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RESUMEN

El nimero de mujeres diagnosticadas con cancer de mama sigue aumentando y los
tratamientos para contrarrestar esta enfermedad adin son poco especificos y muy agresivos,
por lo que exigen mayores esfuerzos en el estudio de nuevas estrategias terapéuticas y de
diagnostico temprano. La nanotecnologia ofrece herramientas especiales para el estudio de
moléculas localizadas en la superficie celular que estan involucradas con el desarrollo de

esta enfermedad.

En este estudio se analizaron los cambios que ocurren en la rugosidad de la
membrana plasmatica de células MCF-7, que provienen de un carcinoma mamario
humano, cuando son incubadas con nanoparticulas de oro (AuNP) de 20 nm de didmetro a
diferentes tiempos de incubacion. Los resultados revelaron que las AuNP inducen cambios
en los valores de rugosidad de la membrana plasmaética a las 12 h de incubacion con
respecto a las células que testigo (incubadas con etanol). Se ha propuesto que el contacto
de las AuNP con la superficie de la membrana plasmética ocasiona cambios cinéticos y
mecénicos de las estructuras que la componen, especialmente de los lipidos, proteinas y
estructuras glicosiladas, generando modificaciones en su rugosidad lo que a su vez
aumenta la velocidad de captacion hacia el interior de la célula. También se empleo
estradiol (E;) como estimulante de la rugosidad de la membrana celular ya que esta
hormona genera cambios en la estructura de la membrana plasmatica al estimular la
sintesis de diversas proteinas que se anclan en ella, y generar la modificacion de algunos

fosfolipidos que componen la bicapa lipidica.

Al realizar los experimentos donde se incubaron a las células MCF-7 con la mezcla

de AuUNP y Ej, los resultados mostraron que la rugosidad de la membrana plasmatica
1



aumenta con forme avanzo el tiempo de incubacion y las fases del ciclo celular en ambos
casos se incrementa con respecto a las células testigo cuando se hicieron por separado v el
incremento inducido por la combinacion AuNP vy estradiol es menor al observado por la

induccidn con estradiol s6lo, sin embargo no es estadisticamente significativo.

Los resultados descritos en este trabajo proporcionan informacion importante para
comprender la dindmica de los cambios presentes en la membrana de las células de
carcinoma mamario cuando éstas son incubadas con AuNP, en ausencia y presencia de
estradiol. Los resultados obtenidos presentan datos relevantes para entender las
interacciones y la eficiencia de las AuNP con la superficie de la membrana plasmatica al
generar cambios significativos en la rugosidad analizados por AFM. Como las AuNP
juegan un papel crucial en la terapia contra el cancer de mama, es importante comprender
sus interacciones y procesos de internalizacion a fin de orientar de manera eficiente los

sitios especificos en las células.



ABSTRACT

The last tendency in the development of the breast cancer show that number of
cases is raising, as well that this particular form of cancer becomes more aggressive and
effecting younger population, than years before. Therefore, all over the world new
strategies and new way of treatments are under development to prevent or stop such
accelerated progress of the breast cancer. Nanotechnology with new multidisciplinary
approach offers a new hope and new tools to study and fight this illness. One of the most
developed nanotechnology approach in the case of the breast cancer is a treatment using

the gold nanoparticles (AuNP).

Here in this thesis, a study based on the change in the surface cell morphology
(surface roughness) of the MCF-7 cancer cells, during the treatment with gold
nanoparticles (AuNP, 20 nm diameter), are presented. The measurements were conducting
using the highly sensitive Atomic Force Microscopy (AFM) technique. The cell surface

roughness was monitored during different time of treatments: 6, 12, 16 and 24 h.

Results clearly show some time dependent behavior, with significant changes after
12 h, which is related and discussed in the thesis in the respect of the kinetic and
mechanism of the AuNP uptake. Additional very interesting data were obtained with
MCF-7 cancer cells cultivated in the presence of the hormone: estradiol (E;), as a factor
which enhances the surface roughness of the cell membrane. In general it influences the
synthesis of different proteins (lipoproteins) and causes the changes in the structure and

composition of the membrane double layer. As mass important we noticed that such new



type of cell membrane does not show significant changes in the surface roughness during

the AuNP treatments, independently of the time.

In order to monitor surface roughness of the MCF-7 cell membrane, a new
methodology was developed, as well of cultivation of the cancer cell suitable for the AFM
analysis. In many aspects it is a pioneering work, with great potential. The obtained results
are very important as a base for the future studies and understanding of the mechanism and
kinetics of the incorporation of different nanoparticles in the biological systems. The
results reported here show difference for NP treatments for case of the breast cancer
previously 1treated with the hormone estradiol and one without such treatment. It could

reflect significantly on the efficiency of the NP therapy.



1. INTRODUCCION

Los avances en la terapéutica contra el cancer han proporcionado nuevos
tratamientos que se han incorporado en la practica oncolégica [Mozafari et al., 2009]. Las
terapias empleadas para contrarrestar los efectos del cancer de mama involucran la
aplicacion de quimioterapias y radioteraOpias, las cuales no discriminan en gran medida
entre células cancerosas y células normales induciendo a la toxicidad sistémica y
ocasionando multiples efectos adversos [Cardoso et al., 2009]. En consecuencia, la
aplicacion sistémica de estos medicamentos con frecuencia causa efectos secundarios
adversos en otros tejidos que estan alejados de la zona afectada por el cancer provocando
dafios severos que involucran supresion de células del sistema inmunoldgico,
cardiomiopatias y neurotoxicidad, lo que limita la dosis maxima permitida de la droga
debido al efecto no especifico [Shapiro y Recht, 2001]. Aunque muchos de los nuevos
medicamentos utilizados para tratar el cancer de mama han tenido buenos resultados, el
potencial clinico de esos farmacos se limita por mecanismos fisiopatoldgicos de resistencia
y al comportamiento de la biodistribucion del compuesto quimico. En el caso de un tumor,
el transporte del farmaco se rige también por las propiedades fisicoquimicas del intersticio
celular como pH, temperatura, etc., y de las propiedades de la molécula, es decir tamario,
configuracién, carga e hidrofobicidad [Chari, 2007]. Una de las ventajas que presentan los
farmacos empleados en la terapia contra el cancer de mama es su tamafio pequefio,
dandoles la posibilidad de interactuar con algunas estructuras presentes en la célula al tener

dimensiones entre 2 y 10 um donde muchas de éstas son blancos farmacologicos.



La nanotecnologia, se define como la ciencia y la ingenieria implicadas en el disefio,
sintesis, caracterizacion y uso de materiales y dispositivos, cuya organizacion funcional
mas pequefia esta en el rango del nandémetro. La incursion de la nanotecnologia esta
revolucionando muchas areas de la medicina y la biologia, incluyendo el diagnostico y
tratamiento del cancer de mama, entre los que se encuentran el area biomédica,
bionanomateriales usados como marcadores y en el transporte de farmacos, donde se
incluyen diversos tipos de nanoparticulas como los liposomas, dendrimeros, nanotubos de
carbdn, nanobarras, nanoesferas y nanocapsulas [Zharov et al., 2005; Silva, 2004]. Algunas
estructuras subcelulares son mucho mas pequefias y se localizan en el tamafio de los
nanémetros (1 nm; 1x10™° m) como las proteinas y 4cidos nucleicos que tienen tamafios
entre los 1 y 5 nm, comparables con las dimensiones que presentan algunas de las
nanoparticulas méas pequefias hechas por el hombre (como los puntos cuanticos que tienen
dimensiones de 1 nm de diametro) [Paull et al., 2003]. Para poder utilizarlas como
herramientas eficaces en el transporte puntual de farmacos, es importante comprender los
mecanismos involucrados en la interacciéon de las nanoparticulas con la membrana de la
célula y su internalizacién, ya que muchos tipos de sistemas de liberacion de farmacos con
diferentes nanomateriales han sido desarrollados para su aplicacion contra el cancer, tal es
caso de las nanoparticulas de oro (AuNP) [Nisha y Pramod, 2008], las cuales han
despertado gran interés debido a sus propiedades estructurales, electrdnicas, magnéticas,
Opticas y cataliticas, propiedades que dependen en gran medida a su tamafio y forma,
caracteristicas que vienen determinadas por las condiciones experimentales empleadas en
su obtencion y de esta manera se producen cambios considerables en las propiedades
opticas del material (emision de luz en las diferentes longitudes de onda), al disminuir el

tamafo de particula a escala nanométrica [Caralero, 2009].



