubreobjetos
redondos por pozo. 500,000 células/mL con 1 pL penicilina/estreptomicina y
anfotericina B se incubaron a 37 °C con 5% CO2 por 24 horas. Transcurrido el
tiempo de incubacién, se retir6 el medio y se realiz6 un lavado con PBS 1X. La
fijacion se llevd a cabo agregando 1 mL de acetona/metanol relacién 1:1,
cubriendo la placa con papel aluminio e incubando por 20 min a 4°C. Transcurrido
el tiempo de fijacion se retird el sobrenadante y se realizaron 3 lavados con PBS

1X.

Una vez fijadas las células se agregd 1 mL del nanosistema AuNP-PEG-
AptHer2 (10 pg/mL en PBS 1X) y fueron incubadas por 1 hora a 37 °C con 5%
CO.. Como control negativo las células fueron tratadas con 1 mL de PBS 1X e
incubadas en las mismas condiciones. Una vez terminado el tiempo de
incubacion se retird el sobrenadante y se realizé un lavado con PBS 1X. Se
colocaron 2 L de DAPI listo para montaje sobre un portaobjetos, el cubreobjetos
fue retirado del pocillo con pinzas estériles y colocado en el portaobjetos sobre la
gota de DAPI. Para evitar el movimiento del cubreobjetos se colocd una pequefa

cantidad de esmalte transparente en las orillas del cubreobjetos y se dej6 secar.

Las laminillas fueron resguardadas de la luz a 4°C (maximo 2 semanas)
hasta su observacion en el microscopio de fluorescencia Leica DM 1000, en los

canales azul para DAPl a 461 nm, y en el canal rojo para el fluor6foro ATTO 647N
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presente en el nanosistema a 664 nm, donde las imagenes fueron capturadas en
el software QCapture. Todas las imagenes fueron capturadas bajo las mismas

condiciones y tiempos de exposicion.

Para el andlisis cuantitativo de las imagenes obtenidas del canal de
fluorescencia rojo correspondiente a la sefia del nanosistema, se realizaron
mediciones de la intensidad de fluorescencia media en 50 células individuales y
50 lecturas de fondo mediante el software ImageJ. Para comparar la intensidad
de la fluorescencia entre lineas celulares se determiné la fluorescencia celular

total corregida (CTCF) restando la sefial de fondo mediante la siguiente formula:

CTCF = Densidad de fluorescencia integrada — (Area de la célula X

Fluorescencia promedio de las lecturas del fondo)

2.9 Analisis Estadistico

El andlisis estadistico y las graficas de los resultados obtenidos se realizo

en el software GraphPad Prism 5.

Para el analisis del diametro de las particulas mediante TEM, se utilizaron
las mediciones obtenidas en ImagelJ. Luego se generd un histograma de
frecuencias, el cual fue ajustado mediante una distribucion Gaussiana para

visualizar la distribuciéon de tamafios y determinar el diametro promedio.
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Los andlisis de los resultados de MTT se realizaron mediante la prueba de
ANOVA de dos vias con post hoc Bonferroni y n=3, donde se realiz6 la
comparacién de los grupos experimentales contra el control de células sin tratar,
considerandose significativo cuando se obtuvo una p < 0.05 y graficandose el

promedio + desviacion estandar (SD).

El analisis de resultados obtenidos de la prueba de hemdlisis se realizé
mediante la prueba de ANOVA de dos vias con post hoc Bonferroni y n=5, donde
se realizé la comparacion entre todos los grupos experimentales, considerandose

significativo cuando se obtuvo una p < 0.05 y graficandose el promedio + SD.

El analisis correspondiente a los resultados de la evaluacion de la
capacidad de union in vitro del nanosistema se llevo a cabo mediante la prueba
de ANOVA de una via con post hoc Bonferroni (n=3 en suspension y n=50 en
microscopia de fluorescencia), donde se realizé la comparacion entre las lineas
celulares, considerandose significativo cuando se obtuvo una p < 0.05 y

graficandose el promedio + SD.
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CAPITULO IlI

RESULTADOS

3.1 Caracterizacion Fisica del Nanosistema

Después de construir el nanosistema se realiz0 la caracterizacion y los

resultados se describen a continuacion:

3.1.1 Espectroscopia UV-Vis

En la figura 8a se muestra el espectro de absorcion obtenido de las AUNP-
PEG comerciales. Las AuNPs exhiben una propiedad optica conocida como
resonancia de plasmon de superficie localizada (LSPR). Esto da como resultado
una fuerte banda de absorbancia en la region visible (500 nm - 600 nm), lo cual

concuerda con la banda de maxima absorcion observada a 520 nm.

El espectro de absorcion obtenido del aptamero AptHer2 se observa en la
figura 8b. Se presentd un pico de absorcion maxima a 260 nm correspondiente a
la absorcion caracteristica de los acidos nucleicos, asi como un maximo de
absorcién a 646 nm el cual corresponde a la absorcion del fluoréforo ATTO 647N

presente en el extremo 3’ del aptamero.

En la figura 8c se observa el espectro UV-Vis obtenido del nanosistema

AuUNP-PEG-AptHer2, presentdndose una integracion de las tres sefales de

47



maxima absorciébn anteriormente observadas en los espectros de los
componentes individuales: la absorcién a 260 nm correspondiente a los acidos
nucleicos, la banda de resonancia a 523 nm de las AUNP-PEG y una tercera

sefial a 646 nm correspondiente a la absorcién del fluor6foro ATTO 647N del

aptamero.
Espectro de absorcion b Espectro de absorcion
a) AuNP-PEG ) AptHer2
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Figura 8. Espectros UV-Visible. a) AUNP-PEG. b) AptHer2. c) AUNP-PEG-

AptHer2. d) Desplazamiento batocromico del nanosistema.
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Al realizar una comparacion de la banda de resonancia de las AUNP-PEG
antes y después de realizar la conjugacion con el aptdmero como se ilustra en la
figura 8d, se observdé un desplazamiento en la longitud de onda de méaxima
absorcion correspondiente a la resonancia de plasmon de superficie de las

nanoparticulas de oro, de 520 nm a 523 nm.

