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RESUMEN

En México cada afno se reportan decenas de miles de casos de cancer, sin embargo, ain con las
investigaciones realizadas al dia de hoy el cancer de mama sigue ocupando el primer lugar por deceso
por cancer. Hay diferentes tipos de tratamiento para los pacientes que incluyen cirugia, quimioterapia,
radioterapia, ademas de inmunoterapia y terapia dirigida siendo estos de uso menos frecuente.

En el area de estudio contra enfermedades cancerosas se encuentra en auge las nanoestructuras, utiles
como nanotransportadores, en deteccion y tratamiento de estas; estas nanoestructuras son modificadas
de tal manera que puedan ser utiles para tal fin, ejemplo de ello son las particulas de lipidos modificadas,
los nanoliposomas, las nanocépsulas y nanoesferas poliméricas, las nanosuspensiones y nanoestructuras
abase de carbono. Los nanotubos de carbono son materiales con gran auge en las aplicaciones biologicas
y médicas, debido a las propiedades que presentan y el aprovechamiento de estas, gracias a la
funcionalizacion, lo cual ha ayudado en su uso como nanotransportadores de farmacos y en las terapias
de cancer, debido a la facilidad con la que se pueden modificar.

Por consiguiente, el objetivo de este trabajo fue utilizar lectinas vegetales unidas a quercetina enlazadas
a nanotubos de carbono, para obtener nanocompuestos con propiedades quimicas y biologicas que
permitan su aplicacion en ensayos de lineas tumorales de cancer. Estos nanocompuestos fueron
disefiados por docking molecular seguido de una dinamica molecular, que nos permiti6 obtener los sitios
de acoplamiento y determinar la estabilidad de la interaccion, los cual nos indico que los sitios activos
de la lectina no se comprometen y permiten mantener su actividad bioldgica. Posteriormente, se realizo
la funcionalizacion covalente entre los NTC y las lectinas Sambucus nigra 'y Phaseolus lunatus, asi como
el acoplamiento lectina y quercetina. Los nanomateriales obtenidos fueron caracterizados por MEB,
EDS, actividad antioxidante y actividad de lectina. Finalmente, los nanocompuestos fueron evaluados
sobre la linea celular MCF-7 de cancer de mama para determinar su efecto sobre las mismas mediante
ensayos de MTT. Los resultados indicaron que la citotoxicidad que presentan las biomoléculas de manera

individual no se incrementa después de la funcionalizacion.



ABSTRACT

In Mexico, tens of thousands of cases of cancer are reported every year; however, even with the
research carried out to date, breast cancer continues to occupy first place in terms of cancer
deaths. There are different types of treatment for patients that include surgery, chemotherapy,
radiotherapy, immunotherapy and targeted therapy, these being less frequently used.

In the area of study against cancer diseases, nanostructures are on the rise, useful as nanocarriers,
in their detection and treatment; these nanostructures are modified in such a way that they can
be useful for this purpose, examples of this are modified lipid particles, nanoliposomes,
polymeric nanocapsules and nanospheres, nanosuspensions and carbon-based nanostructures.
Carbon nanotubes are materials with great popularity in biological and medical applications,
due to the properties they present and the use of these, thanks to functionalization, which has
helped in their use as drug nanocarriers and in cancer therapies, due to the ease with which they
can be modified.

Therefore, the objective of this work was to use plant lectins linked to quercetin linked to carbon
nanotubes, to obtain nanocomposites with chemical and biological properties that allow their
application in cancer cell line trials. These nanocomposites were designed by molecular docking
followed by molecular dynamics, which allowed us to obtain the docking sites and determine
the stability of the interaction, which indicated that the active sites of the lectin were not
compromised and allowed it to maintain its biological activity. Subsequently, covalent
functionalization was carried out between CNTs and the lectins Sambucus nigra and Phaseolus
lunatus, as well as lectin and quercetin coupling. The nanomaterials obtained were characterized
by SEM, EDS, antioxidant activity and lectin activity. Finally, the nanocomposites were
evaluated on the MCF-7 breast cancer cell line to determine their effect on them using MTT
assays. The results indicated that the cytotoxicity presented by the biomolecules individually

does not increase after functionalization.
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I. INTRODUCCION
El acoplamiento y la dinamica molecular es un proceso en donde se acoplan estructuras
macromoleculares para predecir conformaciones de unidn; siendo un area emergente por la
utilidad de obtener mejores resultados y conclusiones tanto de manera tedrica como
experimental, asi como una comparativa de los mismos.
Los nanotubos de carbono presentan gran area superficial, baja densidad, resistencia mecénica,
térmica, entre otras; haciendo uso de la modificacion de sus propiedades superficiales a través
de la funcionalizacion con moléculas diversas, abriéndose paso cada vez mas en el area
biologica, sobre todo en el area médica por su facilidad de sintetizacion y poder suministrar
eficazmente el medicamento.
Por otro lado, algunos flavonoides han presentado propiedades anticancerigenas, ademas de
antivirales, antiinflamatorias y antioxidantes, siendo moléculas prometedoras para su utilizacion
sobre lineas tumorales, dentro de las que podemos destacar la quercetina. La quercetina presenta
propiedades antiinflamatorias y anticancerigenas, por ello se han realizado varios estudios
donde se reporta como una molécula biologicamente activa como posible tratamiento ante una
amplia gama de enfermedades, incluyendo el cancer. De igual manera, las lectinas,
glicoproteinas que han sido estudiadas recientemente en el campo de aplicacion médica, por su
reconocimiento a carbohidratos de manera especifica y reversible presentes en la membrana
celular de ciertas lineas celulares cancerosas, lo cual las ha hecho ttiles como herramientas de
diagnostico de cancer.
Laincidencia de casos de cancer ha ido en aumento a causa de diversos factores, siendo el cancer
de mama el que presenta cifras mas altas. Aunque actualmente la concientizacion sobre el
diagnostico temprano, asi como las investigaciones y novedosos tratamientos acerca del mismo
son cada vez mas prometedores, ain queda una gran brecha por estudiar en el campo de
tratamientos cada vez menos invasivos y mas eficaces. Dentro de este marco se hace mencion
al uso de nanocompuestos para el transporte de farmacos, como se menciona en el presente
trabajo utilizando nanotubos de carbono como nanotransportadores de lectina y quercetina con

posible aplicacion al tratamiento de cancer de mama.
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II. FUNDAMENTO TEORICO

2.1 NANOTUBOS DE CARBONO
Los materiales a base de carbono estan compuestos de atomos de carbono, en una amplia
diversidad de estructuras y propiedades, incluso dimensiones distintas. Estructuralmente los

podemos dividir en diamante, grafito, fullerenos, carbino, etc (Figura II-1).

- Cubico
Cristalino
sp? - Hexagonal
Diamante Diamante
No cristalino similar a H |
carbono (DLC) exagona
Cristalino
Romboédrico
Plano Grafito
C No cristalino Turboestratico
Nanotubos de - Pared simple
sp?+ 1 Carbono - Pared miuiltiple
- Pared simple
Curvo Fullereno "
- Pared multiple
sp +2m Carbino

Figura II-1. Clasificacion de Materiales de Carbono. Adaptacion de (Inagaki et al., 2014).

Los nanomateriales a base de carbono (NMC) son usados ampliamente debido a las propiedades
quimicas, electronicas y mecéanicas dadas por su estructura tan particular, dentro de estos
materiales podemos encontrar al grafeno, puntos de carbono (carbon dots) y nanotubos de
carbono (NTC), siendo éstos ultimos los de principal interés para el proyecto debido a la
versatilidad que presentan ademas de las multiples investigaciones actuales que se realizan en

el campo biomédico.
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Los NTC son hojas de grafeno enrolladas sobre si mismas, formadas de enlaces puros de
carbono por enlaces covalentes hibridos sp?. Estos materiales presentan amplias propiedades,
las cuales dependen en gran medida por las capas concéntricas que posea, el grado de
enrollamiento y didmetro del mismo. Dentro de sus propiedades mas estudiadas han sido
resistencia mecanica, dureza, conductividad eléctrica, conductividad térmica, amplia area
superficial, cualidad de color y polarizacion, entre otras (BalandrAn-Quintana et al., 2008;
Kharissova et al., 2004; O’Connell, 2018; Peigney et al., 2001).

Estos nanomateriales pueden variar de didmetro (4 a 30 nm), al igual que de longitud, (=1 um);
pudiendo diferir en su nimero de capas y quiralidad (Figura II-2. Diferentes conformaciones
que llegan a presentar los NTC dependiendo del enrollamiento de la lamina de grafeno: a)
armchair, b) zigzag, c) chiral) (Dai, 2002). Siendo estructuras cilindricas, las podemos clasificar
en dos grupos: nanotubos de carbono de pared simple (simple walled carbon nanotubes,
SWCNT) y nanotubos de carbono de pared multiple (multi-walled carbon nanotubes, MWCNT)
(Tijima, 1991, 2002).
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Figura II-2. Diferentes conformaciones que llegan a presentar los NTC dependiendo del enrollamiento

de la lamina de grafeno: a) armchair, b) zigzag, c) chiral

2.1.1 TTIPOS DE NANOTUBOS DE CARBONO

Nanotubos de Carbono de Pared Simple

Los NTC de pared simple o pared unica (SWCNT, por sus siglas en inglés), estdn formados por
una sola capa de grafeno enrollada, de longitud en el rango de nanémetros, con un didmetro de
alrededor de los 2 nm (Figura 1I-3). Los SWCNT presentan una alta fuerza mecénica, una
resistividad que va de 10 a 10 Qem; poseen una estabilidad térmica a 1400 °C en el vacio,
también son flexibles y mas faciles de caracterizar. Emiten electrones desde sus puntas cuando
son expuestos a campos eléctricos bajos; por su escala nanométrica poseen una gran capacidad
de adsorcion, se ha reportado que a menor didmetro incrementa la conductividad eléctrica del
material, al igual que la térmica (Agel et al., 2012; Iijima, 2002; Kaur, 2018; Rao et al., 2018;
Taib et al., 2021). Dadas sus propiedades la nanotecnologia se ha centrado en sus aplicaciones

en textiles inteligentes, transistores, circuitos y baterias; sin embargo, dado su tamafo presentan
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mayor toxicidad comparado con los MWCNT, y llegan a ser mas costosos para sintetizar por la

dificultad de controlar las condiciones de crecimiento y atmosféricas en la que se sintetiza.

a) b)

Figura II-3. Clasificacion de NTC por numero de capas: a) NTC de pared simple, b) NTC de pared

multiple.