2. ANTECEDENTES

2.1 Nanoesferas de oro.

Las AuNP han sido objeto de intensa investigacion debido a sus caracteristicas
Unicas en comparacién con cualquier otro tipo de nanoparticulas. Una de estas propiedades
se debe a la resonancia del plasmén superficial (RPS), este efecto se trata de un fenémeno
fisico que surge de la interaccion entre una onda electromagnética y los electrones de
conduccion de este metal, efecto que puede ser aprovechado para detectar y destruir a
células cancerosas por calor cuando son funcionalizadas con algun ligando en su superficie
[Hu et al., 2006]. Representan una alternativa altamente atractiva para el transporte de
farmacos al interior celular con una alta tasa de especificidad por tener dimensiones muy
pequefias, funciones de estabilizacion en la superficie celular y por la liberacion controlada
del farmaco [Han et al., 2007]. Sin embargo, la biodistribucion de estas nanoesferas se ve
limitada por una serie de variables, un ejemplo de ello es la interaccion con la superficie de
la membrana plasmatica debido a sus condiciones hidrofobicas o hidrofilicas [Bergen et al.,
2006]. Alguno de los usos de las AuNP se centra en el diagnostico clinico empleadas como
agentes de contrastante para el analisis por Rayos-X, Resonancia Magnética Nuclear y
Tomografia Axial Computarizada, estas nanoparticulas presentan cualidades especiales en
la emision de luz, por sus propiedades de resonancia del plasmén. Por ejemplo, el oro tiene
mayor absorcion de energia y emision de luz, dentro de la longitud de onda del infrarojo,
que el yodo cuando se introduce a hueso y en otros tejidos, proporcionando mayor

contraste, lo que lleva a administrar una baja dosis de radiacion [Hainfeld et al., 2006].



2.2 Caracteristicas estructurales de las células cancerosas

El éxito en el tratamiento contra el cancer de mama utilizando AuNP depende de las
caracteristicas de la membrana plasmaética de las células contra las que estan dirigidas. Por
ejemplo, las células cancerosas se originan en respuesta a mutaciones de ciertos genes, por
lo que se sugiere que cambios en el genotipo de las células de cancer ocasionan alteraciones
esenciales en la fisiologia de la célula, dictando de manera colectiva el crecimiento
maligno. Estas alteraciones se clasifican en la autosuficiencia de las sefiales de crecimiento,
insensibilidad a los factores que inhiben el crecimiento, invasion de tejidos y metéastasis,
potencial replicativo ilimitado, mantenimiento de la angiogénesis y evasion de la apoptosis
[Hanahan y Weinberg, 2000]. Estos procesos permiten que las células proliferen, migren a
sitios secundarios y, en algunos casos, adquieran mecanismos resistentes a la quimioterapia

y a multidrogas [Lavi y Liscovitcdch, 2001].

Modificacidn de la
adhesion e
inhibicién de los
movimientos por
contacto

Figura 1. Representacion esquemaética de las alteraciones presentes en una célula cancerosa. Se observan
alteraciones de la membrana plasmatica por la transformacion neoplésica de la célula [Karp, 1987].



Uno de los cambios en las membranas plasmaticas de células cancerosas involucra
modificaciones en la composicion de moléculas que constituyen su bicapa lipidica, como
ejemplo esta la relacion que existe en la cantidad de acidos grasos insaturados que se
encuentran incrementados en la mayoria de los fosfolipidos que componen la bicapa
lipidica de las células de carcinoma mamario. La cantidad de fosfatidil etanolamina y de
fosfatidil colina estan elevadas de manera significativa y las concentraciones de
esfingomielina se encuentran reducidas en las células cancerosas, en comparacion con las
células normales [Punnonen et al., 1998]. Ademas de los cambios que se presentan en la
composicion de los fosfolipidos de la membrana, también se presenta baja expresion de
moléculas de adhesion celular como las integrinas [Mukhopadhyay et al., 1999; Maemura
et al., 1995], de R-catenina, E-cadherina [Pierceall et al., 1995; Hiraguri et al., 1998],
sobreexpresion de algunos receptores de factores de crecimiento [Sheikh et al., 1992;
Jakowlew et al., 1997]; como HER2 (receptor del factor de crecimiento epidérmico
humano tipo 2) [Szollosi et al., 1995; Roetger et al., 1998] y de los receptores de

estrogenos (RE) [Hall et al., 1990].

2.3 Efecto del estradiol (E;) sobre la rugosidad de la membrana plasmatica de las células

de carcinoma mamario humano MCF-7.

Se ha observado que los estrégenos inducen modificaciones en la membrana
plasmatica de células de carcinoma mamario MCF-7 mediadas por RE que se encuentran
anclados a estructuras como las caveolas y microdominios [Nichols, 2003]. Esta evidencia
indica que la interaccion del RE con su ligando cambia la rugosidad de la membrana
plasmatica al inhibir la sintesis de caveolina, efecto que puede estar relacionados con la

interaccién del RE y proteinas que modulan la sefial intracelular y remodelacion del

9



citoesqueleto [Razandi et al., 2002]. Otros investigadores han determinado que el E; regula
la expresion de ciertos canales idnicos en la membrana plasmatica de células MCF-7, como
la activacion de canales de K* que provocan cambios en la polarizacion de la membrana y

modificacion de su rugosidad [Ahidouch y Ahidouch, 2008].

También se ha demostrado que el E; juega un papel importante en la modificacion
de la membrana plasmatica de células MCF-7, estimulando la sintesis de proteinas que son
exportadas a la membrana a través de la activacion del gen que codifica a la proteina
Ciclina D1 involucrado en la sintesis de la proteina que promueve el paso de G1 a S del

ciclo celular, proceso importante de sobrevivencia celular [Levin, 2002].
2.4 Interaccién de las AUNP con la membrana plasmaética de las células cancerosas.

El éxito de las AuNP en los procesos de internalizacion depende de la adecuada
interaccion con la superficie de la membrana en la célula y de sus propiedades
fisicoquimicas como el tamafio, forma y carga eléctrica [Unfried et al., 2007.]. Se ha
demostrado que la rugosidad de la membrana plasméatica de células RAT2 (células
embrionarias de raton) se ve alterada cuando a éstas se les administraron AuNP
funcionalizadas con un polimero cationico en su superficie, provocando la formacion de
pequefios agujeros nanométricos en la membrana plasméatica y aumentando la
permeabilidad. Los resultados de dicha investigacién proponen que las nanoparticulas
funcionalizadas con el polimero podrian haberse internalizado a través de un proceso de

endocitosis [Hong et al, 2004; Hong et al., 2006].
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En otros estudios se demostro que las AUNP provocan alteraciones en la membrana
plasmatica de algunos tipos de lineas celulares de cancer de mieloma multiple al interactuar
con la superficie de la misma y al ser internalizadas hacia diferentes regiones celulares. Se
observo que las AuNP que ingresaron hacia el interior del nucleo podian inhibir el ciclo
celular al haber alta concentracion de estas nanoestructuras, provocando la
desestabilizacion del citoesqueleto y la destruccidn de las células, evitando asi el proceso de

metéstasis de algunas de ellas [Bhattacharya et al., 2007].

2.5 Efecto de las propiedades de superficie de las AUNP con la membrana celular.

Se ha demostrado que el efecto de la modificacion en la superficie de las AuNP
(funcionalizacion) influye en las condiciones de captacion por las células, provocando
cambios significativos en la membrana plasmatica, generando citotoxicidad en lineas
celulares pulmonares [Uboldi et al., 2009]. Por otro lado, también se han analizado las
interacciones entre nanoparticulas poliméricas y membranas bioldgicas artificiales
utilizando técnicas de Microscopia de Fuerza Atémica (AFM) con el fin de obtener una
vision real de las interacciones a nivel nanométrico que hay entre las nanoesferas anionicas
con éstas. Se demostré que la interaccion provoca cambios en la superficie de dicha
membrana llevando a la formacién de porosidad por la modificacion en la estructura de la

bicapa lipidica [Leroueil et al., 2007].
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2.6 Cambios en la rugosidad de la membrana plasmatica de células de cancer inducidos

por la interaccién con AuNP.

Por otro lado, se han investigado las modificaciones que generan sobre la membrana
de células de carcinoma cervicouterino (HeLa) cuando son expuestas a nanoesferas de oro
de diferentes tamafios y se determino que aquellas con didmetro menores a 20 nm son mas
faciles de captar debido a que modifica la rugosidad de la superficie celular mediado por
los procesos de endocitosis para la internalizacion de las nanoparticulas. En estos
experimentos se comprobo que a diferentes tiempos de exposicién, nanoesferas de oro de
14 y 20 nm de didmetro presentan alta captacion por las células HelLa a las 6 horas cuando

fueron comparadas con una linea celular no cancerosas (HaCat) [Chithrani et al., 2005].

En otros estudios se analizo el cambio en la rugosidad de la membrana plasmatica
de diferentes lineas celulares de cancer cérvico-uterino (HelLa), hepatico (HEPG2) y de glia
de raton (C6) para determinar el efecto que tienen las AuNP sobre la rugosidad. Los
resultados mostraron que la administracion de estas nanoparticulas sobre las células
modificaba la rugosidad de la superficie membranal de las células. El analisis por AFM
revel6 que la rugosidad en la superficie de la membrana cambia al exponer las AuNP a

diferentes tiempos [Wanga et al., 2009].