3.1.2 Dispersion Dindmica de la luz

El andlisis de la dispersion dinamica de la luz tanto de las AuNP-PEG
comerciales como del nanosistema AuNP-PEG-AptHer2 se llevdé a cabo en
suspension en TE 1X pH 7.4. En la figura 9a se observan los resultados obtenidos
del didmetro hidrodinamico de AuNP-PEG, donde se obtuvo un diametro
promedio de 53.03 £ 2.69 nm con un indice de polidispersidad (PDI) de 0.318 +

0.013.

La dispersion de tamafos del nanosistema AuNP-PEG-AptHer2 se
observa en la figura 9b, donde se observéd un aumento del diametro

hidrodindmico promedio a 65.30 + 1.12 nmy PDI de 0.237 + 0.039.
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Figura 9. Dispersion dinamica de la luz. A) Dispersion de tamafios por volumen

de AuNP-PEG. b) Dispersion de tamafios por volumen de AuNP-PEG-AptHer2.

3.1.3 Potencial Zeta

La medida de la magnitud de la repulsion o atraccion electrostatica (o de
carga) entre las particulas se evalué mediante potencial Zeta en TE 1X pH 7.4.
Las muestras con un alto potencial Zeta, tanto negativo como positivo, se
estabilizan eléctricamente. Mientras que aquellas que poseen un bajo potencial

Zeta pueden dar lugar a una estabilidad fisica deficiente.
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El analisis de potencial Z de las AUNP-PEG se muestra en la figura 10a,
donde se obtuvo una carga superficial de -3.62 = 0.27 mV. Los resultados del
nanosistema AuNP-PEG-AptHer2 se muestran en la figura 10b, donde se

observé un aumento en la carga negativa a -17.40 + 0.68 mV.
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Figura 10. Potencial Zeta. a) AUNP-PEG, b) AuNP-PEG-AptHer2.
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3.1.4. Microscopia Electronica de Transmision

Para la confirmacién de forma y tamafio de las nanoparticulas comerciales
AuNP-PEG Yy el nanosistema se realiz6 microscopia electronica de transmision.
En la figura 11 se muestran imagenes representativas a diferentes aumentos de
las AUNP-PEG. Debido a la naturaleza del tipo de analisis y los componentes del
nanosistema, solo es visible el nacleo metélico de oro, donde se observaron

morfologias principalmente esféricas, ocasionalmente poligonales y dispersas.

Figura 11. TEM AuNP-PEG. a), b), ¢) y d) Micrografias representativas a

distintos aumentos.
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En lafigura 12 se muestran micrografias representativas correspondientes
al nanosistema AuNP-PEG-AptHer2 a distintos aumentos. Se observaron
morfologias principalmente esféricas y las particulas dispersas. En la figura 8d
se destaca un acercamiento donde se observo un halo alrededor de la particula,

sugiriendo la presencia del recubrimiento con PEG y el aptamero AptHer2.

(a) (b)

%’-'é:"“». °®

.
)

Figura 12. TEM AuNP-PEG-AptHer2. a), b) y ¢) Micrografias representativas a

(c) (d)

distintos aumentos, d) Acercamiento de particula que muestra un halo en la

superficie.

A partir de las micrografias obtenidas se realizaron mediciones del

diametro de las particulas (n=100) y se elabord un histograma de frecuencia de
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didmetro (Figura 13). Para las AuNP-PEG (Figura 13a) se observd una
distribucion de tipo Gaussiana donde se obtuvo un diametro de AuNP promedio
de 19.29 + 1.83 nm. Para el nanosistema AuNP-PEG-AptHer2 (Figura 13b) se
observé una distribucion de tipo Gaussiana donde se obtuvo un didmetro de

AUNP promedio de 19.21 £+ 1.86 nm.

[J Histograma
! — Ajuste Gaussiano
8 104
g
g H 19.29 £1.83 nm
o
o
w51
c LJ % L] LJ L) L]
0 10 20 30 40 50
Diametro (nm)
15+ =
b)
f\ [0 Histograma
— Ajuste Gaussiano
S 104
e
g 19.21 +1.86 nm
2 |
2
w54
c L) L} L) L]
0 10 20 30 40 50

Diametro (nm)

Figura 13. Histograma de frecuencia de didmetro obtenido por TEM con

ajuste Gaussiano. a) AUNP-PEG, b) AuNP-PEG-AptHer2.
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Al realizar una comparacion de las micrografias obtenidas de las AuNP-
PEG y nanosistema AuNP-PEG-AptHer2 como se muestra en la Figura 14, se
puede observar que las particulas se encuentran mas separadas una de la otra

en el nanosistema que sin conjugar con el aptamero AptHer2.

Figura 14. TEM de a) AUNP-PEG y b) AuNP-PEG-AptHer2. Micrografias

representativas donde en b) se observa una separacion entre las particulas.

3.2 Prueba de Hemadlisis

Los resultados de la evaluacion de la hemotoxicidad in vitro mediante la
prueba de hemdlisis se resumen en la Figura 15. De acuerdo con la guia ASTM-
F756-08, que determina la practica estandar para la evaluacion de las

propiedades hemoliticas de materiales, estos puedes ser clasificados como no
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hemoliticos cuando provocan una hemolisis menor al 2%, ligeramente hemolitico

entre 2 y 5%, y altamente hemolitico mayor al 5%.