Nanotubos de Carbono de Pared Multiple

Los nanotubos de pared multiple o multipared (MWCNT, por sus siglas en inglés), presentan
diversas hojas de grafeno enrolladas de forma concéntrica (modelo de mufieca rusa, Figura II-3)
6 de una sola hoja enrollada sobre si misma (modelo de Parchment), con un didmetro promedio
de 55 nm. Es una estructura compleja, por lo que presenta menor probabilidad de generar
defectos durante la funcionalizacion. Otra ventaja frente a los SWCNT, es su capacidad de ser
sintetizados facilmente a nivel industrial. Presentan una resistividad de 1.8x10 a 6.1x10” Qem.
La conductividad que presenta es superior a los 2000 W/meK, con una fuerza de tensién de
4.5x10'2 Pa; siendo su principal caracteristica un area superficial elevada, ~30 m?/g, en donde
pueden llevarse a cabo diferentes reacciones quimicas o como almacenamiento de otras
moléculas (Alvarez Méndez, 2016; BalandrAn-Quintana et al., 2008; Deshpande & Mahendru,
2018; Diaz Lopez, 2008; Saifuddin et al., 2013; Taib et al., 2021).

Aligual que los SWCNT los NTC de pared multiple se han utilizado como electrocatalizadores,
electrodos de bateria, circuitos, adsorcion, entre otras; siendo mdas recientemente explorado

como biosensor y nanotransportador.
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2.1.2 METODOS DE OBTENCION

Descarga de arco

El método de descarga de arco fue el primero en ser utilizado para la sintesis de NTC, en donde
se obtienen NTC de pared simple y multipared. Se basa en la produccion de un arco eléctrico a
lo largo de 1 mm entre dos electrodod de grafito, con un diametro de 5 a 20 mm y un gas inerte
(He, Ar) como atmosfera de la reaccion, a una presion de 100 a 1000 torr, ocupando una fuente

de voltaje (= 12 — 25 V) con una corriente de 12 a 120 A (Bacon, 2004; Grebenyukov et al.,
2008) (Figura I11-4).
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Figura I1-4. Diagrama esquematico del método por descarga de arco (Grebenyukov et al., 2008).
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Ablacion Laser

En el interior de un horno en un tubo de cuarzo es colocado una mezcla de cobalto-niquel al
emplear un blanco de grafito. Es vaporizado con un pulso laser en una atmoésfera inerte de Ar 6
He, a una presion de ~500 torr, a una temperatura de 1200 °C (Figura II-5). El producto final y
el residual es rescolectado por condensacion (Dai et al., 1996; Grebenyukov et al., 2008). Por
ablacion laser se obtienen NTC de pared simple, pudiendo variar el diametro dependiendo de la

temperatura utilizada, sin embargo, suele ser un método costoso.
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Figura II-5. Diagrama esquematico del método por ablacion laser (Dai et al., 1996).

Deposicion Quimica de Vapor

Por sus siglas en inglés CVD (Chemical Vapor Deposition), es el método mas utilizado para la
obtencion de materiales a base de carbono por su bajo costo y facil implementacion.

Esté técnica promueve reacciones quimicas dentro de una cdmara de reaccion y son activadas
por altas temperaturas (entre 800 °C y 1000 °C); los precursores pueden ser liquidos, sélidos o
gaseosos. Teniendo la camara de reaccion salida a los precursores y productos no involucrados
en el producto final (Avouris & Dimitrakopoulos, 2012; Y. Dong et al., 2020; Ruiz Hernandez
et al., 2021).

Las configuraciones del equipo pueden ser en horizontal o vertical, siendo a nivel laboratorio
utilizado en configuracion horizontal, mientras que a nivel industrial se realiza en equipos
verticales.

Generalmente se utiliza un tubo de cuarzo en un horno tubular eléctrico, en los extremos del
tubo se colocan juntas de vidrio de borosilicato para el acoplamiento de las tuberias para los
precursores con el flujo de un gas acarreador (argdn, nitrégeno o hidrogeno) (Figura I1-6). Los
precursores utilizados comunmente para la sintesis de nanoestructuras de carbono son
hidrocarburos, aunque recientemente se ha explorado la obtencién a partir de cualquier fuente
de carbono (Choi & Rhee, 2001; Ruan et al., 2014; Teo et al., 2003).

Existen subprocesos derivados de CVD tales como: deposicion quimica de vapor a presion
ambiental (APCVD), a baja presion (LPCVD), asistida por aerosol (AACVD), activada por
plasma (PECVD), asistida por microondas y activacion por plasma (MW-PECVD) (Ruiz
Hernandez et al., 2021).
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Figura II-6. Diagrama esquematico del método de CVD (Ruiz Hernandez et al., 2021).

Aspersion pirolitica

El método de sintesis por aspersion pirolitica es derivado del sistema CVD; se puede controlar
morfologia y composicion de las particulas a sintetizar, dado que se permite modificar variables
para optimizar el proceso. Es un proceso continuo en donde se pueden obtener facilmente NTC
de pared multiple.

Consiste en pulverizar y proyectar la solucioén acuosa (fuente de carbono), sobre un sustrato que
se encuentra en un horno cilindrico con un termostato. Una mezcla organometalica es
bombardeada con una bomba peristatica hacia un nebulizador, un flujo de gas inerte (Ar o He)

lleva la solucion pulverizada a través un tubo de cuarzo a temperatura elevada (~ 1000 °C)

(Figura II-7) (Aguilar-Elguézabal et al., 2006; Bravo et al., 2007).
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Figura II-7. Diagrama esquematico del método de aspersion pirolitica (Aguilar-Elguézabal et al.,

2006).
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2.1.3 TOXICIDAD

Siendo los NTC materiales que presentan propiedades superiores a otros materiales, se ha
aplicado en diversas areas de la ciencia de materiales y en las ultimas décadas en medios
bioldgicos; sin embargo, el principal obstdculo que se ha presentado es la toxicidad y
biocompatibilidad de los NTC. Las variables que afectan son desde el tamafio y area de
superficie, carga, funcionalizacion y quiralidad (Holmannova et al., 2022).

Los NTC pueden inducir muerte celular, después de ponerse en contacto con la membrana
celular o internalizacion, dadas las dimensiones de los nanotubos, lo que provoca que
interaccionan con el sistema inmune mediante reacciones inflamatorias al detectarlo como
patogeno (BalandrAn-Quintana et al., 2008; Chiaretti et al., 2008).

Se ha detectado que inhibe la produccion de progesterona en modelos in vivo, ademas de la
induccién de produccion de ROS (especies reactivas de oxigeno) y modificando la membrana
mitocondrial, logrando ser reversible después de su eliminacion (Qu et al., 2017). Ademas, se
ha observado disminucién en la viabilidad celular, aumentando el estrés oxidativo y
disminuyendo la actividad de enzimas antioxidantes (Sanand et al., 2018). Siendo que en
modelos in vitro e in vivo ha presentado toxicidad en el sistema reproductivo y a su vez

reduciendo la fertilidad.

2.1.4 FUNCIONALIZACION

Dada la toxicidad que presentan estos nanomateriales se ha recurrido a modificaciones al mismo
para disminuir la toxicidad del organismo, ademas esto ha influido al ampliar las aplicaciones
de los NTC a otras areas ademas de resistencia y como conducto o sensor en sistemas mecanicos.
La efectividad de las modificaciones de los nanotubos altera la superficie del mismo,
permitiendo ser empleado en sistemas bioldgicos.

La funcionalizacion se utiliza para alterar los nanotubos modificando las propiedades de
adsorcion de los atomos o moléculas en las paredes externas e internas, afiadiendo grupos
funcionales en ellas, mejorando su solubilidad y dispersion, variables importantes para su
aplicacion en medios biologicos (Al-Mubaddel et al., 2017; Andrade Guel et al., 2012; Lehman
et al., 2011).
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Tabla II-1. Métodos de funcionalizacion y efectos en las propiedades de NTC (Modificado de (Dubey
et al., 2021)).