En resultados anteriores de nuestro laboratorio se demostré que la interaccion y
distribucion de AuNP 40 nm de diametro en la superficie de la membrana plasmatica de
células HelLa alterd la rugosidad de dichas membranas. Durante el cultivo celular se realizé
la incorporacion de nanoparticulas a 15 minutos, 4, 8, 16 y 24 horas. Los resultados

mostraron que los valores de rugosidad (RMS[Rq]) se increment6 al triple durante las
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primeras 4 horas debido a la acumulacion de nanoparticulas en la superficie de la
membrana plasmatica. En tratamientos prolongados, el valor de RMS[Rq] decrece lo que

sugiere que las nanoparticulas se han incorporado en la célula [Tapia et al., 2009].

2.7 Empleo de las AuUNP en la terapia contra el caAncer de mama.

Actualmente se estan empleando a las AuNP como agentes terapéuticos y en el
diagnostico temprano. En estudios con lineas celulares de cancer mamario humano, se ha
observado que la captacion celular de estas nanoparticulas en células MCF-7 provoca
efectos citotoxicos en comparacidn con una linea celular con fenotipo no canceroso (células
MCF-10), ya que las AuNP fueron funcionalizadas con moléculas organicas que permiten
mayor interaccién con la superficie de la membrana plasmaética de las células cancerosas en
comparacion con las células no malignas. Analisis por microscopia electronica de
transmision mostraron que las células cancerosas absorben las AuNP debido al grupo
funcional con el que fueron recubiertas y la distribucion de las nanoparticulas en el
citoplasma. Estudios in vitro sefialan que los efectos citotdxicos después de la acumulacion
de estas nanoparticulas en las células cancerosas se presentaba a las 24, 48 y 72 h, y
posteriormente se irradiaron con rayos-X para calentar a las AUNP y de esta forma acelerar

la muerte de las células por calor [Kong et al., 2008].
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3. Justificacion.

El empleo de nanoparticulas en terapias contra el cancer promete grandes avances
para la medicina, especialmente en el proceso de transporte y liberacion de farmacos de

forma dirigida y especifica, asi como para el diagnostico oportuno.

La membrana plasméatica de células cancerosas presenta grandes diferencias
estructurales y funcionales con respecto a células normales. Estas células se diferencian de
las normales en muchas caracteristicas importantes que incluyen la pérdida en el control de
la diferenciacion, evasion de la muerte por apoptosis, incremento en la invasividad a otros
estratos, disminucion en la sensibilidad a farmacos, entre otras. Se han realizado estudios
del proceso de incorporacién de farmacos antitumorales a través de la membrana

plasmatica tomando como ventaja las modificaciones estructurales de la bicapa lipidica.

En este trabajo de investigacion se planteé la posibilidad de estudiar las
modificaciones topoldgicas que produce la interaccion de las nanoesferas de oro en la
membrana plasmatica de células de carcinoma mamario, utilizando como modelo
experimental la linea celular MCF-7 (derivada de un adenocarcinoma mamario de tipo
epitelial), la cual representa un buen modelo de estudio para los objetivos de este trabajo de

tesis.
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4. Objetivos

4.1 Objetivo general

Estudiar los cambios topoldgicos, a nivel nanométrico, de la membrana plasmética
de células de carcinoma mamario MCF-7 al ser expuestas a nanoesferas de oro de 20

nm mediante Microscopia de Fuerza Atomica.

4.2 Objetivos especificos

1. Determinar la expresion de la proteina Ciclina D1 por inmunocitoquimica.

2. Analizar la homogeneidad, a nivel nanométrico, de la rugosidad de superficie de

diferentes zonas de la membrana plasmatica de células de carcinoma mamario.

3. Cuantificar los cambios en la rugosidad de la membrana plasmatica de células

MCEF-7 en ausencia o presencia de nanoesferas de oro de 20 nm.

4. Determinar los cambios topoldgicos, a nivel nanométrico, de la membrana
plasmaética de las células MCF-7 inducidos por la exposicion a nanoesferas de oro
de 20 nm, a estradiol o a ambos en funcion del tiempo.

5. Hipotesis

La exposicion de nanoesferas de oro de 20 nm a células MCF-7 inducira cambios en

la rugosidad de su membrana semejantes a los observados por la exposicién a estradiol.
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6. Material y métodos.

6.1 Material BiolGgico.

Se empled como modelo de investigacion a la linea celular MCF-7 de carcinoma
mamario humano, la cual originalmente proceden de un adenocarcinoma de mama humano
aislado de la efusion pleural de una mujer caucésica de 69 afios. Esta linea celular es
positiva para ambos receptores de estrdgenos por lo que al adicionar estradiol al medio
proliferan a mayor velocidad. Ademas, presenta fenotipo caracteristico de células luminales

del epitelio ductal de la mama [American Tissue Cell Culture, Rockville-MD, EUA].

6.2 Medio de cultivo celular.

Las células se cultivaron en medio de cultivo Eagle modificado por Dulbecco
(DMEM; Life Technologies, Gaithersburg, MD, EUA), libre de rojo de fenol debido a su
actividad estrogenica, esterilizado por filtracion a través de membranas de Nylon con poro
de 0.22 um (Corning, NY, EUA). Al medio de cultivo se ajustd a pH de 7.4 y se le agrego
suero de feto de bovino (SFB) (Gibco BRL, Gaithersburg, MD, EUA) al 10%, solucién de
aminoacidos no esenciales a concentracion final de 100 uM, piruvato de sodio100 uM, L-
glutamina 2 mM, asi como solucion comercial de antibi6ticos (penicilina 100 U/mL,
estreptomicina 100 pg/mL) y el antimicotico anfotericina B (250 ng/mL; Life

Technologies, Gaithersburg, MD, EUA).
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6.3 Cultivo de células MCF-7.

Se sembraron 100,000 células MCF-7 en botellas de cultivo con una superficie de
25 cm® y se mantuvieron en incubadora a 37° C, con atmésfera hiimeda de 5% de CO,y
95% de aire, hasta que la poblacion celular alcanzo el 70% de confluencia. Posteriormente,
las células se cosecharon adicionandoles una solucién de tripsina al 0.25% y 1 nM de acido
etilén diamino tetraacético (EDTA). Las suspension celular resultante se centrifugo a 1000
X g durante 10 min., se descart6 el sobrenadante y el boton celular se resuspendié en medio
de cultivo nuevo y se resembraron bajo las condiciones experimentales requeridas para

realizar los estudios correspondientes.

6.4 Sincronizacion de las células MCF-7.

Con la finalidad de realizar los estudios correspondientes en la misma fase del ciclo
celular, las células MCF-7 fueron sincronizadas con la técnica de privacion secuencial de
SFB [Lewis et al., 2001] por periodos de 24 h de la siguiente manera. Primero se
sembraron 1000 células con medio DMEM adicionando SFB al 5 % en placas de 6 pozos y
se incubaron por 24 h con las mismas condiciones de temperatura y de atmosfera antes
mencionadas. Posteriormente se retird el medio de los pozos y se reemplazé por medio
DMEM adicionado con SFB al 2.5 %, y finalmente al 0.625% durante 24 h cada cambio.
La determinacion de la fase del ciclo celular se valord por la presencia de la proteina ciclina
D1 que es especifico para la fase S, mediante inmunocitoquimica y observado por
microscopia confocal. Como control positivo, las células MCF-7 fueron incubadas con 1
nM de E; el cual induce la expresion de la proteina ciclina D1 y la progresion del ciclo
celular [Altucci et al., 1996]. Al finalizar el tratamiento durante 24 h se procedio a fijarlas

con etanol absoluto.
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6.5 Determinacion de Ciclina D1 en células MCF-7 por Inmunocitoquimica.

La presencia de Ciclina D1 en las células MCF-7 se utilizd para determinar el
porcentaje de células en la fase del ciclo celular G1 6 S, ya que la concentracion de ciclina
D1 aumenta para regular la progresion en el punto de control G1 a S [Resnitzky et al.,
1994]. Para tal efecto, las células MCF-7 fijadas en etanol absoluto se lavaron con una
solucion buffer de fosfatos (PBS) con 2% de Tween. Las laminillas se colocaron en una
camara humeda a 37°C, para bloquear las peroxidasas enddgenas mediante la adicion de
H.O, al 0.9% durante 7 minutos y se lavaron posteriormente con PBS/Tween. A
continuacion se afiadio el anticuerpo primario anti-Ciclina D1 (Dako, Carpinteria, CA) en
concentracion 1:100, se incub6 por 30 minutos en la camara humeda, se realiz6é un tercer
lavado antes de adicionar un anticuerpo secundario acoplado a un fitocromo C (FITC;
Biotin-Link, mouse/rabbit). Se hizo un ultimo lavado con PBS/Tween y se prosiguio a
revelar con el sistema de deteccion estreptavidina-biotina-peroxidasa (Dako, Carpinteria,
CA) y finalmente se visualizé la muestra mediante el cromdgeno diaminobencidina (DAB;
Sigma, St. Louis, MO) el cual se inactivd con cloro diluido en agua (1:10). La placa se
observo por microscopia confocal, el total de campos visualizados fue de 5 y el porcentaje
total de células que presentaron la expresion de ciclina D1 es el promedio de dichos

campos.