Las AuNP-PEG presentaron una actividad no hemolitica en todas las
concentraciones probadas, mostrando una hemdlisis menor al 2%. El aptamero
AptHer2 a 50 nM present6 hemalisis menor al 2%, mientras que a 100 y 200 nM
presentd hemolisis menor al 5%. El nanosistema AuNP-PEG-AptHer2 presento
hemdlisis menor al 2% a la concentracién baja, mientras que a 0.5y 5 pg/mL
demostré hemdlisis menor al 5%. El anticuerpo trastuzumab presenté hemdlisis
menor al 2% a 0.01 y 0.1 pg/mL, mientras que a 1 pg/mL se observé hemdlisis

mayor al 2% (TABLA III).
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Figura 15. Hemdlisis in vitro de las AUNP-PEG, aptamero AptHer2,

nanosistema AuNP-PEG-AptHer2 y trastuzumab. n = 5, n.s. no significativo.
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No existio diferencia estadisticamente significativa en el grado de
hemolisis provocada entre los grupos estudiados. En la TABLA IV se visualizan
los porcentajes de hemdlisis obtenidos para cada grupo, y de acuerdo con la guia
ASTM- F756-17, las AUNP-PEG se clasifican como no hemoliticas, y el aptdmero
AptHer2, el nanosistema y el trastuzumab como ligeramente hemoliticos a las
concentraciones evaluadas, destacando que en ningln caso se presentd

actividad altamente hemolitica.

TABLA IV

Porcentaje de hemdlisis + SD.

Concentracion | AUNP-PEG | AptHer2 Nanosistema | Trastuzumab
Baja 1.10+0.66 | 1.26+0.67 | 0.83+0.21 1.76 £ 0.85
Media 1.99+0.98 | 2.85+0.95 2.55 +0.63 1.76 £ 0.40
Alta 2.07+£0.55 | 294+1.05 2.83+0.32 2.73 +0.69

Verde: no hemolitico, amarillo: ligeramente hemolitico.

3.3 Ensayo MTT

La evaluacion de la citotoxicidad in vitro por medio del ensayo de MTT se
realizd transcurridas las 24 h de los tratamientos con AuNP-PEG, aptamero
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AptHer2, nanosistema y anticuerpo trastuzumab en las lineas celulares Vero

CCL-81 como control no canceroso, LNCaP, ZR-75-30 y HCC1954.

3.3.1 Ensayo MTT AuNP-PEG

En la Figura 16 se muestran los resultados del tratamiento con las AUNP-
PEG sin conjugar en las lineas celulares. En la linea celular control no canceroso
Vero CCL-81, ZR-75-30 y HCC1954 no se observo un efecto estadisticamente
significativo en la disminucion de la viabilidad, mientras que en la linea LNCaP
se observo una disminucion estadisticamente significativa del 16.4% en la

viabilidad celular a 0.5 pg/mL.

T
1004 = I e x = Th T T 1
l***l T = [ No tratadas
__ 80- == 3 0.05 pg/mL
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Figura 16. MTT 24 h AuNP-PEG. n = 3, *** p < 0.001 contra el control de

células no tratadas.
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3.3.2 Ensayo MTT Aptamero AptHer2

Los resultados del tratamiento por 24 h con el aptamero AptHer2 se
resumen en la Figura 17. Se destaca la disminucion estadisticamente significativa
del 10% de viabilidad en la linea celular ZR-75-30 de sobreexpresion de HER2 a
200 nM, mientras que en el resto de las lineas se puede observar una tendencia

a tener un efecto dependiente de la concentracion.
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Figura 17. MTT 24 h aptamero AptHer2. n = 3, * p < 0.05 contra el control de

células no tratadas.

3.3.3 Ensayo MTT Nanosistema AuNP-PEG-AptHer2

En la Figura 18 se muestran los resultados del tratamiento de las diferentes
lineas celulares con el nanosistema. En la linea celular Vero CCL-81 no se
observo un efecto significativo en la disminucion de la viabilidad celular a las

concentraciones evaluadas, mientras que en las lineas celulares de cancer
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LNCaP, ZR-75-30 y HCC1954 se observdo un efecto estadisticamente
significativo en la disminucion de la viabilidad de hasta el 15-20%. Se resalta el
efecto del nanosistema AuNP-PEG-AptHer2 en la linea de sobreexpresion de
HER2 HCC1954 resistente a trastuzumab, donde se observd una disminucién de

la viabilidad estadisticamente significativa a todas las concentraciones evaluadas

de hasta el 20% a 0.5 pg/mL.
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Figura 18. MTT 24 h Nanosistema AuNP-PEG-AptHer2. n = 3,

**pn < 0.01, ** p <0.001 contra el control de células no tratadas.

3.3.4 Ensayo MTT Anticuerpo Trastuzumab

Los resultados del tratamiento por 24 h con el anticuerpo trastuzumab se
ilustran en la Figura 19, donde se observa que existio un efecto significativo en

todas las lineas celulares dependiente de la concentracion.
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En la linea celular Vero utilizada como control no canceroso y con niveles
bajos de expresion de HER2 demostré una reduccion de la viabilidad no
especifica estadisticamente significativa del 25%. La linea celular LNCaP
demostré disminucion de la viabilidad estadisticamente significativa a todas las

concentraciones evaluadas.