Método de funcionalizacion

Efecto en NTC

Fluoracion

Mayor solubilidad en disolventes organicos

Cicloadicion 1,3-dipolar

Mayor solubilidad en disolventes acuosos y

organicos

Reduccion de sal de aril y diazonio

Mayor solubilidad en disolventes organicos

Reactiva de especies

Funcionalizacion adicional de derivados

Formacion de complejos moleculares con metales

Mayor solubilidad y estabilidad en disolventes

organicos

Carboxilacion

Derivacion adicional, mayor solubilidad en

disolventes organicos

Deposicion de nanoparticulas

Solubilidad en agua, capacidad de atrapar iones

metalicos

Envoltura o encapsulacion de polimeros

Mejora de dispersion de NTC en disolventes

polares y no polares.

Los procedimientos de funcionalizacion varian de acuerdo al grupo funcional a adicionar en las

paredes (externas o internas), ademds de que se pueden tener funcionalizaciones de tipo

covalente y no covalente (Alvarez Méndez, 2016).

Como se menciona en la Tabla II-1, la generacion de diferentes grupos funcionales beneficia la

interaccion NTC con el medio, obteniendo una mejora en la dispersion o solubilidad de los

mismos, sirviendo ademés como grupos de anclaje.

Funcionalizacion covalente

Este tipo de funcionalizacion se basa en la unién de varios grupos funcionales a los extremos o

paredes mediante enlaces covalentes, produciendo una gran diversidad de NTC funcionalizados;

esto se puede dar con fluoracion, hidrogenacidon, amidacion, esterificacion, tiolacion,

silanizacion u otros (Camarena Diaz, 2011; Delgado et al., 2007).
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Los enlaces covalentes actian como sitios de sustitucion para la funcionalizacién e inclusive
reacciones de sustitucion secundaria, conduciendo a una mayor solubilidad en agua y en

disolventes organicos (Alvarez Méndez, 2016; Dubey et al., 2021).

Funcionalizacion no covalente

Es un tipo de modificaciéon que utiliza compuestos aromadticos, agentes tensioactivos y
polimeros, que se basa en interacciones en la parte hidrofobica de las moléculas adsorbidas con
las paredes laterales de nanotubos a través de van der Waals, n-n, CH- &t y otras interacciones,
siendo la parte hidrofilica la que proporciona la solubilidad. Esté método crea dispersiones
acuosas estables y limitando la citotoxicidad del material final (Delgado et al., 2007; Dubey

et al., 2021).
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2.1.5 APLICACIONES BIOLOGICAS

Como se ha mencionado anteriormente la modificacion de las superficie deriva en una mejor
solubilidad y en moléculas activas, haciendo a los NTC compatibles con sistemas biologicos.
Los NTC funcionalizados (f-NTC) con moléculas bioactivas se han investigado en el
diagndstico y tratamiento de enfermedades, es decir, como biosensores, nanotransportadores y
nanovectores, aprovechando su tamafio y estructura, asi como la combinacion de las
propiedades de las biomoléculas con las de los NTC.

Como biosensores dadas sus propiedades de conductividad, se utilizan para el estudios de
proteinas, asi como en el reconocimiento de células diana patdogenas en ambientes fisioldgicos
(Chou et al., 2005; Huang et al., 2006; Jain, 2005). También se ha utilizado como tratamiento
de diagnostico de cancer, con limites de deteccion muy bajos, bajo costo y alta sensibilidad de
biomarcadores tumorales (Eatemadi et al., 2014).

En el éarea terapéutica se ha aprovechado su capacidad de absorcion de luz en el infrarrojo
cercano (NIR, por sus siglas en inglés) en fototerapia, siendo considera como un tratamiento
selectivo por la combinacion de irradiacion laser a 980 nm destruyendo la célula diana, célula
de cancer, siendo utilizado en células de cancer de mama, glioblastoma multiforme, entre otros
(Brennan et al., 2003; Gannon et al., 2007; Qin et al., 2015; Sobhani et al., 2017; Tchounwou
etal., 2015; Zhou et al., 2011).

Pero principalmente se ha utilizado NTC como transportador de farmacos, genes (DNA, RNA),
proteinas, anticuerpos y otras moléculas, debido a su naturaleza hidrofobica pueden permanecer
en el sistema circulatorio por un periodo mas prolongado (Anzar et al., 2020; Chakrabarti et al.,
2015; Dey & Das, 2013; Khan et al., 2016). Como tratamiento del cancer se ha funcionalizado
con farmacos oncoldgicos como doxorrubicinia, paclitaxel, taxol, lobaplatino, cisplatino,
raloxifeno (Jawahar et al., 2020; Kim et al., 2015; Muzi et al., 2015; Pasban et al., 2019; Rathod
etal., 2019; Rezaian et al., 2018; Saeednia et al., 2019; Tavakolifard et al., 2016; Vinothini
etal., 2019; Yu et al., 2018; Zhang et al., 2009).
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2.2 CANCER

2.2.1 DEFINICION Y ANTECEDENTES

Se define cancer como el conjunto de enfermedades caracterizadas por el crecimiento excesivo
y descontrolado de células anormales que invaden y danan tejidos y 6rganos. Siendo resultado
del aumento de la proliferacion de un grupo de células (tumor, neoplasia) y una posterior
proliferacion de estas células en otros tejidos u 6rganos, metastasis (Longo et al., 2012; Mufioz,
1997).

Se puede clasificar el cancer segun el 6rgano o tejido en el que se originan, y al tipo especifico
de célula, su localizacion en el organismo y la estructura del tumor. Los distintos canceres
presentan caracteristicas y comportamientos especificos, lo cual hace que sean en realidad
enfermedades diferentes, debiéndose no solo al tipo celular en el que se originan, sino también
a las causas que lo produjeron, ligandose entre si (Mufioz, 1997).

Las células cancerosas se diferencian de las normales al poder crecer sin control resultando en
invasivas, son menos especializadas que las células normales, invaden otros tejidos y se
diseminan a otras partes del cuerpo “metastasis”, estimulan la angiogénesis ademas de evadir la
apoptosis (Hausman, 2019; Rodwell, 2015). Estas caracteristicas importantes de las células
cancerosas se ven resumidas en la Figura II-8 (Hanahan & Weinberg, 2011).

Se puede clasificar el cancer segun el 6rgano o tejido en el que se originan, y al tipo especifico
de célula, su localizacion en el organismo y la estructura del tumor. Los distintos canceres
presentan caracteristicas y comportamientos especificos, lo cual hace que sean en realidad
enfermedades diferentes, debiéndose no solo al tipo celular en el que se originan, sino también

a las causas que lo produjeron, ligandose entre si (Mufioz, 1997; Rodwell, 2015).
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Figura II-8. Caracteristicas del cancer

Por lo que se considera al cancer como una enfermedad genética, causada por cambios en los
genes que controlan la forma coémo funcionan nuestras células. Los cambios o las alteraciones
son el resultado de la interaccion entre los factores genéticos del paciente y tres categorias de
agentes externos (Jacob et al., 2015):

- Carcinogenos fisicos, como las radiaciones ultravioletas e ionizantes

- Carcindgenos quimicos, como el amianto, los componentes del humo de tabaco, las

aflatoxinas (contaminantes de los alimentos) y el arsénico (en el agua bebible)

- Carcinogenos bioldgicos, como determinados virus, bacterias y parasitos
La OMS (Organizacion Mundial de la Salud) mantiene una clasificacion de los agentes
cancerigenos a través de un organo especializado, el Centro Internacional de Investigaciones
sobre el Cancer (CIIC).
Aunque la mortalidad e incidencia del cancer se ha visto disminuida en las ultimas décadas
gracias a la prevencion, diagndstico y tratamiento del mismo, aunque a nivel global no sea la

misma situacioén. En cuanto a estadisticas actuales, el nimero de nuevos casos va en aumento,
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no importando sexo o edad, teniendo un total de 18 094 716 nuevos casos, solo en el 2020;
mientras que en el mismo afio, el nimero de muertes por cancer ascendio a 9 894 402, a nivel
mundial (Figura II-9). En México, el nimero de nuevos casos fue de 195 499 en el mismo afio,
mientras que 90 222 fue el nimero de muertes en México por cancer (Globocan, 2020c, 2020a;

Santucci et al., 2020).

Breast
2261419 (12.5%)

Lung

Other cancers 2206771 (12.2%)

7077 670 (39.1%)

Oesophagus Colorectum

604 100 (3.3%) 1931590 (10.7%)
Cervix uteri Prostate
604 127 (3.3%) 1414 259 (7.8%)

Stomach
1089 103 (6%)

AN

905 677 (5%

Total: 18 094 716 cases

Figura I1-9. Numero de nuevos casos en 2020 a nivel mundial, ambos sexos, todas las edades

(Globocan, 2020a).

2.2.2 CANCER DE MAMA

Se define como la proliferaciéon maligna de células epiteliales que cubren los lobulos de la
mama. Comienza dentro de los 16bulos en las células epiteliales, avanzando por un continuo de
hiperplasia, in situ hasta invasion de tejidos normales circundantes, seguido de los conductos
linfaticos y vasos sanguineos hacia los ganglios linfaticos locales y organos distantes,
terminando en metastasis (Figura II-10). Cabe aclarar que no todos evolucionan a través de estas

etapas (Harbeck & Gnant, 2017; Longo et al., 2012) .