6.7 Preparacion de suspensién de nanoesferas de oro en medio de cultivo.

Se prepar6 una solucion de AuNP de 20 nm en concentracién de 20 pug/mL de
medio de cultivo. Previamente, la solucion concentrada de AuNP se sonico durante 15 min
para permitir su dispersion y posteriormente se adicion6 el volumen requerido al medio de
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cultivo (DMEM con SFB al 0.625%). Las AuNP vienen en presentacion de oro coloidal
suspendidas en H,O para empleo exclusivo de investigacion y no para uso diagnostico [BBI

International, reino unido].

6.8 Incorporacion de las nanoesferas de oro en las células.

Se sembraron aproximadamente 100,000 células MCF-7 en botellas de cultivo
alcanzando el 70% de confluencia. Las células se incubaron con medio conteniendo las
AUNP con las células a diferentes tiempos (6, 12, 16 y 12 h) para determinar las
condiciones de la rugosidad de la membrana plasmatica en cada uno de los tiempos.

Loa tratamientos realizados se presentan en la siguiente tabla:

GRUPO Vehiculo 1nMdeE; 20 pg/mL de [1nMdeE;+20
EXPERIMENTAL | (etanol 50 pl AUNP ug/mL de AuNP
(absoluto)) @) 3) (4)
1)

6.9 Caracterizacion de células MCF-7 por AFM.
6.9.1 Preparacion de placas de Au empleadas como sustrato para AFM.

Las MCF-7 fueron fijadas en placas de 1 cm? Este sustrato se emplea debido a que
es una placa con superficie monocristalina de oro (Au (111)) y consiste en un soporte
rectangular de vidrio de 2 mm de espesor, una pelicula de cromo de 2000 nm que recubre el

cristal y que funcioné como capa de adhesiéon para la pelicula de Au de 2000 nm. Las
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placas se utilizaron estériles por autoclave durante 15 minutos a 15 Ib de presion (120°C) y

se guardaron.

6.9.2 Crecimiento de células MCF-7 en las placas de oro.

Las placas de oro fueron colocados en cajas Petri que contenia 3 mL de la mezcla de
ampicilina-estreptomicina para evitar contaminacién fangica y bacteriana. Posteriormente,
en condiciones de esterilidad se transfirieron las placas de oro en cada uno de los 6 pozos
de la placa de cultivo celular y enseguida se adicionaron 100 pL de la suspensién celular,
obtenida por centrifugacion mediante el proceso de tripsinizacion (proceso anteriormente

descrito) y se adicion6 un volumen final de 300 uL de DMEM.

Al término de los tratamientos, las células se fijaron por un proceso de
deshidrataciéon secuencial con etanol a diferentes concentraciones (40, 50, 60, 70, 80 y
96%) durante 2 minutos en cada concentracion y finalmente se analizaron por AFM en

modo “tapping” (Anexo 1).

7. Evaluacién cuantitativa de las propiedades morfoldgicas de la membrana plasmatica.

Mediante la técnica de AFM se evalud cuantitativamente la topologia superficial de
la membrana plasmaética de las células MCF-7. La rugosidad de la superficie se analiz
mediante el software que viene acompafiado con el equipo de AFM-NanoScope Il (Veco
Inc.). El analisis de la rugosidad de la superficie de membrana, permite encontrar
parametros de diferentes alturas determinadas midiendo el eje “z” (altura). EI método para
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cuantificar de la rugosidad se basa en el siguiente planteamiento: en un terreno
uniformemente plano los vectores perpendiculares a la superficie del mismo seran
aproximadamente paralelos y, en consecuencia, presentaran una baja dispersion. Al
contrario, en un terreno rugoso, los cambios de pendiente y orientacion haran que dichos
vectores presenten mayor dispersion [Sagvolden et al., 1999]. Otro pardmetro utilizado es
la varianza esférica, la cual es un valor estadistico que mide la dispersion de una muestra
formada por vectores, es decir, por elementos definidos por una longitud (modulo) y un
sentido en un espacio tridimensional. Este valor estadistico puede ser utilizado como
indicador de la rugosidad mediante métodos matematicos que parten de modelos digitales

de pendientes y orientaciones.

La rugosidad esté representada por [RMS]R(q (root.mean-square/raiz-promedio-cuadrado) y
esta dada por la ecuacion: [RMS]Rg= R(f(3(Zi-Zve)?, N)) en donde: Zve= célculo del

valor promedio en Z dentro de una area delimitada.
Zi=valor corriente de Z.

N= namero de puntos en el area dada.

Lo valores de RMS[Rq] son directamente proporcionales a la rugosidad de la superficie.
8. Analisis estadistico

Se realiz6 la prueba de una analisis de variancia (ANOVA) para determinar las
diferencias entre los grupos con diferentes tratamientos y tiempos de incubacion asi como
una prueba de Tukey para comparar entre cada grupo con diferentes tratamientos y tiempos

de incubacion. El valor de significancia utilizado fue de p<0.05.
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9. Resultados

9.1 Sincronizacién del ciclo celular de las células MCF-7.

Para analizar la rugosidad de la membrana plasmatica de las células MCF-7,
primero se sincronizaron y posteriormente se determiné el tiempo en el que la mayor
proporcion de las células se encontraron en la fase G1/S, que es cuando hay mayor
expresion de la proteina ciclica D1. La figura 2 muestra la expresion de dicha proteina y se

observa que esta presente en mas del 90% de las células.

Figura 2. Microscopia confocal de células MCF-7 sincronizada que expresan ciclina D1. La imagen tiene
un aumento de 100X.
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9.2 Analisis de la morfologia de las células MCF-7 por Microscopia de Fuerza Atomica

(AFM).

Con el objetivo de determinar que las células MCF-7 se fijaron al substrato de oro,
se observaron primero por microscopia Optica. La figura 3 muestra la distribucion espacial
de las células en la placa un &rea de analisis de 400 pm?. Se observa que las células MCF-7
forman redes, ademas la distribucion del soma (cuerpo) y las regiones correspondientes a
los filopodios teniendo estos una longitud de 2 a 3 veces méas que el soma y en la mayoria
de las células pueden tener tres. Cuando una célula MCF-7 no se adhiere de manera
correcta a la superficie del sustrato se observa de manera circular y no presenta el

alargamiento de las extensiones citoplasmaticas.

El analisis topografico de la superficie de membrana de células MCF-7 se realizo
mediante la técnica de AFM en el modo “tapping”. En este modo la punta de la sonda
oscila rapidamente mientras desciende hacia la superficie de la muestra, conforme la punta
se acerca a la muestra amplitud de la oscilacion disminuye hasta detectar la superficie. La
punta, al estar vibrando, toca intermitentemente la superficie, es decir, entra a la parte
repulsiva del potencial intermolecular y de este modo la punta estd en contacto con la
superficie sélo por un tiempo corto, reduciendo la fuerza lateral sobre la punta y el riesgo
de producir un dafio a la superficie [Hansma et al., 1994]. Primeramente se realiz6 con
medio de cultivo mediante el AFM. En la figura 4A se muestran las estructuras
subcelulares como el ndcleo y los nucléolos los cuales se distinguen por que se observan
con mayor altura que las demas estructuras. El andlisis por AFM en el modo altura sefiala
que las zonas mas claras de la superficie de la célula, casi blancas, corresponden a las partes

mas elevadas de la célula en comparacion con las zonas mas obscuras que representan las
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partes bajas de la misma ya que estas imagenes no son épticas, son una interpretacion de la
altura determinadas por el barrido de la zonda de la AFM. La figura 4B y 4C muestran el
analisis topogréfico, la 4B indica la zona de analisis (linea negra y los puntos para medir el
modo altura) y la 4C muestra la grafica de las variables que corresponden a la altura de la

superficie celular a lo largo de la linea de analisis.

i" :
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Figura 3. Morfologia de las células MCF-7 distribuidas sobre el sustrato de oro. Imagen obtenida por
microscopia optica.
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Figura 4. Morfologia de una célula MCF-7 por AFM. La imagen (A) muestra las estructuras subcelulares,
(B) y (C) muestran el respectivo andlisis del perfil topografico.
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En la figura 5 se muestra la micrografia de una célula MCF-7 tratada con 1 nM de
E, por 24 h. Se observa mayor proporcion de volumen en la zona nuclear, aunque no esta
definido el contorno del nucleo, ademas se observan elevacién de los nucléolos (también
indicado por una flecha). Esta informacion se correlaciona con el andlisis del perfil
topogréfico mostrado en las figuras 5B y 5C, donde se observa la linea trazada sobre la
superficie de la célula y los puntos para calcular la altura a lo largo de la zona donde se

localizan las estructuras antes mencionas y su respectiva grafica.

$0.0 ~— 3.

Figura 5. Morfologia de una célula MCF-7 tratada con 1 nM de E, por 24 h, analizada por AFM. En la
imagen en modo altura (A) se observan estructuras subcelulares como el nlcleo y nucléolo (flechas y
recuadro amarillo), en (B) y(C) muestran linea de andlisis para obtener el perfil topogréafico.
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Figura 6. Anadlisis en 3D de la célula MCF-7 tratada con 1 nM de E,. En la imagen
tridimensional se puede apreciar con mayor precision las estructuras subcelulares mencionadas en
la imagen anterior.