La linea ZR-75-30 de sobreexpresion de HER2 y sensible a trastuzumab
mostré una disminucién de la viabilidad dependiente de la concentracion, donde
a la mayor concentracion se observo una disminucion del 24%. En la linea
HCC1954 de sobreexpresion de HER2 y resistente a trastuzumab existio una

disminucién de la viabilidad celular del 18% a la mayor concentracion evaluada.
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Figura 19. MTT 24 h trastuzumab. n = 3, * p < 0.05, ** p < 0.01, ** p < 0.001

contra el control de células no tratadas.
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Enla TABLA V se muestran los porcentajes de viabilidad celular obtenidos
de cada grupo estudiado para una visién general del efecto que tuvo cada grupo

de estudio en las diferentes lineas celulares.

3.4 Capacidad de Union in Vitro en Suspension

Para evaluar la capacidad de union del nanosistema in vitro en lineas
celulares con distintos niveles de expresion de HER2, se realiz6 un ensayo de
deteccion por fluorescencia con células en suspension. De acuerdo con los
resultados obtenidos en el objetivo 2, se decidio continuar trabajando con las
lineas celulares Vero como control no canceroso, asi como las lineas ZR-75-30
y HCC1954 de cancer de mama y sobreexpresion de HER2. Se realiz6 un ensayo
de incubacion directa con el nanosistema, y para confirmar la especificidad de
unién al receptor HER2 se llevé a cabo un ensayo de bloqueo previo del receptor
realizando una primera incubacion con exceso del anticuerpo trastuzumab

especifico para HERZ2, y una segunda incubacion con el nanosistema.
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TABLA YV

Viabilidad celular en las lineas celulares Vero, LNCaP, ZR-75-30 y HCC1954.

Se muestra el promedio (%) + SD.

Concentracion | Vero CCL-81 LNCaP ZR-75-30 HCC1954
Control 99.00 £1.35 | 99.00 + 1.35 | 100.00 £ 3.04 | 100.00 + 2.44
E_a 0.05 pg/mL [ 108.40 £ 10.12 | 92.28 +5.63 | 100.31 + 2.86 | 103.12 + 3.16
%:; 0.5 pg/mL 106.39 £ 0.98 | 82.61 +2.20 | 96.86 +3.22 | 93.91+1.14
< 5 pg/mL 106.98 + 1.49 | 90.80 £4.57 | 92.34 +2.09 | 93.08 + 6.03
Control 99.00 £1.35 | 97.85+2.43 |100.00 £ 2.25 | 100.00 + 2.44
N 50 nM 97.85+243 | 99.63+£1.74 | 98.39+1.34 | 99.56 + 6.56
o
g_ 100 nM 96.15+3.14 | 96.76 £2.49 | 93.71 +3.73 | 96.25 + 4.60
200 nM 89.46 £5.17 | 93.78+£2.73 | 91.52+6.74 | 94.00 + 1.47
~ Control 99.00 £1.35 | 99.00 + 1.35 | 100.00 £ 2.25 | 100.00 + 2.44
%_ 0.05 pg/mL | 103.32 £3.15 | 92.98 £5.67 | 95.77 £2.73 | 90.64 + 3.88
E_IJ) 0.5 pg/mL 98.81+£6.27 | 91.91+251 | 9528 +3.77 | 81.47 £2.11
Z
E 5 pg/mL 96.68+1.43 | 88.11+223 | 88.28+0.74 | 84.45+3.12
Control 100.00 + 1.33 |100.00 + 1.33| 97.04 + 2.19 | 100.00 £ 1.33
-‘2“ 0.01 pg/mL 92.00£2.06 | 83.09+214 | 92.26 +0.52 | 86.25+9.73
>
% 0.1 pg/mL 81.19+162 (80.73+12.74| 81.06 +5.16 | 92.35 +3.43
= 1 pg/mL 75.01+6.28 | 76.08 +7.83 | 76.16 +2.19 | 82.01 +3.30
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En la Figura 20 se muestran micrografias representativas obtenidas de la
linea ZR-75-30 de sobreexpresion de HER2, donde se muestran en la primera
fila el campo claro y en la segunda fila el campo de fluorescencia en el canal rojo
correspondiente a la sefial del fluor6foro presente en el nanosistema. En la
primera columna se observa el grupo de células no tratas en campo claro,
mientras que en el canal de fluorescencia se observo 0% de sefial. En la segunda
columna se muestra el grupo del ensayo de incubacion directa con el
nanosistema, donde se observan las células en campo claro, mientras que en
canal de fluorescencia se obtuvo un 90% de sefial correspondiente a la unién del
nanosistema. En la tercera columna se muestran imagenes representativas del
ensayo de bloqueo previo del receptor HER2 tanto en campo claro como en el
canal de fluorescencia, donde se observa que el bloqueo previo con Trastuzumab
ocasiond una disminucion de la sefial de fluorescencia del 85% respecto al

ensayo de union directa.
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CY5 0% 0.00 x 10%/mL CY5 90%  6.72 x 10°/mL CY5 5% 2.35 x 104/mL

Figura 20. Micrografias del ensayo de capacidad de union in vitro por

suspension en linea celular ZR-75-30. Aumento 2.5X.

En el analisis estadistico de los resultados se graficaron las unidades de
fluorescencia relativa (RFU) de la union directa del nanosistema y el ensayo de
bloqueo previo. En la Figura 21 se observa que existi0 una disminucién
estadisticamente significativa de la sefial de fluorescencia del nanosistema al
realizar el bloqueo previo del receptor con el anticuerpo trastuzumab,
representando una disminucién en la capacidad de union del nanosistema al

receptor HER2.
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Figura 21. Unidades de fluorescencia relativas (RFU) del ensayo de capacidad

de union in vitro en suspension en linea celular ZR-75-30. n = 3, *** p < 0.001.