29



L esee——

Normal Alto riesgo In situ Invasor Micrometastasis Metastasis Mortalidad
detectables
pr— % Ganghos linfaticos
;’% Linfaticos % C reglonales
| & 4 0 vasos i
"Oy sanguineos \\__\(
Conductillo : Hiperplasia  Hiperplasia | Carcinoma Cancer
normal intraductal ductal ductal ¢ ductal

atipica in situ invasor

Valoracién del riesgo ' S
St s - ‘ ‘ |
R 5n del riesgo/quimio \\ ! -

Deteccion ) Organos distantes fi:' Qrganos distantes
Tratamiento primario (cirugia/radiacion)
Tratamiento sistémico adyuvante
Sobrevivientes
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Figura I1-10. Modelo conceptual del cancer de mama (Longo et al., 2012).

Dada su biologia se ha utilizado como modelo para investigaciéon oncologica relacionada con
tumores so6lidos, ademas de estrategias terapéuticas y de diagnostico.

A nivel mundial el cancer de mama ocupa el primer lugar en incidencia, siendo el continente
asiatico donde hay mayor prevalencia; mientras que en mortalidad el cancer de mama ocupa el
quinto lugar (Globocan, 2020b). En México, ocupa la primera posicion en incidencia en mujeres
en el 2020, ademas de que presenta una tasa de mortalidad de 1.52 por cada 10 000 habitantes
entre mujeres 30-59 afios, cuya tasa se ve aumentada a 4.81 en mujeres mayores de 60 afios

(Globocan, 2020c; INEGI, 2023).
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2.2.3 GLICOSILACION Y SU ASOCIACION EN CANCER

La glicosilacion es un proceso de modificacion transduccional de proteinas realizado en el
reticulo endoplésmico y en el aparato de Golgi, podemos decir que la glicosilacion permite la
union de carbohidratos a proteinas. Estas modificaciones interfieren con la estructura y
funcionalidad de las proteinas, ademds de un correcto plegamiento e interaccion ligando-
receptor; lo que a su vez se ve reflejada en la diferenciacion celular, invasion del cancer,
infeccidn virica, bacteriana y parasitaria (Marin Quilez, 2022; Pérez-Aguilar et al., 2013).
Dependiendo del lugar de unién ocurren dos tipos de glicosilacion: N-glicosilacion y O-
glicosilacion. La N-glicosilacion sucede en el reticulo endoplasmatico y comienza con la sintesis
de un oligosacarido comun constituido por catorce monosacaridos unido a un transportador
lipidico anclado a la membrana del reticulo endoplasmatico. La O-glicosilacion ocurre en el
aparato de Golgi y comienza con la unioén de N-acetilgalactosamina (GalNAc) al grupo hidroxilo
de un residuo de serina o treonina presente en el esqueleto polipeptidico, formando el antigeno
Tn (Hang & Bertozzi, 2005; Palomares, 2005; Tang et al., 2012).

Un error en el proceso de glicosilacion puede dar lugar a diferentes patologias, como diabetes,
obesidad y sindrome metabdlico, cancer, neurodegeneracion, aterosclerosis, neutropenia febril,
trombocitopenias congénitas (Marin Quilez, 2022).

En particular, el cancer, es asociado cada tipo por un cambio distintivo en la estructura de los
glicanos que se unen a las proteinas; siendo esto de vital importancia como diagnostico del
cancer, al existir alteraciones en la expresion de las glicoproteina N-acetilgalacotsaminiladas en
diversas neoplasias comunes, carcinoma mamario, epidermoide de mucosa respiratoria,
colorrectal, entre otros (Martinez et al., 2002; Pouilly et al., 2012). Especificamente en el cancer
de mama, se ha reportado niveles insignificantes en células derivada de epitelio mamario
normal, niveles bajos en células de cancer de mama primario y niveles elevados en células

derivadas de tumores metastaticamente competentes (Brooks et al., 2001).
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2.3 FLAVONOIDES

El término flavonoide se utiliza para referirse a compuestos polifenolicos caracterizados por una
estructura benzo-y-pirano. Quimicamente, estas sustancias son de naturaleza fendlica y se
caracterizan por poseer dos anillos aromaticos bencénicos unidos por un puente de tres atomos
de carbono, con la estructura general Cs-C3-Cg (Figura I1-11), los cudles pueden formar o no un
tercer anillo. Los sustituyentes mas comunes del nucleo (aglicon) son grupos -OH, -OCH3 y
residuos de azucares. Los azlcares se pueden unir al aglicon a través de enlaces C-O-C (O-
glicésidos) o C-C (C-glicosidos) (Cartaya & Reynaldo, 2001; Cuesta Rubio etal., 2015;

Escamilla Jiménez et al., 2009).

Figura II-11. Estructura general de flavonoide. Adaptado de (Cartaya & Reynaldo, 2001).

Estos compuestos son clasificados en varios subgrupos de acuerdo con la sustitucion del anillo
C. La estructura base de los flavonoides puede sufrir varias modificaciones. Los diferentes tipos
de flavonoides estan relacionados por una ruta biosintética comun, la que incorpora del
shiquimato y la acetato-malonato(Delgado Ciruelo, 2015).

Los flavonoides son metabolitos secundarios distribuidos fundamentalmente en plantas
superiores, aunque se encuentran también en helechos y musgos.

Estos compuestos son metabolitos secundarios distribuidos en el reino vegetal, mostrando una
amplia variedad de propiedades bioquimicas, fisiologicas, ecoldgicas y aplicaciones
terapéuticas, ademas de efectos farmacologicos recientemente estudiados (Costa & Lock de
Ugaz, 1993); en este campo, las actividades destacadas fueron citotdxica, quimiopreventiva,

mutagénica y antimutagénica.

32



Se han empleado diferentes tipos de células cancerosas para el andlisis de la actividad citotoxica
de los flavonoides, entre las que se pueden mencionar: BC-1, MCF-7, Co-12, HT-29, Mel2,
SKMEL-5, MLM, Lu-1, A-549, HeLa, Tmolts, P-3388, L1210 y KB por mencionar algunos.
Lo que ha arrojado la actividad anticancerigena de los flavonoides (Cushman & Nagarathnam,

1991).

2.3.1 QUERCETINA

La quercetina pertenece al subgrupo de los flavonoles, es una pentahidroxiflavona que tiene los
cinco grupos hidroxilo colocados en las posiciones 3, 3 ', 4', 5y 7 (Figura II-12). Se encuentra
presente en diversas frutas y vegetales (cebollas, manzanas, bayas, chocolate, uva, té negro, té
verde, cocoa, cereza, otros). Es sintetizada por las plantas a través de multiples procesos
enzimaticos a partir de la fenilalanina y malonil-CoA; y se encuentra conjugada con azucares

(Park, 2005).

Figura II-12. Estructura de la quercetina (UCSF Chimera, pubchem.org )

Se ha informado que la quercetina se metaboliza principalmente en el higado, mientras que la
forma no absorbida puede metabolizarse en el intestino por microorganismos intestinales. La
investigacion de metabolitos ha revelado que se metaboliza por glucuronidacion, hidroxilacion,
metilacion y sulfonilacion. El catabolismo de los flavonoides por microorganismos intestinales

produce una variedad de acidos fendlicos y phloroglucinol, los cuéles son usualmente no toxicos
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en pequeias concentraciones. La quercetina es mutagénica pero aparentemente no
carcinogénica. Interactia en una manera inhibitoria con un niimero de sistemas enzimaticos
aparentemente dispares (Park, 2005; Rossi et al., 1986).

A pesar de los multiples estudios que existen no se conoce por completo el mecanismo de
accion, se ha encontrado que la quercetina inhibe el crecimiento tumoral y existe evidencia
experimental de varios mecanismos; se sabe que las células tumorales tienen una alta tasa de
glucolisis aerdbica debido a la mayor actividad de ATPasa (Rossi et al., 1986). También hay
reportes donde indica que induce una mayor produccion de especies de oxigeno reactivas (ROS)
(Cirillo et al., 2013), asi como ser causante de apoptosis mediante la modulacién del control

canceroso.

2.4 LECTINAS

Las lectinas son glicoproteinas de origen no inmune que contiene un dominio de reconocimiento
de carbohidrato, mediante este dominio se pueden unir de manera especifica y reversible a
monosacaridos u oligosacaridos especificos (Fei Fang & Bun Ng, 2013) (Nascimiento, y otros,
2012).

Se han encontrado lectinas en casi todas las plantas estudiadas, principalmente en leguminosas,

también en hongos y en diferentes tejidos y 6érganos de vertebrados e invertebrados.

2.4.1 Phaseolus lunatus (PHA)

La lectina de Phaseolus lunatus proviene del frijol conocido como frijol lima, Ib, comba o frijol
mantequilla, es uno de los cinco taxa domesticados del género Phaseolus. En México se siembra
sobre todo en occidente (Lopez-A, Lépiz-1, Gonzalez-E, Rodriguez-M, & Lopez-A, 2016).

La lectina ha sido estudiada en forma de extracto crudo o preparaciones parcialmente
purificadas, demostrando especificidad para eritrocitos tipo A y una inhibicién especifica por
N-acetil-D-galactosamina (GalNAc). La forma predominante es un tetrdmero de subunidades
de 31 kDa el cual es divalente para GalNAc (Galbraith & Goldstein, 1970) (Gould &
Scheinberg, 1970) (Figura 11-13) (Roberts & Goldstein, 1983). Presenta sitios de glicosilacion
con GalNAc en N53, N82, N100, N129 y N205 (UniProt, s/f-a).
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¢ N100

Figura I1-13. Estructura secundaria de la lectina Phaseolus lunatus, PHA, (UCSF Chimera, rscb.org)

2.4.2 Sambucus nigra (SNA)

El satico Sambucus nigra, cuenta con dos subespecies S. peruviana y S. mexicana, las cudles se
encuentran distribuidas en zonas templadas y subtropicales del mundo. Pertenece a la familia
Caprifolidcea (Grajales A, Botero G, & Ramirez Q, 2015) (Atkinson & Atkinson, 2002). En esta

especie se han encontrado lectinas en corteza, semillas, frutos y hojas (Velasco M, 2016).