Las ventajas proporcionadas por al AFM con respecto a otras técnicas (por ejemplo
SEM o TEM) proporcionan informacion de la muestra sin requerimientos especiales que
destruyan a la misma. Como ya se menciond en la figura 6 la informacion de la imagen en
3D de la célula nos muestra la rugosidad de su superficie con respecto a la del substrato
donde se encuentra adherida. En la misma imagen, se observo con poco detalle el contorno
nuclear que esté indicado por la flecha y los nucléolos, mismos que son detectados por su

altura (zonas blancas).
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9.3 Analisis de rugosidad de la superficie de membrana de células MCF-7 por AFM.

Se realiz6 el andlisis de la superficie de membrana a las células que fueron
incubadas con los diferentes tratamientos para determinar los cambios que generan la
administracion de E, y AuNP. La figura 7 muestra dos células MCF-7 que fueron
incubadas con el vehiculo (testigo) (A) y con 1 nM de E, (B) a las 12 h, analizada por
AFM, donde se puede observar el borde del nicleo sefialado por las flechas, los asteriscos
indican la presencia de nucléolo. Al obtenerse imagenes a mayor resolucion en areas de
barrido de 5 um? de regiones citoplasméticas, se pudo observar con mejor detalle la textura
de la superficie de membrana. A partir de estas imagenes topogréficas se obtuvieron
imagenes tridimensionales (3D), en las cuales se observaron claramente los rasgos
topogréaficos de la membrana. Este experimento se realiz6 para determinar la homogeneidad
de los valores de rugosidad analizados en diferentes regiones de la membrana de las células

MCF-7.
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MCF-7 sin E2

Figura 7. Célula MCF-7 sin y con E; en el tiempo 12 h. En las imagenes se observan diferencias en la superficie de la membrana medida por las
condiciones del eje z. Las zonas con un color més claro representan las partes mas elevadas de la célula como lo son los nucléolos (asteriscos). La
flecha sefiala el borde del nucleo y los recuadros enumerados indican las zonas donde se realizaron acercamientos para determinar los valores de

rugosidad.
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9.4 Variacion de la rugosidad de la membrana plasmética de las células MCF-7

analizadas a diferentes tiempos.

En la figura 8 se muestran la imagen de una célula incubada con el vehiculo (etanol)

durante 6 h. En ella se puede observar la morfologia de la célula analizada por AFM

3.0 pm

1.5 pm

0.0 pm

0 25.0 50.0

oM

Figura 8. Célula MCF-7 incubada con etanol (Vh) por 6 h. Los recuadro negros enumerados indican las
regiones de la membranas que fueron analizadas para determinar las condiciones de rugosidad.

La figura 9 muestra la imagen a alta resolucion (5 pum x 5um) de una regién
citoplasmaticas de la célula MCF-7 que fue incubada con el vehiculo. La figura 9A muestra
la superficie donde se puede observar zonas elevadas con dimenciones de
aproximadamente 654 nm de altura. La imagen (B) es una representacion tridimencional de
la region analizada donde se pueden observar con mayor detalle las condiciones de la

rugosidad de la membrana plasmatica de la célula.
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Figura 9. Region de la membrana citoplasmética analizada por AFM de una célula MCF-7. La imagen (A)
muestra las condiciones de la rugosidad de la superficie de la membrana en el modo altura, mientras que la
figura (B) es una imagen en tres dimensiones donde se puede observar detalladamente la rugosidad de la
superficie en un area de barrido de 5 um?.
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Tabla 1. Valores de rugosidad de la superficie de las regiones analizadas de la membrana
plasmética de una célula MCF-7 incubada con el vehiculo por 6 h.

REGION 1 2 3

Valores de 44.6 + 8.5nm 41.6 £7.5nm 41.4 +10.3 nm
rugosidad
(RMS[Rq]/nm)

100 -

90 -

70 -

50 -

RMS[Rq]/nm

30 -

10 -

1 2 3
Regién citopldsmatica

Grafica 1. Rugosidad en las diferentes regiones analizadas de una célula MCF-7. Se muestran los valores de
rugosidad de cada regidn citoplasmatica analizada por el AFM.

En la tabla 2 se indican los valores de RMS[Rq] que corresponden a las rugosidad
de la superficie de la membrana plasmatica de células MCF-7 expuestas al vehiculo. Los
resultados indican que la rugosidad de la superficie de las células mostraron cambios

significativos comparados a diferentes tiempos de incubacion.
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Figura 10. Imégenes de las regiones citoplasmaticas de las células que fueron incubadas con el vehiculo a diferentes horas de incubacion. Se observa como va

cambiando la rugosidad de la superficie de la membrana conforme avanza el tiempo de incubacion. Se muestra en la imagen de 6 y 12 h (fases G1 y S) como la
rugosidad es mas irregular en comparacion con las demas imagenes, sobre todo por la precensia de estructuras elevadas (zonas blancas) y regiones porosas.
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Tabla 2. Valores de rugosidad de la superficie de la membrana plasmatica de una célula
MCF-7 tratadas con el vehiculo a diferentes tiempos.

Horas de 0 6 12 16 24
incubacion
RMS[Rq]/nm 208+ 42.57 £ 471+ 403 + 39.53
3.1nm 1.79nm 10.8nm 8.1nm 42nm

100 -

80
70 -
60

50

40 |
30
20
-
0 6 12 16 24

G1 S G2 M-G2

RSM[Rq)/nm

Tiempo de incubacidn (h)/fases del ciclo celular

Gréfica 2. Rugosidad de la membrana plasmatica de células MCF-7 tratadas con el vehiculo e incubadas a
diferentes tiempos. Los resultados muestran los cambios de rugosidad en la membrana conforme avanza el
tiempo y la transicion de las faces del ciclo celular.

La figura 10 muestra las imagenes de regiones citoplamaticas de 5 um x 5 um donde
se observan los cambios de rugosidad a lo largo del ciclo celular de las células MCF-7
analizadas (0y 6 h=G1; 12 h=S; 16 h= G2 y 24 h= M-G1). En ellas se puede observar los

detalles en los cambios de rugosidad en la superficie de membrana.
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9.5 Efecto del E; sobre la rugosidad de la membrana plasmatica de las células MCF-7.

-0 3052.4 nm

1526.2 nm

. t Region cRopissmitica £
.

= o . 0 0.0 nm

Substrato

0 25.0 50.0
pm

Figura 11. Célula MCF-7 incubada con E, por 12 h. Se observa la estructuras nuclear que tiene
dimensiones en altura de aproximadamente 3 pm con respecto a otras zonas de la célula que se encuentran
en los 2 um de altura segln los datos proporcionados por la barra lateral izquierda de la imagen. Cabe
sefialar que en la mitad de la imagen se observa una linea producida por interferencia de ruido (efecto
mecdnico producido por la zonda sobre la superficie).

La figura 11 muestra una célula MCF-7 que fue expuesta con E; por un periodo de
incubacion de 12 h y la figura 12 muestra micrografias a alta resolucion en areas de barrido
de de 5 x 5 um? de regiones en la membrana que corresponden a la célula descrita
anteriormente donde se puede observar cambios en la rugosidad de acuerdo a los valores de
RMSJ[Rq]. Las imagenes A, C y E presentaron valores de 482.5, 706.7 y 586.1 nm (datos
obtenidos por la microscopia no graficados) respectivamente. Las imagenes B, D y F son
una representacion tridimensional donde se pueden observar con mayor detalle los cambios

en la rugosidad de la membrana.
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Figura 12. Andlisis de las regiones membranales de la célula MCF-7 incubadas con E, por 12 h. las
imagenes A, C y E corresponden a las imagenes de altura donde se pueden observar las diferencias en la
rugosidad en tanto que las imagenes B, D y F muestran tridimensionalmente los detalles de la rugosidad.
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La rugosidad, medida por el RMS[Rq], de las células MCF-7 incubadas con 1 nM
de E, aumenta en funcion del tiempo. Como se puede observar en la gréfica 3, el valor de
rugosidad més alto es de 63.2 nm que corresponde a la célula incubada por 24 h con la
hormona. En los tiempos de incubacién que corresponden a los tiempos 6, 12 y 16 h el
promedio en el valor de rugosidad se encontro entre 50 y 59 nm mientras que al tiempo 0 el

valor de rugosidad se encontro en los 20. 8 nm.

~l
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o

60 - ab
50 -
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£ 40 -
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=
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g 30 -
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20 -
10 -
0
0 6 12 16 24
G1 s G2 M-G1

Tiempo de incubacidn [h)/fases del ciclo celular
Gréfica 3. Rugosidad de la membrana plasmética de una célula MCF-7 tratada con E,. Los resultados

muestran los cambios en la rugosidad de la membrana cuando las células fueron expuestas E, a diferentes
tiempos de incubacion. a#0, b#a, b#0, a,b+a y a,b#b. P <0.05.
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Gréfica 4. Influencia del E, sobre la rugosidad de la membrana plasmética decélulas MCF-7 a diferentes
tiempos de incubacién. *= P <0.05.