Las imagenes representativas obtenidas de la linea HCC1954 de
sobreexpresion de HER se muestran en la Figura 22. Las células no tratadas se
pueden observar en campo claro, asi como en el canal de fluorescencia donde
no se presentoé sefal. En la segunda columna se observan las células incubadas
con el nanosistema en campo claro y en campo de fluorescencia presentando
una sefal del 80%. La tercera columna corresponde a las células incubadas con
exceso de anticuerpo trastuzumab, donde se demostré una disminucion de la

sefal de fluorescencia de 76% respecto al ensayo de union directa.
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Campo claro

ATTO 647N

Concentration Concentration Concentration
Total 9.20 x 10¢/mL Total 2.66x10°/mL  Total 1.11 x 10¢/mL
CY5 0%  0.00x10%mL CY5 80% 2.12x10%mL CY5 4%  4.40x10%mL

Figura 22. Micrografias del ensayo de capacidad de union in vitro por

suspension en linea celular HCC1954. Aumento 2.5X.

En el andlisis estadistico de los resultados se graficaron las unidades de
fluorescencia relativa (RFU) de la union del nanosistema y el bloqueo previo del
receptor HER2. En la Figura 23 se muestran los resultados correspondientes a
la linea HCC1954, donde existio una alta sefial de fluorescencia en el ensayo de
unién directa con el nanosistema, mientras que al realizar el bloqueo previo del
receptor HER2 con el anticuerpo trastuzumab existi6 una disminucién

estadisticamente significativa de la sefial de fluorescencia obtenida.
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Figura 23. Unidades de fluorescencia relativas (RFU) del ensayo de capacidad

de union in vitro en suspension en linea celular HCC1954. n = 3, *** p < 0.001.

Las fotografias representativas obtenidas de la linea Vero CCL-81 se
resumen en la Figura 24. En las células no tratadas no se obtuvo sefal de
fluorescencia, al realizar la incubacion con el nanosistema se obtuvo un 5% de
sefal en el canal de fluorescencia, y al hacer el bloqueo previo del receptor se

vio una disminucion de la sefal del 5% al 1%.
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Figura 24. Micrografias del ensayo de capacidad de union in vitro por

suspension en linea celular Vero CCL-81. Aumento 2.5X.

En la Figura 25 se muestra el analisis de las unidades de fluorescencia
relativa (RFU) de la linea Vero CCL-81, donde se observo una disminucion
estadisticamente significativa de la sefial de fluorescencia correspondiente a la

unién del nanosistema al realizar el bloqueo previo del receptor HER2.
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Figura 25. Unidades de fluorescencia relativas (RFU) del ensayo de capacidad

de union in vitro en suspension en linea celular Vero CCL-81. n =3, * p < 0.05.

En la comparacion directa de las unidades de fluorescencia relativa
obtenidas en las distintas lineas celulares (Figura 26), se observd incremento
estadisticamente significativo de la sefial de fluorescencia correspondiente al
ensayo de incubacion directa con el nanosistema AuNP-PEG-AptHer2 en las
lineas de cancer de mama ZR-75-30 y HCC1954 de sobreexpresion de HER2 al
compararlas con la sefal obtenida de la linea Vero CCL-81 de expresion basal

del receptor.
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Figura 26. Unidades de fluorescencia relativas (RFU) del ensayo de capacidad
de union in vitro en suspension en lineas celulares Vero CCL-81, ZR-75-30 y

HCC1954. n = 3, *** p < 0.001, n.s. no significativo.

3.5 Capacidad de Union in Vitro por Microscopia de Fluorescencia

Para corroborar los resultados obtenidos del ensayo de union in vitro en
suspension se llevé a cabo microscopia de fluorescencia en la linea Vero CCL-
81 como control no canceroso de expresion basal de HER2 y la linea HCC1954

de sobreexpresion de HER2 incubando con el nanosistema AuNP-PEG-AptHer2.

En la Figura 27 se muestras micrografias representativas obtenidas de la
linea Vero CCL-81. En la primera fila se muestra el control negativo tratado con
PBS 1X y montado con DAPI, mientras que la segunda fila corresponde a la

incubacion con el nanosistema. Se observa que el control negativo solo presentd
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sefal de fluorescencia en el canal azul correspondiente a la sefial de DAPI de los
nucleos de las células. En la incubacion con el nanosistema se observa la sefial
de los nucleos en color azul, mientras que en el canal rojo correspondiente a la
sefal del fluor6foro ATTO 647N en el nanosistema se observé una baja sefial

presente en las células.
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Figura 27. Microscopia de fluorescencia linea celular Vero CCL-81. Aumento

40X. La barra de escala corresponde a 10 pm.

En la Figura 28 se muestran micrografias representativas obtenidas de la
linea celular HCC1954. En el control negativo solo se obtuvo sefal de
fluorescencia en el canal azul correspondiente a la sefial de DAPI de los nucleos.
En la segunda fila correspondiente a la incubacion con el nanosistema, en el

canal azul se observa la presencia de sefial correspondiente a los nucleos,
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mientras que en el canal rojo se detectd una fuerte sefial de fluorescencia en las

células correspondiente a la union del nanosistema.

Campo claro DAPI ATTO 647N Merge

Control negativo

AuNP-PEG-AptHer2

Figura 28. Microscopia de fluorescencia linea celular HCC1954. Aumento 40X.

La barra de escala corresponde a 10 pm.

A partir de las micrografias obtenidas en el canal de fluorescencia rojo en
ambas lineas celulares se realizaron mediciones de la intensidad de
fluorescencia celular corregidas con el ruido de fondo, y los resultados se

muestran en la Figura 29.