Figura I1-14. Estructura secundaria de la lectina Sambucus nigra agglutinin, SNA, (UCSF Chimera,
rscb.org)
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La lectina proveniente de la corteza del satico, SNA II, es especifica para galactosa (Gal)/N-
acetilgalactosamina (GalNAc). Es una cadena polipeptidica glicosilada, homoéloga a la cadena
B de la proteina ricina heterodimérica. Existe predominantemente como una entidad dimérica
con un peso molecular de 51 -60 kDa en solucion. La estructura final se encuentra en su forma
de cristal hexagonal (Figura II-14) incluyendo 563 residuos de proteina, 14 unidades de
sacaridos, 342 moléculas de agua, 1 acetato y 7 aniones de sulfato. En la forma cristalina
tetragonal nativa, comprende 563 residuos de proteina, 9 unidades de sacaridos, 253 moléculas
de agua, 1 acetato y 4 aniones de sulfato (Figura II-14). Sus sitios de glicosilacion con GalNAc
se encuentran en N221, N368, N376, N483 y N537 (UniProt, s/f-b).

Presenta aglutinacion para eritrocitos tipo A (Maveyraud, y otros, 2009) (Shibuya, y otros, 1989)
(Kaku, Peumans, & Goldstein, 1990) (Broekaert, Nsimba-Lubaki, Peeters, & Peumans, 1984).

2.5 DOCKING Y DINAMICA MOLECULAR

El docking molecular o acoplamiento molecular, pertenece a la quimica computacional
(quimioinformatica), estudios in silico, en donde se experimenta mediante simulaciones con
programas bioinformaticos, pudiendo visualizar a nivel molecular multiples péptidos,
carbohidratos y diferentes moléculas (Vargas Aguilar etal., 2021) (Figura II-15).
Recientemente, se ha vuelto mas popular en el area de disefio de farmacos, por la facilidad de
experimentacion y ahorro de costos.

El docking hace uso de programas informaticos que tienen como resultado el acoplamiento entre
dos moléculas, sitios de interaccion y energia de afinidad del mismo, siendo de vital importancia
para la actividad bioldgica del receptor-ligando resultante. Pudiendo resaltar programas como
AutoDock Vina, Dock, GOLD, HEX, FRODOCK, entre otros. Cada programa posee ventajas
y desventajas respecto al acoplamiento, precision y tiempo; por lo que depende del usuario la

eleccidn correcta del mismo.
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Figura II-15. Representacion esquematica de la utilizacion de docking molecular.

En el procedimiento de docking molecular es importante las interacciones electrostaticas,
geométricas, de van der Waals, de Coulomb, puentes de hidrogeno con algoritmos genéticos
integrados en el programa. Ademas de utilizar un gradiente de potencial de energia para obtener
la solucién el minimo de energia (D. Dong et al., 2018; Duran Becerra, 2021; Granados R. et al.,
2010; Pagadala et al., 2017; Paucara et al., s/f).

La dinamica molecular se utiliza posterior a un acoplamiento molecular, denominado también
simulacion, dado que se simula el movimiento de un sistema a través del tiempo, considerando
temperatura y presion, bajo campos de fuerza empiricos ademas de otras aproximaciones.
Teniendo como resultado informacién detallada de las interacciones en el sistema y la
estabilidad del mismo (Hildebrand et al., 2019; Sledz & Caflisch, 2018, 2018; 2022; Wu et al.,
2022).

La simulacion nos permite encontrar mutaciones o defectos que pudiera tener la molécula
receptora después de la union, ademas de observar en donde ocurre, datos dificiles de obtener
de manera experimental.

Los programas mas utilizados para la realizacion de la dindmica molecular suelen ser Gromacs
y AMBER. En el caso de AMBER utilizada dos métodos de mecanica molecular para
determinar la energia de afinidad, los cuéles pueden ser comparados con los obtenidos en

docking molecular (Ponder & Case, 2003).
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III. ANTECEDENTES

A pesar de las multiples aplicaciones que se le han dado a los nanotubos de carbono, NTC, por
las propiedades que presenta, se sigue explorando en el area biologica por las implicaciones que
este material puede llegar a tener; sobre todo como nanotransportadores de diversas moléculas
dentro de las que se incluyen antigenos, anticuerpos, firmacos, polimeros, que han sido
estudiados para su aplicacion en terapia contra el céncer; probandose en diferentes lineas
celulares tumorales, tanto in vitro como in vivo (Andhari et al., 2020; Dinda et al., 2017; Hu &
Niemeyer, 2020; Izadyar et al., 2016; Jawahar et al., 2020; Qin et al., 2015; Seyfoori et al.,
2019).

Como nanotransportadores de farmacos oncologicos, los NTC se han unido a doxorrubicina
(Andhari et al., 2020; Dinda et al., 2017; Hu & Niemeyer, 2020; Izadyar et al., 2016; Qin et al.,
2015; Seyfoori etal., 2019), paclitaxel (Rathod etal., 2019; Tavakolifard etal., 2016),
raloxifeno (Jawahar et al., 2020), taxol (Cheng et al., 2011; Kim et al., 2015), pirimetamina
(Mollania et al., 2020), lobaplatino (Yu etal., 2018), metotrexato (Azghandi etal., 2017;
Saeednia et al., 2019), docetaxel (Raza et al., 2016), talidomida (Cheng et al., 2011); ademas
también de que se han unido a profirmacos, los cuales se han probado en diversas lineas
celulares tumorales (MCF-7, principalmente) y no tumorales.

Por otro lado, la quercetina se encuentra en la dieta humana y por las propiedades que esta
presenta, recientes estudios se han centrado en sus propiedades anticancerigenas y el papel que
juegan como tratamiento contra el cancer, estudiandose en diferentes lineas celulares tumorales
como no tumorales, ejemplo de ello son las células de carcinoma de colon, carcinoma de
pancreas, células de adenocarcinoma de prostata, células de prdstata humano, células de
feocromocitoma, células de cancer de mama, de leucemia linfoblastica aguda, células Raji
linfoides humanas, etcétera (Brito et al., 2015; Dajas, 2012; Hashemzaei et al., 2017).

Asi también, la quercetina se ha estudiado en combinacién con farmacos o encapsulada en
nanoparticulas, Wang y su equipo (Wang et al., 2012), reportaron la unioén de quercetina con
doxorrubicina logrando mejoras de las propiedades de ambos compuestos. Niazvand et al.,
2019, encapsularon la quercetina en nanoparticulas solidas lipidicas para un mejor transporte

del flavonoide, Li et al., 2017 encapsularon la quercetina en nanoliposomas y Baksi et al., 2018
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en nanoparticulas con quitosan con el mismo fin. De igual manera se ha estudiado la quercetina
en unién con los nanotubos de carbono como lo hizo Kumar et al., 2018, quienes formaron
nanoestructuras basadas en NTC de pared multiple para suministrar tamoxifen y quercetina.
También (Cirillo et al., 2013) utiliz6 NTC polimerizandolos con dcido metacrilico y cargados
con quercetina, esta nanoestructura fue probada en células HeLa como nuevo agente
anticancerigeno. Un estudio similar fue el presentado por (Vittorio et al., 2014) en el que
elaboraron una nanoestructura a base de acido metacrilico, nanotubos de carbono, quercetina
evaluando sus efectos sinérgicos con cisplatino en células de neuroblastoma humano. De igual
manera se ha unido NTC con quercetina y albumina de suero bovino (BSA), con el objetivo de
disefiar un portador de BSA (Lu et al., 2018). Aunque también se ha utilizado NTC como base
para sensores de deteccion de quercetina (Rezazadeh et al., 2015; Yang et al., 2017).

Mientras que con lectinas existen diversas investigaciones en donde se ha utilizado como
diagnéstico de cancer, ejemplo de ello es Vicia villosa agglutinin (VAA)(Kawaguchi et al.,
2006), Helix pomatia aglutinin (HPA) (Brooks et al., 2001); y mas especificamente en cancer
de mama con la lectina , Arachis hypogeae (PNA) (Stanley etal., 1986) , Amaranthus
leucocarpus (ALL) (Santaella-Verdejo et al., 2007). Ademas de ello, las lectinas también se han
estudiado funcionalizando con nanotubos de carbono, tales como Concanavalina A (ConA)
(Zhang et al., 2011), Helix pomatia aglutinin (HPA) (Madani et al., 2012) y Phaseolus lunatus
(PHA) (Aguilar-Vazquez et al., 2021).