La grafica 4 muestra la comparacién del cambio en la rugosidad de la membrana
plasmatica de las células MCF-7 cuando éstas fueron incubadas con E; a diferentes tiempos
de incubacion en comparacion con el vehiculo. Los resultados mostraron que el E; produce
cambios en la rugosidad de la membrana de aproximadamente 63.2 nm a las 24 h en las
células en comparacion con 47.1 nm mostrados por la célula incubadas con el vehiculo a las

12 h que representa el mayor cambio.
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9.6 Efecto de la incubacion con AuNP sobre la rugosidad de la membrana plasmética de

las células MCF-7.

En la figura 13 se muestra la presencia de las nanoparticulas de oro de 20 nm de
didmetro depositados sobre la placa de oro donde se crecen las células MCF-7. Como se
observa en la imagen, las AuUNP se ven dispersas sobre el sustrato. En analisis se realizo por

AFM utilizando el modo “tapping” en una superficie de 2.5 um?.

Figura 13. Imagenes de AuNP localizadas sobre la superficie del sustrato de oro utilizado para el
crecimiento de las células. La imagen es un acercamiento a alta resolucion de 2.5 um?y las flechas sefialan
la presencia de las AUNP.
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Figura 14. Efectos de la incubacién con AuNP sobre la rugosidad en la membrana plasmatica de células MCF-7. Se observa que la rugosidad de la membrana
cambia con respecto al tiempo de exposicion a las AuNP. Los cambios més notables se detectaron a las 12 h (fases S) donde la imagen que corresponde a dicho
tiempo muestra ciertas subestructuras con figuras geométricas parecidas a rosetas (flechas amarillas) y que no se presentaron en las otras imagenes.
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Los resultados de los valores de rugosidad de la membrana plasmatica de las células
MCF-7 que fueron incubadas con AuNP mostraron cambios significativos con respecto a
las células incubadas con el vehiculo, particularmente en aquellas que estuvieron expuestas
al tratamiento por 12 h donde la rugosidad es mayor (grafica 5). Las imagenes de la figura
14 muestran las caracteristicas topograficas de la superficie de las regiones membranales
analizadas en cada tiempo de incubacion, las cuales muestran cambio de la rugosidad el
avance del fases del ciclo celular como se muestra en la tabla 4. La imagen que corresponde
al tiempo de 12 h se observan pequefias estructuras en la superficie que no se detectaron en
los anélisis de las células incubadas a las 0, 6, 16 y 24 h, relacionando el efecto de las
nanoparticulas con la fase sintesis del ciclo celular donde hay mayor actividad en la sintesis

de proteinas, algunas de ellas de la membrana plasmatica.

Tabla 4. Valores de rugosidad de la superficie de la membrana plasmatica de una célula
MCF-7 tratadas con AuNP a diferentes tiempos.

G1 S G2 M-G1
Tiempo de 0 6 12 16 24
incubacion
RMS[Rq]/nm 22.8+3.9 38.0+4.7 75.0 £ 6.6 65.5 + 8.5 413+1.2
nm nm nm nm nm
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Gréfica 5. Rugosidad de la membrana plasmatica de una célula MCF-7 tratada con AuNP. Los resultados
muestran los cambios en la rugosidad de la membrana al ser incubadas con AuNP (20 ug/ml) donde los
cambios significativos se dieron a las 12 h y disminuye gradualmente hasta las 24 h. con respecto a al
vehiculo. Las diferentes letras representan diferencias estadisticamente significativas entre los grupos. a0,
b#a, b#0 P <0.05.

La grafica 6 muestra la comparacion de los resultados obtenidos por el tratamiento
con AuNP. Se observa el efecto va disminuyendo gradualmente conforme avanza el
tiempo. EIl patrén de variacion de la rugosidad de la membrana plasmatica de las células
MCF-7 es semejante en ausencia y presencia de AuNP; sin embargo, estas incrementan su

rugosidad a las 12 h de incubacion.

41



100

90 1 a w2 hiculo
80 * b == AuNP
70

(2]
o

RMS[Rg)/nm
wn
o

40
30
20
10
0
0 6 12 16 24
G1 S G2 M-G1

Tiempo de incubacidn (h)/fases del ciclo celular

Gréfica 6. Comparacion de la rugosidad en la membrana plasmética de células MCF-7 que estuvieron
expuestas a las AUNP con respecto al vehiculo. * a ,b= P<0.05

9.7 Efecto de las AuNP sobre la rugosidad de la membrana plasmatica de las células

MCF-7 incubadas con E; a diferentes tiempos.

Cuando las células MCF-7 fueron incubadas con AuNP y E, al mismo tiempo, el
comportamiento de la membrana plasmatica sobre la rugosidad cambié en comparacion con
aquellas que solo fueron incubadas en presencia de E;. Como se muestra en la grafica 7, la
incubacion de las células con los tratamientos correspondientes a E; y E;+AuNP en los

diferentes tiempos analizados, mostré pequefias diferencias en los valores de RMS[Rq] en

la rugosidad de la membrana.
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Gréfica 7. Comparacion de la rugosidad en la membrana plasmética las células MCF-7 que fueron
expuestas al E, y a E,+ AuNP a diferentes tiempos. P>0.05.

En la grafica 7 se ve como el E, aumenta gradualmente la rugosidad de la
membrana, sin embargo la incubacién con la mezcla de E; y AuNP disminuye el efecto

ocasionado solo por E; disminuyendo los valores de RMS[R(q] de la membrana plasmaética.
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Figura 15. Iméagenes de la rugosidad en la membrana de células MCF-7 con AuNP y E, a diferentes tiempos de incubacion. Los valores de altura indican que las
estructuras méas elevadas redundan los 600 nm segln datos del eje z (barra lateral derecha) y de acuerdo con el avance del ciclo celular.
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La figura 15 muestra las imagenes de las regiones citoplasmaticas de la membrana

plasmatica de las células MCF-7 que fueron incubadas con E; y AuNP.

Efecto de los diferentes tratamientos sobre la rugosidad de la membrana plasmdética de
células MCF-7

100 4 —+—Vh — 2

90 4 —i— AUNP —&— E2 + AUNP

80 -
70

60

50 4

RMS[Rg/nm
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Tiempo de incubacidn (h)/fases del ciclo celular

Graéfica 8. Comparacion de los valores de RMS[Rq] en la rugosidad de la membrana plasmatica de células
MCF-7b con los diferentes tratamientos (Vh, E,, E, y AUNP + AuNP) incubadas a diferentes tiempos. En
la grafica se muestra el incremento de la rugosidad en las células que fueron expuestas a las AUNP por 12 h
(fase S) en comparacion con los diferentes tratamientos.*= P <0.05

La grafica 8 muestra los resultados del comportamiento de la rugosidad de la
membrana plasmatica de las células que estuvieron expuestas a los diferentes tratamientos
y a los diferentes tiempos. La linea verde indica el comportamiento de la superficie de la
membrana de las células MCF-7 cuando fueron expuestas al tratamiento de AuUNP donde se
observo un incremento sustancial en la rugosidad cuando éstas fueron incubadas por 12 h
con las AuNP indicando que estos nanomateriales produjeron un efecto sobre la estructura
de la membrana plasmatica el cual va disminuyendo conforme avanza el tiempo y a las 24 h
alcanza una condicién parecida al t=0 h. Estos resultados sugieren que la membrana de la

célula alcanza una normalizacion en su rugosidad después de la captacion de las

nanoparticulas.
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Tabla 5. Valores promedio de rugosidad de la superficie de la membrana plasmatica del
efecto generado por los diferentes tratamientos en células MCF-7.

Horas 0 6 12 16 24

TESTIGO 20.8+3.1 nm 42 5+1.7 nm 47.1+10.8 nm 40.348.1 nm 39.5+11.4 nm
n=9 n=9 n=6 n=6 n=9

E, 19.84+4.6 nm 50.6+4.7 nm 58.7+3.8 nm 59.7+8.4 nm 63.2+1.2 nm
n=9 n=6 n=9 n=9 n=9

AuNP 22.8+3.9nm 38.0+1.8nm 73.1%x4.4nm 65.5+8.4 nm 41.3+5.4 nm
n=9 n=9 n=9 n=6 n=9

AuNP+E, 23.6+3.6 nm 46.2+27nm | 53.6+10.8nm | 55.6+10.2nm | 55.2%9.1 nm
n=9 n=9 n=9 n=9 n=9

FASE GO Gl S G2 M-G1
10. Discusion.