La incubacion de la linea celular HCC1954 de sobreexpresion de HER2
demostré un incremento estadisticamente significativo en la intensidad de

fluorescencia media correspondiente a la union del nanosistema en comparacion
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con lalinea celular Vero CCL-81 de expresion basal, donde se presentd una baja

sefal de fluorescencia.
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Figura 29. Intensidad de fluorescencia media en lineas celulares Vero CCL-81

y HCC1954. n=50, *** p< 0.001.
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CAPITULO IV

DISCUSION

La caracterizacion de nanomateriales mediante espectroscopia UV-Vis
permite la identificacién de sus componentes individuales, asi como del espectro
caracteristico de cada uno. En los espectros UV-Vis obtenidos de las AuNPs
comerciales recubiertas con PEG de 5 kDa se observé un espectro de absorcion
un pico de maxima absorcion a 520 nm. Esta banda de absorcion corresponde a
la resonancia de plasmon superficial localizada (LSPR), y esta dependera
principalmente del diametro y forma de las NPs, oscilando los 520 nm para las

AuUNPs esféricas de 20 nm de diametro 4.

El espectro de absorcion obtenido del aptamero AptHer2 demostré dos
sefales principales de maxima absorcion; la sefial a 260 nm corresponde a la
absorcion de los acidos nucleicos, como ha sido reportado previamente por Shen,
C. (2019) ">. Adicionalmente se observo la presencia del fluoréforo ATTO 647N

con la sefial de maxima absorcion a 646 nm.

En el espectro de absorcion correspondiente al nanosistema se observo
una integracion de las sefales principales observadas anteriormente en los
componentes individuales; la sefial de los acidos nucleicos, del LSPR de las
AuNPs vy la sefal del fluor6foro. Esta integracion de sefales observadas

mediante UV-Vis se ha reportado como indicio de una conjugacion exitosa ®.
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El desplazamiento observado en la longitud de onda de maxima absorcion
correspondiente a la banda de resonancia de plasmon de 520 nm para las AuNP-
PEG a 523 nm para el nanosistema es un fenébmeno denominado desplazamiento
batocromico, esto debido a un cambio en el indice de refraccion de la superficie
de la particula al estar conjugada. En la literatura han sido reportados
desplazamientos batocrémicos de entre 2 y 4 nm al conjugar AuNPs con

aptameros o anticuerpos 77 78,

La determinacién del diametro hidrodindmico mediante DLS en las AuNP-
PEG demostré un diametro promedio de 53.03 + 2.69 nm y un PDI de 0.318 £
0.013. Este aumento en el diametro core de 20 nm de la AUNP comerciales puede
ser explicado por el recubrimiento de la superficie con el polimero PEG de 5 kDa,;
previamente ha sido reportado que la estabilizacion de nanoparticulas de oro con
PEG representa un aumento en el diametro hidrodinamico de entre 20-30 nm,

dependiendo de la longitud de las cadenas del polimero 7.

En el caso del nanosistema AuUNP-PEG-AptHer2 se presentd un aumento
en el diametro hidrodinamico promedio a 65.30 £ 1.12 nmy PDI de 0.237 £ 0.039.
La conjugacion de aptameros en la superficie de AuNPs ha demostrado
aumentos en el diametro mediante DLS de 10-20 nm 89, o cual concuerda con lo

observado en este trabajo y sugiere la correcta conjugacion del nanosistema.

En cuanto al PDI, esta es una medida de la uniformidad de distribucion de
tamafios en una poblacion de particulas, donde valores menores a 0.3 son

considerados poblaciones homogéneas 8. Tanto para las AUNP-PEG como el
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nanosistema se obtuvieron PDI aceptables, destacando la disminucion de este al
realizar la conjugacion con el aptamero. Esto indica una mejora en la

homogeneidad y distribucion de la muestra.

Mediante potencial Zeta se obtuvo la carga eléctrica superficial promedio
de las AUNP-PEG de -3.62 + 0.27 mV, mientras que para el nanosistema AuNP-
PEG-AptHer2 se obtuvo una carga superficial promedio de -17.4 + 0.68 mV. Se
puede destacar el aumento en la carga negativa en el nanosistema que presenta
el aptdmero en su superficie; este fendmeno ha sido reportado previamente por
Wu, Y. et al. (2022) al conjugar nanoparticulas de oro con aptameros,
demostrando cambios en el potencial Z de -2 mV a -18 mV . Este aumento de
la carga negativa puede ser explicado por la naturaleza de la estructura de los
acidos nucleicos, ya que estos contienen grupos fosfato en su esqueleto que bajo

condiciones fisioldgicas les confieren una carga neta negativa .

Asimismo, mediante potencial Z se puede realizar una estimaciéon de la
estabilidad de los nanomateriales, ya que valores cercanos al 0 hablan de
poblaciones que tienden a la aglomeracion, mientras que valores alejados del 0
presentan buena estabilidad 8. En cuanto a los resultados obtenidos, se observo
gue las AUNP-PEG con un valor de carga cercano al O pueden tener tendencia a
la aglomeracion, mientras que al realizar la conjugacién con el aptamero AptHer2

aumenta la carga negativa y mejora la estabilidad del nanosistema.