Dadas las multiples propiedades que presentan las lectinas y su aprovechamiento como
moléculas de diagndstico de céancer, y las propiedades terapéuticas de la quercetina en el
tratamiento del cancer, al ser funcionalizadas estas dos moléculas con los NTC se puede obtener
un nanotransportador que combine las propiedades de las biomoléculas que lo conforman y

mejore a otros materiales.
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IV. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los nanotubos de carbono (NTC) son materiales que actualmente estan siendo aplicados en el
area de la investigaciéon biomédica. Gracias a la funcionalizaciéon se han podido realizar
interacciones con diversas moléculas biologicas o con otras nanoparticulas encontrando que
pueden servir como nanosensores, nanotransportadores de firmacos e inclusive en fototerapia,
siendo la citotoxicidad del mismo la principal limitante. Debido al amplio uso para futuras
aplicaciones de los NTC en biomedicina, y teniendo moléculas con propiedades
anticancerigenas, como la quercetina y lectinas, es necesario disefiar y evaluar los complejos
formados por NTC para determinar una funcionalizacion correcta de NTC con moléculas
bioactivas en donde exista una correcta interaccion para su aplicacion deseada, en este caso, el
disefiar un transportador a base de carbono que conserve su actividad bioldgica posterior a la

funcionalizacion y ademads tenga la capacidad de reconocer células de cancer.

(Como se puede disenar un nanotransportador formado a base de carbono y biomoléculas con
propiedades anticancerigenas?

(Qué caracteristicas tendrd un nanocompuesto a partir de nanotubos de carbono (NTC)
funcionalizado con lectina (Sambucus nigra y Phaseolus lunatus) y quercetina?

(Cual serd el comportamiento del nanotransportador a base de carbono, lectina y quercetina

sobre las células de cancer de mama, MCF-7?

V. HIPOTESIS

La interaccion molecular entre la lectina, quercetina y nanotubos de carbono no compromete los
sitios de reconocimiento de la lectina, ni la actividad antioxidante de la quercetina, favoreciendo
la estabilidad del complejo molecular, manteniendo la capacidad de reconocimiento a células
MCF-7, lo cual permitird su aplicacion como nanotransportador y terapéutico en células de

cancer.
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VI. JUSTIFICACION

Los nanotubos de carbono son materiales cada vez mas estudiados en el area biologica gracias
a la funcionalizacién con otras moléculas de interés. En el tratamiento del cancer el principal
rol que juegan estos materiales es como nanotransportador de firmacos o moléculas con
potenciales propiedades anticancerigenas.

El aprovechamiento de propiedades anticancerigenas de moléculas como la lectina Sambucus
nigra, Phaseolus lunatus, quercetina, para el tratamiento de las células de céancer resulta
prometedor, debido a que de forma individual estds moléculas han presentado resultados
favorables en estudios in vitro e in vivo.

Dado que el cancer de mama afecta a un gran porcentaje de la poblacion, tanto en diagndstico
como mortalidad; es de importancia continuar investigando nuevos tratamientos menos
invasivos para el tratamiento del cancer, y que adémas puedan servir como método de
diagnostico en una etapa temprana.

Con base en la bibliografia consultada, se establece la utilizacion de los nanotubos de carbono
como nanotransportador de quercetina y lectina Sambucus nigra y Phaseolus lunatus, con el
objetivo de obtener un nanocompuesto hibrido para su aplicaciéon como agente terapéutico

contra cancer de mama, asi como la comparacion de este frente a un farmaco.
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VII. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL
e Diseflar y evaluar un nanotranspotador bioquimico a base de nanotubos de carbono

(NTC), lectina y quercetina.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Realizar y evaluar el acoplamiento (docking y dindmica molecular) de la lectina
Phaseolus lunatus con quercetina y NTC (PHA-Q).

e Realizar y evaluar el acoplamiento (docking y dindmica molecular) de la lectina
Sambucus nigra con quercetina y NTC (SNA-Q).

e Funcionalizar NTC de manera covalente con el complejo lectina-quercetina (SNA-Q,
PHA-Q).

e Caracterizar los nanocompuestos NTC-LEC-Q por microscopia electronica de barrido y
EDS

e Determinar la actividad antioxidante del nanocompuesto NTC-LEC-Q, NTC-Q.

e Evaluar la citotoxicidad de NTC-PHA-Q y NTC-SNA-Q en la linea celular de cancer de
mama MCF-7.
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Analisis Teorico

Analisis Experimental

VIII. METODOLOGIA

( Docking Molecular ]
HEX6.3 NTC-SNA-Q
Nanotube Modeler NTC-PHA-Q
UCSF Chimera
( Dinamica Molecular ]
AMBER20 NTC-SNA-Q
AMBERTOOLS20 NTC-PHA-Q
UCSF Chimera

Acoplamiento Lectina-Quercetina )
(LEC-Q) SNA-Q

PHA-Q
Funcionalizacién Covalente )
NTC-LEC-Q NTC-SNA-Q
NTC-PHA-Q
Caracterizacion [
MEB, EDS
Interaccion con las células 1
Actividad de Lectina
MCF-7 Actividad antioxidante
Analisis de citotoxicidad ]
Método MTT

Figura VIII-1. Diagrama de la metodologia utilizada
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8.1 DOCKING MOLECULAR

Las estructuras de las moléculas fueron obtenidas segiin como se indica en la Tabla VIII-1. El
acoplamiento molecular se realizé utilizando el programa HEX6.3, con una correlacion
electrostatica y de forma, post-procesamiento de MM minimizacion, utilizando una dimension

de gradilla de 0.75 y una correlacion estérica de 18.

Tabla VIII-1. Fuente de las moléculas utilizadas en acoplamiento y dinamica molecular

Molécula Fuente Codigo
Phaseolus lunatus uniprot.org p16300
Sambucus nigra rcsb.org 3¢9z
Quercetina pbchem.ncbi.nlm.nih.gov 5280343
Nanotubos de carbono (Vogele et al., 2018)

En primera instancia se realizo el acoplamiento (docking molecular), lectina y quercetina (SNA-
Q, PHA-Q), con el fin de obtener las estructuras con la mayor energia de afinidad para su
posterior andlisis por dinamica molecular en AMBER20. Estas estructuras fueron analizadas
con un visualizador, UCSF Chimera, un editor de texto, Text Edit. En especifico los NTC fueron

disefiados en Nanotube modeler.

8.2 DINAMICA MOLECULAR

Utilizando las estructuras con mayor afinidad, se llevo a cabo la dinamica molecular utilizando
AMBER20 y AMBERTOOLS 20; el proceso se realizé bajo los siguientes parametros: 50000
pasos de minimizacién usando gradiente conjugado, 500 000 pasos de calentamiento de 0 a 300
°C utilizando el termostato de Langevin, 1.5 ns de equilibrio de densidad y 50 ns de produccion;
modelo de agua TIP3P, campos de fuerza para las proteinas ff19SB de Amber.

Se obtuvo la energia de afinidad usando los métodos MMGBSA (Molecular Mechanics
Generalized Born) y MMPBSA (Molecular Mechanics Poisson Boltzman Surface Area) con la

finalidad de corroborar las energias de afinidad obtenidas durante el proceso de acoplamiento.
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Se repitid el mismo proceso con ambas proteinas y con los nanotubos de carbono, SNA-Q, PHA-

Q, SNA-NTC, PHA-NTC.

8.3 ACOPLAMIENTO DE Phaseoulus lunatus CON QUERCETINA (PHA-Q)

La lectina de Phaseoulus lunatus (PHA) se prepar6 a una concentracion de 10.5 pg/mL en
solucion buffer fosfato salino (PBS), pH 7.4.

La quercetina se prepard a una concentracion de 100 pg/mL (3.30 mM) en una solucion de
dimetilsulféxido (DMSO) al 5% en buffer fosfato salino (PBS), pH 7.4.

Para la unidén se manejaron la relacion de PHA-Q, 1:1.

Se colocaron las soluciones en agitacion constante por 2 h en oscuridad.

8.4 ACOPLAMIENTO DE Sambucus nigra agglutinin CON QUERCETINA (SNA-Q)

La lectina de Sambucus nigra agglutinin (SNA) se prepard a una concentracion de 5 pg/mL en
solucion buffer de acido 4-(2-hidroxietil)-1-piperazinaetanosulfonico (HEPES), pH 7.55.

La quercetina se prepard a una concentracion de 100 pg/mL (3.30 mM) en una solucion de
dimetilsulféxido (DMSO) al 5% en buffer fosfato salino (PBS), pH 7.4.

Para la unidén se manejaron la relacion de SNA-Q, 1:1.

Se colocaron las soluciones en agitacion constante por 2 h en oscuridad.

8.5 FUNCIONALIZACION DE NANOTUBOS DE CARBONO CON COMPLEJO
LECTINA-QUERCETINA (NTC-LEC-Q)

Se utilizaron nanotubos de carbono de pared multiple oxidados (NTC) (Sigma Aldrich), con un
didmetro promedio de 9.5 nm y una longitud de 1.5 um, obtenidos por deposicion quimica de
vapor (CVD).

Se colocaron NTC en buffer PBS a una concentracion de 50 pg/mL para su sonicacion por 1
min, en un pulso 10 10, amplitud 40%, en un sonicador SONICS VIBRA CELL; antes de la
adicion del complejo LEC-Q. Después del tiempo de sonicacion se agregaron LEC-Q alos NTC,
para una segunda agitacion por 4 h en oscuridad, seguido de refrigeracion por 12 h a 4 °C.

El mismo procedimiento se aplico para los compuestos de nanotubos de carbono-lectina (NTC-

PHA, NTC-SNA) y nanotubos de carbono-quercetina (NTC-Q).
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A los nanocompuestos obtenidos, asi como los propios NTC fueron analizados por microscopia

electronica de barrido (SEM) y espectroscopia de energia dispersa (EDS).