El empleo de la nanotecnologia en la lucha contra el cancer de mama se ha

extendido en la Gltima década, incluyendo el uso de técnicas que permiten su diagndstico y

tratamiento [Kong et al., 2008]. En ambos casos se han empleado diversos tipos de

nanoparticulas, incluyendo las de oro que aqui se estudiaron [Yezhelyev et al., 2006]. A

pesar de que ya se han utilizado las AuNP en sistemas vivos [Sokolov et al., 2003; Gao et

al., 2004], aun faltan estudios para entender la forma en la cual se realiza la interaccion de

estas estructuras con la membrana plasmatica de las células eucariontes, incluyendo los

efectos que desencadenan en éstas.
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En el presente trabajo de investigacion primero se estandarizaron las condiciones
del cultivo celular. Debido a que se han reportado variaciones de la rugosidad de la
membrana plasmaética de células eucariontes asociadas al ciclo celular, se procedio a tener
cultivos en los cuales la mayoria de las células se encontraran en la misma fase del ciclo
(cultivos celulares sincronizados), para lo cual las células MCF-7 se crecieron en medio de
cultivo en el cual se fue bajando gradualmente la concentracion del SFB hasta alcanzar
0.625% Yy de esta manera se obtuvieron cultivos con méas del 90% de células sincronizadas.
Es importante recordar que en las célulasO MCF-7 sincrénicas, la fase celular tiene 21.8 h
de duracion [Wang et al., 1998], por lo que a las 6 h se presenta la fase G1, a las 12 h la

fase S, a las 18 horas la fase G2 y a las 24 h nuevamente en la fase G1.

Posteriormente se analizaron por AFM las variaciones de la rugosidad en diferentes
regiones de la membrana plasmatica de células de carcinoma mamario humano MCF-7.
Estudios previos con células HeLa, de carcinoma cervical, demuestran que hay variaciones
importantes cuando el andlisis se hace en la membrana plasmatica que se encuentra
exactamente sobre el ncleo en comparacién con las regiones perinucleares e inclusive con
respecto a la membrana que se encuentra en el borde que limita a la célula al adherirse al
sustrato de la placa de oro [Tapia et al., 2008]. En el presente estudio todo el analisis se
realiz6 en la membrana plasmatica de las regiones intermedias entre el nicleo y el borde,
como se sefiala en las figuras 7 y 8, donde se observd mayor homogeneidad de los valores
de RMS[Rq], como pardmetro de la rugosidad de la superficie de la membrana (Tabla 1).
En la grafica 2 se observan los cambios de la rugosidad de la membrana de células MCF-7
utilizadas como testigo en los diferentes estadios del ciclo celular. Cabe sefialar que éste es
el primer reporte de investigacion donde se toman en cuenta estos parametros, ya que los

estudios reportados por Wang y por Guduru fueron realizados en cultivos no sincronizados
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y se analizaron porciones de la membrana plasmatica de células tanto de carcinoma
cervico-uterino (HeLa) como de céncer hepatico (HepG2) sin tomar en cuenta las

variaciones de las distintas regiones estudiadas [Wang et al., 2009; Guduru R, 2011].

La siguiente pregunta que se respondio fue si es posible cuantificar los cambios
inducidos por un factor que genera modificaciones en el citoesqueleto y la membrana
plasmaética de las células MCF-7. Para lo cual, cultivos celulares sincronizados se incubaron
con 1 nM de estradiol, agente mitogénico, y se analizé la rugosidad de membrana en las
diferentes fases del ciclo celular. Como se observa en las gréficas 3 y 4, el estradiol
incrementa la rugosidad de la membrana de células MCF-7 que se mantiene alta hasta las

48 horas de incubacion, a diferencia de las células testigo donde la rugosidad disminuye.

Se ha demostrado que el estradiol estimula la sintesis de diversas proteinas que se
anclan en la membrana plasmatica y genera la modificacién de algunos fosfolipidos que
componen la bicapa lipidica, aumentando la rugosidad de la membrana [Takabe et al.,
2010]. También se ha determinado que el estradiol produce modificaciones en la estructura
de la membrana por la interaccion con sus receptores anclados en la superficie, asociados
con otras estructuras provocando modificaciones en la rugosidad [Peetla et al., 2009]. Otro
posible factor que debe ser tomado en cuenta es el hecho de que algunas glicoproteinas de
alto peso molecular de la membrana plasmatica de estas células, como las mucinas, pueden
ser reguladas por hormonas esteroides y esto ocasionar cambios en la rugosidad de la

membrana de células cancerosas (Francis et al., 2009).

Después de haber estandarizado las condiciones de incubacion y medicion de la
rugosidad por AFM, se realizaron los experimentos donde se incubaron las células MCF-7

con AuNP de 20 nm de didametro y en concentracion de 20 pg/ml. Como se observa en la
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grafica 6, la AuNP induce el aumento estadisticamente significativo (P< 0.05) de la
rugosidad de la membrana a las 12 y 16 horas de incubacion con respecto a las células
testigo. Se ha reportado que el contacto de las AuNP con la superficie de la membrana
plasmética ocasiona cambios cinéticos y mecanicos de las estructuras que la componen,
especialmente de los lipidos, proteinas y estructuras glicosiladas, generando modificaciones
en su rugosidad lo que a su vez aumenta la velocidad de captacion hacia el interior de la

célula [Nel et al., 2009].

Chithrani y colaboradores (2005) demostraron que a las 6 h de incubacién con
AUNP de 14 nm de diametro en la linea celular HeLa incrementa 90% la tasa de captacion
superior, mientras, Tapia y Batina (2008) observaron que la rugosidad de la superficie de la
membrana plasmatica incrementa notablemente al incubar las células HeLa con AuNP de
30 nm durante diferentes tiempos. A pesar de que las células MCF-7 son las mas empleadas
en estudios in vitro de cancer de mama humano, no se han realizado a la fecha estudios
utilizando AuNP y analizar sus efectos sobre la rugosidad en regiones especificas de la

membrana plasmatica.

Finalmente se realizaron experimentos donde se incubaron simultaneamente las
células MCF-7 con estradiol y AuNP. Cuando se realizaron los experimentos por separado,
en ambos casos se incrementa la rugosidad con respecto a las células testigo, aunque los
patrones con respecto al tiempo de incubacién son distintos. Cuando se adiciona la
combinacion, el efecto predominante sobre el incremento de la rugosidad de la membrana
plasmatica es el ocasionado por el estradiol. Como se observa en las graficas 7 y 8, el
incremento inducido por la combinacién AuNP vy estradiol es menor al observado por la

induccion con estradiol solo, sin embargo no es estadisticamente significativo.
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Este proceso puede ser debido a efectos mecanicos por la interaccion de las AuNP
con la membrana, ya que se ha demostrado que las AuNP se distribuyen sobre la superficie
y forman capas uniforme sobre la membrana, modificando la capacidad del estradiol de
atravesar la bicapa lipidica, asi como se ha demostrado que las mismas AuNP pueden
regulan la velocidad de su incorporacién hacia el interior de la célula [Nel et al., 2009;

Ando et al., 2011].
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11. CONCLUSIONES

En el presente estudio, la microscopia de fuerza atdmica (AFM) permitié el anlisis
de la superficie de membrana de células MCF-7 de carcinoma mamario humano en muy
alta resolucion (500-100 nm), permitiendo la medicion de su rugosidad mediante el analisis
tridimensional y a traves del parametro RMSRq;. Este analisis se realizd durante las
diferentes fases del ciclo celular de MCF-7, en presencia de estradiol, AuNP vy la

combinacion estradiol-AuNP.

Si bien el objetivo planteado inicialmente fue el determinar la cinética de
incorporacion de la AuNP, los resultados que se presentan sientan las bases para poder
hacer el analisis posteriormente, de manera sistematica. Una forma en la cual se puede
realizar el analisis de la captacion de las AuNP y su internalizacion es por la técnica de
espectroscopia Raman, lo cual se realizara en breve. Aunque se sabe que el estradiol
ocasiona cambios en la estructura del citoesqueleto [Flamini et al., 2009] y de la membrana
plasmatica [Azios y Dharmawardhane, 2005], efecto similar al demostrado por la hormona
progesterona en células endometriales [Francis et al., 2009], no hay reportes del analisis de

los cambios ocasionados por el estradiol en la ultraestructura de células cancerosas.

Un aspecto importante del presente estudio es que se estandarizaron las condiciones
en las cuales se realizan las mediciones de rugosidad de la membrana plasmatica de las
células cancerosas. A partir del andlisis de la rugosidad de las diferentes regiones en una
misma célula se puede concluir que las zona de la membrana que se encuentran sobre el
nucleo y en los bordes son altamente heterogeneas y, por tanto, presenta gran variacion de
valores; por tal motivo se sugiere que los estudios se realicen en las porciones de membrana

que se encuentran entre estas zonas.
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Ademas se demostré que el punto maximo de modificaciones en el cambio de
rugosidad se observa en la fase de sintesis, es decir a las 12 h de reactivacion del ciclo
celular, en comparacion con los valores que presentan en las fases G1 y G2. La rugosidad
en esta fase del ciclo aumenta 80% cuando se incuban las AuNP, lo que sugiere que su
interaccion con la membrana plasmatica ocasiona cambios que facilitan su incorporacion
(Ando et al., 2011).