El analisis del didametro de particula por TEM demostr6 que las AUNP-PEG

poseen un diametro promedio de 19.29 + 1.83 nm y morfologias principalmente
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esféricas, mientras que para el nanosistema se obtuvo un didmetro promedio de
19.21 + 1.86 nm y morfologias esféricas, concordando con lo reportado por el
fabricante de las nanoparticulas de oro comerciales 8. Se debe tomar en cuenta
gue, debido a la naturaleza del analisis, el voltaje de aceleracién utilizado para la
captura de las imagenes y el estado deshidratado de la muestra no es posible
observar a simple vista el recubrimiento de PEG o el aptdmero, sino que
solamente se observa la particula metalica. En el caso del nanosistema se logro
observar un halo alrededor de una particula, lo cual podria ser indicio de ese

recubrimiento.

Para mejorar la visualizacion y resolucion de los componentes de los
nanosistemas se utilizan técnicas como la tincion negativa con tungstato o
acetato de uranilo . Otra alternativa para la visualizaciéon de los componentes
biologicos del sistema como el polimero es la microscopia electrénica de barrido
(SEM), a partir de la cual se obtiene cierta cantidad de informacién tridimensional

gue se puede utilizar para reconstruir la forma de una estructura simple 2.

Al comparar las micrografias obtenidas de las AUNP-PEG y nanosistema
mediante TEM, se observo que las particulas al estar conjugadas con el aptamero
AptHer2 se encontraban mas separadas unas de las otras. Al correlacionar con
los resultados obtenidos por potencial Z, el nanosistema presentd una mayor
carga eléctrica negativa. Este efecto ha sido reportado previamente por Stiufiuc,
R. et al. (2013), donde a mayor carga negativa existe mayor repulsién
electrostatica entre las particulas y mediante TEM se pueden observar mas
separadas unas de otras al estar conjugadas con el aptamero 8.
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El estado de agregacion o dispersion puede ser estimado por medio de
TEM, de tal manera que nanoparticulas agregadas se observaran una sobre otra
formando cumulos, mientras que en estado de dispersion se logran observar
separadas y de manera individual. A su vez las micrografias obtenidas pueden
correlacionarse con los espectros UV-Vis, ya que las propiedades Opticas de las
nanoparticulas de oro cambian cuando se agregan y la resonancia del plasmon
superficial cambia a energias mas bajas, provocando que los picos de absorcion
se ensanchen y se desplacen hacia longitudes de onda mayores 8. Al observar
los espectros UV-Vis obtenidos y las micrografias por TEM tanto para las AuNP-
PEG como para el nanosistema se logré determinar que ambas poblaciones se

encuentran en estados de dispersion.

En la evaluacion de la viabilidad celular mediante el ensayo de MTT, la
incubacion con las AUNP-PEG no demostro un efecto significativo en la reduccion
de la viabilidad de la linea control Vero y las lineas de cancer de mama ZR-75-
30 y HCC1954. Sin embargo, se observé una reduccion significativa en la linea
LNCaP del 16.3% respecto al control no tratado. La sensibilidad de esta linea
celular de cancer de prostata a las AuNPs recubiertas con polimeros como el
guitosano fue caracterizada por Tangthong, T. et al. (2021), donde se demostro

una reduccion cerca del 30% de viabilidad a 6.25 pg/mL .

El tratamiento con el aptdmero AptHer2 no mostrd un efecto significativo
en la linea control Vero y las lineas de cancer LNCaP y HCC1954. Sin embargo,
se observo una reduccion significativa en la linea ZR-75-30 del 10% a la mayor
concentracion probada respecto al control no tratado. Esta linea celular de cancer
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de mama sobreexpresa HER2, y debido a que el aptdmero es dirigido a este
receptor, podria representar un efecto selectivo, cémo fue reportado por Gijs y

colaboradores (2016) 6.

La incubacién con el nanosistema AuNP-PEG-AptHer2 no provocd una
disminucion significativa de la viabilidad en la linea Vero control, sugiriendo su
biocompatibilidad, mientras que en las lineas de cancer LNCaP, ZR-75-30 y
HCC1954 present6 un efecto significativo en la disminucién de la viabilidad entre
el 15y 20% respecto al control no tratado. Se destaca el efecto observado a todas
las concentraciones probadas en la linea de cancer de mama HCC1954 con
sobreexpresion de HER2 ya que es una linea resistente al tratamiento
convencional trastuzumab, observandose el mayor efecto con hasta 20% de

reduccion de la viabilidad celular.

Por un lado, el efecto citotoxico de las AUNPs con carga negativa ha sido
caracterizado previamente en lineas celulares de cancer, debido principalmente
a la generacion de ROS, estrés oxidativo y modificaciones epigenéticas; sin
embargo, estos efectos se presentaron a concentraciones muy altas de hasta
1000 pg/mL °°, Por otra parte, Gijs, M. y colaboradores (2016) caracterizaron el
efecto especifico del aptdmero HeA2_3 en lineas celulares con sobreexpresiéon
de HER2, donde observaron reducciones de hasta el 20% a concentraciones
altas de 0.1 pM y en tratamientos prolongados de 6 dias °6. Debido a la
incorporacion de ambos componentes en el nanosistema, se logré observar un
efecto sinérgico en lineas de cancer HER2+ que permitio utilizarlo a
concentraciones bajas y cortos tiempos de incubacion.
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En el tratamiento con el anticuerpo trastuzumab se observd un efecto
significativo en la reduccion de la viabilidad en todas las lineas celulares
evaluadas, destacando una disminucion de la viabilidad no especifica en la linea
Vero control de hasta el 25% respecto al control no tratado. A la fecha no ha sido
reportado el efecto del trastuzumab en lineas sanas como la Vero o en la linea
de cancer de prostata LNCaP, sin embargo, tanto en la linea ZR-75-30 como en
la linea HCC1954 de sobreexpresion de HER2 ha reportado un efecto en la
disminucién del 15-20% de la viabilidad °* °2, concordando con lo observado en

este trabajo y en el rango de concentraciones evaluadas.