8.6 ACTIVIDAD DE LECTINA

Para la comprobacion de la actividad de la lectina antes y después de la union se realizaron
ensayos de hemaglutinacion con eritrocitos A+. Se colocaron 50 pL de PBS en todos los pozos
en una placa de microtitulacion de fondo concavo. Se adicionaron 50 pL por muestra: lectina
PHA, SNA, y a los complejos SNA-Q, PHA-Q, NTC-SNA, NTC-PHA, NTC-SNA-Q, NTC-
PHA-Q; efectuando diluciones seriadas y desechando los ultimos 50 puL. En seguida se
adicionaron 25 pL de eritrocitos al 3% en PBS a cada pozo. Realizando una fila para el control
negativo y cada muestra por duplicado. Se homogenizo y se dejo en reposo por 1 h a temperatura
ambiente.

Como control negativo sedimentacion de los eritrocitos y como control positivo la aglutinacion

de los mismos.

Determinacion de proteinas

Utilizando el método de Bradford (1976), el cual se basa en una reaccion colorimétrica de
proteinas con Coomassie Azul Brillante G-250.

Para la preparacion del reactivo de Bradford, se disolvio 100 mg de Coomasie Azul Brillante
G-250 en 50 mL de etanol al 95 %, y 100 mL de acido fosférico concentrado (98 -100 %),
siendo aforados a 200 mL con agua destilada y refrigerados a 4 °C.

Para las lecturas se diluyo el reactivo de Bradford en una relacion 1:5 en agua destilada, para su
posterior filtracion en papel filtro. Se agregaron 5 mL de reactivo de Bradford diluido a 100 uLL
de muestra, se agitd vigorosamente y se dejo reposar por 15 min. Las absorbancias fueron leidas
a 595 nm en un espectrofotometro UV-Vis ThermoScientific, Genesys 150.

Utilizando este método se determind la cantidad de proteina en PHA, PHA-Q, NTC-PHA, NTC-
PHA-Q, SNA, SNA-Q, NTC-SNA, NTC-SNA-Q.
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8.7 DETERMINACION DE ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

Se utiliz6 DPPH (2,2-Difenil-1-Picrilhidrazilo) 6mg en etanol al 80 % (v/v), aforando a 100 mL,
fue agitado en oscuridad durante 15 min. Leyendo la absorbancia del blanco (etanol al 80 %) a
517 nm en un espectrofotdmetro.

El 4cido ascorbico se diluyd en etanol al 80 % a diferentes concentraciones para la obtencion de
la curva estandar, siendo leida su absorbancia a 517 nm, después de ser incubadas a temperatura
ambiente por 30 min.

Utilizando este método se determind la capacidad antioxidante en PHA-Q, NTC-PHA-Q, SNA-
Q, NTC-SNA-Q.

El porcentaje de actividad antioxidante se calculé mediante:

o AD — Am
% act. antioxidante = ——— % 100

AQ
A@ =Absorbancia cero del DPPH

Am =Absorbancia de la muestra

8.8 EVALUACION BIOLOGICA DEL NANOCOMPUESTO

Cada compuesto se incubo con células de cancer de mama, MCF-7; a las concentraciones que
en la Tabla VIII-2 se indican. Las células fueron cultivadas en placas de 96 pocillos con 5000
células, con una confluencia del 80% y se incubaron con los tratamientos por 24 y 48 h a 37 °C
con 5% CO2.

El efecto de los diferentes compuestos en las lineas celulares fue evaluado por ensayo MTT para

la medicion de citotoxicidad.
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Tabla VIII-2. Concentraciones de los tratamientos con las células MCF-7

Tratamiento Concentracion
NTC 0.05 pg/uLL
Q 0.10 pg/uLL
PHA 0.0105 pg/uLL
SNA 0.005 pg/ulL
NTC-Q 1:1
NTC-PHA 1:1
NTC-SNA 1:1
Q-PHA 1:1
Q-SNA 1:1
NTC-PHA-Q 1:1:1
NTC-SNA-Q 1:1:1
Cisplatino 2 ug/ulL
Talidomida (Feng et al., 2014) 0.05 pg/uLL
0.1 ug/ul
0.2 ug/ul
DMSO 0.05 pg/uLL
ENSAYO MTT

Se prepard una solucion de Bromuro de 3-(4,5- dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT),

Img MTT en 1 mL de PBS, la cual se lleva al vortex para homogeneizar.

Pasada 20 h, se retir6 el sobrenadante y se agregaron 20 L de MTT a cada pozo, se incub6 por

4 ha37°C, 5% COas. Se retird el exceso de MTT después de ese tiempo.

Se adicionaron 50 pL de isopropanol acidificado a cada pozo, para poder disolver los cristales

de Formazan. Se coloco la placa en agitacion para homogeneizar (aproximadamente 3 min).

Finalmente se ley6 absorbancia en un lector de placas a 570 nm.
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IX. RESULTADOS

9.1 DOCKING Y DINAMICA MOLECULAR

9.1.1 NTC-PHA-Q

Con el apoyo del Dr. Carlos Romero se realizé el andlisis teérico de dindmica molecular.

La lectina de PHA presenta 90 A * 42 A de dimensiones, siendo que 36 A es el 4rea de unién
con la que se une a los NTC. Se realiz6é docking molecular con dos diferentes conformaciones
de NTC, armchair y zigzag, cada uno de ellos en diferentes longitudes (L=40, 45, 50 A, ¢= 10
A).

De acuerdo al docking molecular realizado con HEX6.3, las moléculas se unieron con los NTC
en F12, V114, N129, D217, D218, W219; en donde se ve interferencia con el sitio de union del
carbohidrato. Ademas, se observo que la interaccion de la lectina PHA con el NTC ocurre en el
mismo sitio de interaccidon no importando longitud o conformacion; por lo tanto, se ocuparon

NTC de 40 A de longitud, configuraciéon armchair para la dinimica molecular.

Figura IX-1. Interaccion NTC-PHA-Q obtenida por dindmica molecular. Lectina PHA (ribons,
conformer blue), QUE (ball and sticks, magenta), NTC (sticks, light sea green) y sitios de interaccion

de la lectina con GalNac (spheres, orange).
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En la Figura IX-1, observamos las interacciones entre PHA y QUE en los aminoécidos F138,
N133, D134, 1135, L138, L161, K214, estos sitios de interaccion entre las moléculas no
interfieren con sitios de unién con el carbohidrato GalNAc.

Posterior al docking molecular, las estructuras con mayor energia de afinidad fueron sometidas
a dinamica molecular y cuya energia de interaccion fue comprobada por los métodos de
Mecénica Molecular Generalizada de Born (MMGBSA) y Mecanica Molecular de Area de
Superficie de Poisson-Boltzman (MMPBSA). En la Tabla IX-1, se observan los residuos con
los cudles interacciona PHA con NTC, y las energias de union de afinidad, siendo que son
similares entre si, -47.49 kcal/mol en el docking y -69 kcal/mol usando MMGBSA/MMPBSA

durante la dinamica molecular.

Tabla IX-1. Sitios y energias de interaccion entre PHA y NTC de 40 A de pared simple.

Residuos Energia de union de Energia de union de afinidad,
afinidad mas alta, HEX 6.3 métodos MMGBSA/MMPBSA
(Kcal/mol) (Kcal/mol)
F12, V114, N129, -69.74 /
D217, D218, W219 -47.49 -69.84

9.1.2 NTC-SNA-Q

De igual manera, se realizo el andlisis tedrico con docking y dindmica molecular con la lectina
de Sambucus nigra, SNA, siendo las dimensiones de la lectina de 66.45 A * 38 A, y la longitud
de la molécula que entra en contacto con NTC de 36 A, de acuerdo al docking. Asi también se
realizo acoplamiento con dos diferentes conformaciones (armchair y zigzag) y con las mismas
tres diferentes longitudes de NTC (40, 45, 50 A), obteniendo el mismo sitio de union entre el
NTC y SNA, siendo este sitio de union la region comprendida por los residuos P32, C33, T35,
K130, E149, T180, R181, G182, K200 de acuerdo al docking molecular.

Para la dindmica molecular se utilizaron NTC de 40 A de longitud con una conformacion

armchair.
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Figura IX-2. Interaccion NTC-SNA obtenida por dindmica molecular. Lectina SNA (ribons, conformer

blue), NTC (sticks, light sea green).

En la Figura IX-2, muestra los residuos que interaccionan entre SNA y Q, G64, P102, R103,
L111 y E113; mismos que no interfieren con los sitios de interaccion de la lectina con el
carbohidrato.

Las estructuras con mayor energia de afinidad obtenidas con docking molecular, fueron
sometidas a dindmica molecular y analizadas con los métodos de MMGBSA y MMPBSA como
forma de comprobacion de los resultados obtenidos con HEX. Se encontrd que la lectina de
SNA no presenta afinidad de adhesion con el NTC dado que se obtuvo en HEX -782 kcal/mol
y con MMGBSA y MMPBSA de 446.78 kcal/mol. Concluyendo que el complejo NTC-SNA-Q
no es optimo (Tabla [X-2).

Tabla IX-2. Sitios y energias de interaccion entre SNA y NTC de 40 A de pared simple.