Los resultados descritos en este trabajo proporcionan informacion importante para
comprender la dinamica de los cambios presentes en la membrana de las células de
carcinoma mamario cuando éstas son incubadas con AuNP, en ausencia y presencia de
estradiol. Los resultados obtenidos presentan datos relevantes para entender las
interacciones y la eficiencia de las AuNP con la superficie de la membrana plasmatica al
generar cambios significativos en la rugosidad analizados por AFM. Como las AuNP
juegan un papel crucial en la terapia contra el cancer de mama, es importante comprender
sus interacciones y procesos de internalizacion a fin de orientar de manera eficiente los
sitios especificos en las células.

Estos resultados sientan las bases para estudios posteriores en la administracion de
agentes con funcién de transportadores de farmacos y como marcadores para el diagnostico

temprano.

12. PERSPECTIVAS

Estudiar las modificaciones de la membrana plasmatica cuando las células estan
interactuando unas con otras, ya que los analisis presentados en este trabajo fueron en
células individuales, y correlacionar la incorporacion de AuNP con las propiedades

biomecanicas (fuerzas de interaccion sonda-membrana) de la superficie membranal.
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14. ANEXOS

Anexo 1. Microscopia de fuerza atomica (AFM).

La AFM es una forma especializada de microscopia para el barrido de muestras,
inventada por Binning en 1986 [Binning et al., 1986]. Su principal objetivo es la obtencion
de iméagenes topograficas de alta definicion y la medicion de fuerzas a nivel atomico entre

la sonda y la superficie de la muestra sin dafarla.

La imagen de AFM es un mapa de la superficie de la muestra, generado a partir de
los datos detectados por la sonda en cada punto de la muestra tales como dureza, rugosidad
y altura gracias a la presencia del plano Z, asociados a coordenadas en los tres planos

cartesianos.

La imagen generada se interpreta a partir de una barra de tonalidades que asigna el
software para cada punto registrado durante la medicién. Los cambios en la tonalidad son
proporcionales a los cambios en las caracteristicas de la superficie que estan siendo
analizadas, ya sea altura o densidad una tonalidad, tomando como referencia el valor
minimo y maximo obtenido durante el andlisis. Las capacidad de variar el modo de
retroalimentacion del microscopio da la oportunidad de generar diversos modos de
adquisicién de imagen, por lo que se han desarrollado varias modalidades de trabajo; el

modo contacto, el modo no-contacto y el modo intermitente [Figura 16].

Modo Contacto (Medicion de fuerzas).- En este modo la sonda esta en contacto todo
el tiempo con la superficie de la muestra donde acttan fuerzas de repulsion idnica lo que se
quiere decir es que se esta en el régimen repulsivo de las fuerzas interatomicas [Schmitz et
al., 1997]. Este modo permite identificar las diferencias de friccion en la superficie y
variaciones en las propiedades de la muestra.
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Modo no-contacto.- El brazo de palanca desciende lentamente, cerca de la superficie
a una separacioén en la cual nos encontramos en la zona atractiva de la fuerza intermolecular
sobre la punta. Este modo es un tanto complicado de operar en condiciones de medio
ambiente, ya que siempre tendremos una pequefia capa de contaminacion de agua sobre la
superficie, formando un pequefio puente de capilaridad entre la superficie y la punta,
provocando que la punta toque a la muestra [Schmitz et al., 1997]. Este modo es la base de

la medicidn de las propiedades mecanicas y de fuerzas de enlace intercelulares [Figura 23].

Modo Intermitente, (“tapping”).- En este modo la punta de la sonda oscila
rapidamente mientras desciende hacia la superficie de la muestra, conforme la punta se
acerca a la muestra, la amplitud de la oscilacion disminuye hasta detectar la superficie. La
punta al estar vibrando toca intermitentemente la superficie, es decir, entra a la parte
repulsiva del potencial intermolecular y de este modo la punta est4 en contacto con la
superficie sélo por un tiempo corto, reduciendo la fuerza lateral sobre la punta y el riesgo
de producir un dafio a la superficie se ve reducido [Schmitz et al., 1997]. Este modo
permite que las muestras no conductivas puedan ser analizadas y sin que sufran ningun

dafo [Figura 16].

Modo Contacto Modo no-Contacto Modo Intermitente

=

Imagen resultante

/\
J'\—i  EE— —————

Figura 16. Esquema de los modos de operacion del AFM. Comparacién esquematica de la imagen
resultante empleando los distintos modos de trabajo de AFM; contacto, no-contacto e intermitente.
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Anexo 2. Rugosidad

La rugosidad es un concepto que se usa en topografia para describir la irregularidad

de las superficies. El andlisis de la rugosidad permite encontrar pardmetros de desigualdad

(rugosidad) en toda la imagen (superficie) y evala variaciones en la altura “Z” (figura 17).

El método para la estimaci

terreno uniforme (poco ru

on de la rugosidad se basa en el siguiente planteamiento: en un

goso), los vectores perpendiculares a la superficie del mismo

seran aproximadamente paralelos y, en consecuencia, presentaran una dispersion baja (mide

variaciones en la dimension Z). Al contrario, en un terreno rugoso, los cambios de

pendiente y orientacion hardn que dichos vectores presenten una dispersion mayor

[Sagvolden et al., 1999].
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Figura 17. Analisis de rugosidad. Evaluacion de las variaciones en la altura medida (vector

Z)

63



La rugosidad esta representara por Rq (RMS) (root-mean-square), que es la

desviacion estandar del total de las alturas medidas, dada por la siguiente ecuacion [41]:

>.(Z)?

R, =
q\ n

Donde Zi es el valor corriente de la Altura medida Z, y n es el nimero de puntos

dentro de la imagen.
Anexo 3. Disefio de nanoparticulas de oro.

Se preparod una suspension con nanoparticulas 2:10 (9.5 ul de nanoarticulas en 2 ml
de medio de cultivo suplementado) de la cual se adicion6 350 ul a cada uno de los pozos
donde se encontraban las placas. Durante el cultivo se realizd la incorporacion de las
nanoparticulas de oro con un diametro de 20 nm, las cuales fueron sintetizadas a partir de
una solucion de HAuCI4 en una solucion acuosa, empleando &cido ascorbico como agente
reductor y N-vinyl-2-pyrrolidone, a temperatura ambiente [BBI International, reino unido].
Las nanoparticulas se incorporacion en distintos tiempos (0, 6, 12, 16 y 24 horas). Al
término, las células fueron fijadas en una serie de alcoholes graduales, para proceder a

visualizar las placas por AFM.

La generacion de imégenes se realiz en un microscopio de fuerza atbmica, modelo
Nanoscope Illa MultiModeTM, (SPM, Digital Instrument) en modo “tapping”, empleando
puntas de silicio. Se realizaron barridos en alta resolucién de 10, 5, 2.5, 1 pm? y 500 nm?

para analisis topografico en la superficie de membrana plasmatica.

Las imagenes se analizaron con el software del equipo y se obtuvieron perspectivas

tridimensionales para medir los valores de alturas en el eje z y se empleo la medicién de
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rugosidad para determinar la presencia de cambios en la membrana por efecto de la

incorporacion de las nanoparticulas de oro.
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membrana plasmatica de células de cancer de mama”
llevado a cabo el dia 2 de diciembre de 2011.
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Dr. Nicola Batina Dr. José Luis Gémez Olivares Dr. Francisco Javier Alarcén A.
Dr. Pablo Damian Matsumura Presidente del Jurado Coordinador del Posgrado
Co-Directores de Tesis
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CONSTANCIA DE PRESENTACION DE EXAMEN DE GRADO

La Universidad Autdnoma Metropolitana extiende la presente CONSTANCIZ DE
PRESENTACION DE EXAMEN DE GRADO de MAESTRO EN BIOLOCGIA EXPERIMENTAL del alumno
CARLOS LARA CRUZ, matricula 209381691, guien cumplidé con los 176 créditos
correspondientes a las unidades de ensefianza aprendizaje del plan de estudio. Con
fecha dos de diciembre del 2011 presentd la DEFENSA de su EXAMEN DE GRADC cuya
denominacidén es: :

ESTUDIO TCOPOLOGICO DE LA INCORPORACION DE NANOESFERAS DE ORC SOBRE LA SUPERFICIE
DE LA MEMBRANA PLASMATICA DE CELULAS DE CANCER DE MAMA

Cabe mencionar gue la aprobacién tiene un valor de 40 créditos y el programa
consta de 216 créditos.

El jurado del examen ha tenide a bien otorgarle la calificacién de:

APMBCN

JURADO
Presidente Secretaria
]
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DR. JOSE LUIS GOMEZ OLIVARES DRA. EVA|R N GALLEGOS
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M. EN B.E. LETICIA GONZALEZ NUNEZ DR. ARMANDO LUNA LOPEZ

UNIDAD IZTAPALAPA
Coordinacion de Sistemas Escolares
Av. San Rafael Atlixco 186, Col. Vicentina, México, DF, CP 09340 Apdo. Postal 555-320-3000, Tels. 5804-4880 y 5804-4883 Fax: 5804-4876