Existen distintos factores que influyen en las propiedades hemoliticas de
los nanomateriales y que deben considerados al ser evaluados, tales como el
tamafno, carga superficial de la particula, el recubrimiento y la metodologia
utilizada. Respecto a los resultados obtenidos, no existio una diferencia
estadisticamente significativa en el grado de hemodlisis provocado entre los
distintos grupos estudiados, los cuales fueron clasificados entre no hemoliticos y
ligeramente hemoliticos, sin sobrepasar el 5% de hemdlisis de acuerdo con la

guia ASTM-F756-17.

En 2019 Verimli, N. y colaboradores determinaron la actividad hemolitica
de AuNPs de 13 nm recubiertas con PEG, donde se presentaron hemdlisis
menores al 2% clasificAndose como no hemoliticas %, correspondiendo con los
resultados obtenidos. Por otra parte, se ha reportado la actividad hemolitica de

aptameros conjugados con nanomateriales como el 6xido de nanografeno,
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presentando hemolisis menores al 5% vy clasificandose como ligeramente

hemoliticos 4.

En cuanto a la deteccion del nivel de expresién de HER2, el ensayo de
union en suspension demostré un aumento significativo de la sefal de
fluorescencia en las lineas de cancer de mama de sobreexpresion de HER2 en
comparacién con la linea celular Vero CCL-81 de expresion basal. Estos
resultados concuerdan con lo reportado por Gijs, M. et al. (2016), donde
demuestran que la intensidad de la sefial de fluorescencia depende del nivel de
expresion de HER2 en cada linea celular, tanto en el marcaje con anticuerpos

como con aptameros 6.

Por microscopia de fluorescencia fue posible corroborar los resultados
obtenidos mediante el ensayo en suspension, donde de igual manera se observo
intensidad de fluorescencia dependiente del nivel de expresion de HER2 y existid
un incremento significativo en la linea celular HCC1954 que sobreexpresa el
receptor respecto a la linea Vero. El patron de tincion y ubicacion de HER2 en la
linea celular HCC1954 ha sido demostrado previamente °°, concordando con lo

observado en los resultados.

El ensayo de bloqueo previo del receptor permiti6 demostrar que existe
una disminucion significativa de la sefial de fluorescencia al realizar una primera
incubacion con exceso del anticuerpo trastuzumab y la subsecuente incubacion
con el nanosistema. El andlisis de la especificidad de union y competencia del

epitopo fue reportado utilizando un exceso de aptamero y la tincién con
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anticuerpos, donde se observé disminucién de la unién a las células 6. Esto
puede ser debido a distintas razones: la union involucra el mismo epitopo, HER2
sufre un cambio alostérico cambiando el epitopo o HER2 no esta disponible por
internalizacion. Estos resultados sugieren que el nanosistema es capaz de unirse

de manera especifica al receptor HER2.
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CAPITULO V

CONCLUSIONES

Los espectros UV-Vis permitieron identificar los componentes del
nanosistema AuNP-PEG-AptHer2. Se obtuvo un nanosistema con diametro
hidrodinamico de 65.3 nmy carga superficial de -17.4 mV. Por TEM se confirmé
el diametro core de 19.2 nm, morfologia esférica, distribucion homogénea y un

estado de dispersion.

Las AuNP-PEG a 0.5 pg/mL mostraron una disminucion de la viabilidad en
la linea LNCaP. El aptamero AptHer2 200 nM disminuy0 la viabilidad de la linea
de cancer ZR-75-30. El nanosistema demostrd disminucion de viabilidad en las
lineas de cancer LNCaP, ZR-75-30 y HCC1954 entre 15 — 20%. EIl anticuerpo
trastuzumab demostré una disminucion del 25% de viabilidad en la linea no

cancerosa Vero CCL-81.

De acuerdo con la guia ASTM-F756-17, las AUNP-PEG se consideran no
hemoliticas a las concentraciones evaluadas. El aptdmero y nanosistema se
clasificaron como no hemoliticos a la concentracion baja, y ligeramente
hemoliticos a las concentraciones media y alta probadas. El anticuerpo

trastuzumab presenté actividad ligeramente hemolitica a la mayor concentracion.

La deteccion en suspension con incubacién directa del nanosistema

permitio diferenciar la linea de baja expresion y las lineas de alta expresion de
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HER2. La disminucion de la sefial de fluorescencia en el ensayo de bloqueo
sugiere especificidad hacia el receptor. Por microscopia de fluorescencia se

observé una union dependiente del nivel de expresion de HER2.

Como conclusién global y respondiendo a la hipotesis del presente trabajo,
se obtuvo un nanosistema AuNP-PEG-AptHer2 de 65.3 nm de didmetro
hidrodindmico y -17.4 mV de carga superficial, biocompatible en células sanas y
con efecto en la reduccion de la viabilidad en células de céncer con
sobreexpresion de HER2, ligeramente hemolitico, especifico para HER2 y capaz

de detectar lineas celulares en funcion de su nivel de expresion.
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CAPITULO VI

PERSPECTIVAS

Como perspectivas se tiene utilizar una linea celular humana sana como
control negativo, prolongar los tiempos de incubacion del ensayo de MTT a 48y
72 horas, realizar un grupo de tratamiento combinando el nanosistema
desarrollado y el anticuerpo trastuzumab, llevar a cabo una curva de
concentracion tanto de nanosistema como de células para la deteccion por
fluorescencia, agregar el grupo de bloqueo previo de receptor en la microscopia
de fluorescencia y a largo plazo estudiar los cambios moleculares generados en

el tratamiento con el nanosistema.
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