Residuos Energia de union de Energia de union de afinidad,
afinidad mas alta, HEX 6.3 métodos MMGBSA/MMPBSA
(Kcal/mol) (Kcal/mol)
P32, C33, T35, K130, 446.78 /
E149, T180, R181, =782 438.19
G182, K200
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9.2 CARACTERIZACION DE NANOMATERIALES

9.2.1 NANOTUBOS DE CARBONO

Se realizo6 caracterizacion de los nanotubos de carbonos oxidados (NTC) mediante microscopia
electronica de barrido, MEB (SEM, por sus siglas en inglés) y un analisis de EDS
(espectroscopia de energia dispersa) para determinar propiedades del material previo a la
funcionalizacién, asi como realizar una mejor comparativa. En la Figura IX-3, podemos
observar las mallas que forman los NTC y logrando corroborar las longitudes y didmetro
promedio correspondiente a las dadas por el fabricante (Figura IX-4), obteniendo una medicion
de 96.4 nm de diametro y también en otros sitios observando didmetro de 73 nm, sin embargo,

no se pudo realizar lecturas mas alld de magnificaciones 130 000x.

F

SED  240kV  WD7.5mm

Figura IX-3. Caracterizacion de NTC sin funcionalizar, micrografia por SEM, JEOL JSM IT300,
magnificacion 85000x, a) 27 kV de aceleracion y b) 24 kV de aceleracion.
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Figura IX-4. Caracterizacion de NTC sin funcionalizar, didmetro de 96.4 nm, micrografia por SEM,

Phenom ProX, magnificacion 135000x, 10 kV de aceleracion.

De igual manera se realiz6 EDS por mapeo y de manera puntual para el NTC sin funcionalizar,
en donde se obtuvo que el 90 % de la concentracioén atomica es C (carbono) que corresponde al
87.10 % de la concentracion del peso del area analizada, mientras que para el oxigeno (O)
corresponde el 10 % de la concentracion atomica y el 12.90 % de la concentracion del peso,
como se observa en la Figura IX-5, cabe aclarar que no existe diferencia significativa entre los

resultados obtenidos realizando EDS de manera puntual que por mapeo.

®

)
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17,558 counts in 42 seconds

Figura IX-5. Analisis EDS por mapeo de NTC sin funcionalizar, magnificacion 50000x, Phenom ProX,
Detector: BSD Full, aceleracion 5kV.
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9.2.2 QUERCETINA

De igual manera se analizé la quercetina por microscopia electrénica de barrido (Figura [X-6),
se puede observar que la quercetina forma cristales en su forma sdélida. El analisis por EDS, en
donde se observd que la composicion atomica de Q es 65.50 % carbono y 34.50 % oxigeno,

mientras que en su composicion por peso es 58.77 % carbono y 41.23 % oxigeno (Figura IX-7).

Figura IX-6. Quercetina, micrografia por SEM, Phenom ProX, magnificacion 12000x, 10 kV de

aceleracion.

Figura IX-7. Analisis EDS por mapeo de quercetina, magnificacion 12 000x, Phenom ProX, Detector:

BSD Full, aceleraciéon 15kV.
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9.2.3 NTC-PHA-Q

En lo relacionado con los complejos, se realizd una caracterizacion por SEM, sin embargo,
debido a los agregados que se forman del complejo en estado s6lido no se puede apreciar la
morfologia del NTC funcionalizado (Figura IX-8), por lo tanto, se realiz6 analisis por EDS para
observar los elementos presentes en el complejo. Como se puede observar en la Figura 1X-9, el
elemento con mayor porcentaje de concentracion de peso es el carbono, 50.00 %; el oxigeno se
encuentra en un porcentaje de 13.67 %; nitrégeno con 12.33 %; sodio con un 12.07 %; cloro
con 11.63 %. La presencia de cloro y sodio se puede deber al solvente utilizado para la

funcionalizacién de las moléculas con los NTC, dado que se usé PBS.

Figura IX-8. Micrografia de NTC-PHA-Q por SEM, magnificacion 50 000x, Phenom ProX,

aceleracion 7kV

3 4 5 6 7 B 9 0 i 2 3 4 s 6 7 8 9
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51,754 counts in 51 seconds

Figura IX-9. Analisis EDS por mapeo de NTC-PHA-Q, magnificacion 50 000x, Phenom ProX,
Detector: BSD Full, aceleracion 7kV
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9.2.4 NTC-SNA-Q

Con el complejo formado con la lectina de SNA, de igual manera se forman agregados al estar
en estado solido como se observa en la Figura IX-10. Asimismo, se realizé andlisis con EDS
observando que con NTC-SNA-Q las concentraciones de C y O son menores de lo esperado,
esto puede darse por el solvente utilizado durante la funcionalizacion, HEPES, dando una
concentracion atémica de 43.82 % para el carbono, 37.82 % para el cloro, 30.64 % para el sodio

y 5.72 % para el oxigeno (Figura IX-11).

Figura IX-10. Micrografia de NTC-SNA-Q por SEM, magnificacion 50 000x, Phenom ProX,

aceleracion 7kV

&
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44291 counts in 60 seconds

Figura IX-11. Analisis EDS por mapeo de NTC-SNA-Q, magnificacion 50 000x, Phenom ProX,
Detector: BSD Full, aceleracion 7kV

56



9.3 ACTIVIDAD DE LECTINA

Se realizaron pruebas de hemaglutinacion para cada una de las lectinas, SNA y PHA, asi como
los complejos utilizados a las concentraciones citadas en Tabla VIII-2, para observar la actividad
hemaglutinante presente en las lectinas antes y después de funcionalizar. En la Tabla 1X-3,
observamos los resultados obtenidos, tanto para la lectina PHA como para SNA la actividad se
ve disminuida por un pozo de actividad al ser conjugada, ya sea solamente con la quercetina o
con NTC, y arrojando la misma actividad en los complejos NTC-PHA-Q y NTC-SNA-Q, lo que
demuestra que la funcionalizacion covalente no interfiere con el sitio de unioén de ninguna de
las lectinas utilizadas conservando su sitio de reconocimiento. Ademas de las lectinas y los
nanoconjugados, también se realizé pruebas en los compuestos sin proteina, dando pozos sin

hemaglutinar.

Tabla IX-3. Prueba de hemaglutinacion de los diferentes compuestos y nanocompuestos evaluados

NCp PHA  NTC- Q-PHA NTC- SNA  NTC- Q-SNA NTC- NTC-Q Q NTC
PHA Q-PHA SNA Q-SNA
5 4 4 4 5 4 5 4 0 0 0
)
5 4 4 4 5 3 5 4 0 0 0
UHA/mL 640 320 320 320 640 320 640 320 0 0 0

9.3.1 CUANTIFICACION DE PROTEINA

De igual forma se hizo determinacion proteinas por el método de Bradford a todos los
complejos, los resultados se muestran en la Tabla IX-4. Los valores obtenidos para la lectina de
Phaseolus lunatus de forma individual es similar a los obtenidos con los nanocompuestos
formados, lo cual nos indica que la funcionalizacion de la lectina no desnaturaliza a la proteina;
esto mismo observamos con la concentracion de proteina para la Sambucus nigra, con lo que
podemos decir que el método utilizado de funcionalizacién covalente conserva la integridad de

las estructuras de ambas lectinas.
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Tabla [X-4. Concentracion de proteina de cada nanocompuesto evaluado, técnica de Bradford

NCp PHA NTC-PHA Q-PHA NTC-Q- SNA NTC- Q-SNA NTC-Q-
PHA SNA SNA
ug/mL
proteina  27.07 27.48 27.24 27.40 24.69 25.11 27.07 27.48

9.4 DETERMINACION DE ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

Mediante determinacion de DPPH se analizé la capacidad antioxidante de cada uno de los
nanocompuestos, asi como de unicamente la quercetina; podemos observar que el porcentaje de
la actividad antioxidante de la quercetina siendo de ~44 %, se ve disminuida al ser unida con las
lectinas PHA y SNA, 26 y 28 %, respectivamente; no es tan drasticamente como cuando se une
a los NTC al bajar a un 13 % (Tabla [X-5). También hay que resaltar que este porcentaje no
varia de manera significativa entre los complejos LEC-Q y NTC-LEC-Q.

Tabla IX-5. Capacidad antioxidante de cada nanocompuesto evaluado, determinacion de DPPH.

NCp Q NTC-Q Q-PHA NTC-Q-PHA Q-SNA NTC-Q-SNA
%Ath 44 .85 13.28 26.64 20.33 28.88 23.14
antioxidante
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9.5 EVALUACION DE CITOTOXICIDAD

Se realizaron ensayos de MTT en placas de 96 pozos con células de MCF-7, obteniendo los
resultados que se muestran a continuacion. En las Tabla IX-6 yTabla IX-7, observamos los
promedios y desviacion estandar de los porcentajes de citotoxicidad con lectina Phaseolus
lunatus sobre células MCF-7 a las 24 h y 48 h, en donde no s¢ observa cambios entre los

diferentes tiempos de incubacion.

Tabla [X-6. Promedio y desviacion estandar de los porcentajes de citotoxicidad de los ensayos de la

lectina Phaseolus lunatus sobre células de cancer MCF-7 a las 24 h.

NTC-
NTC- NTC- Q- TAL DMS
M PBS NTC Q PHA Q- CP TAL? TAL® H:02
Q PHA PHA ! 0
PHA
_ 000 2641 69.14 6428 9.855 79.67 72.01 6377 7378 79.14 512 6.652 3745 8232 83.71
X
00 25 05 24 8 18 53 44 11 33 78 2 08 49 46
0.00 10.02 3.624 2.846 1329 4941 4435 4349 2838 2856 878 1732 1035 2522 1.495
o
00 95 0 4 17 3 8 5 3 4 13 48 49 5 0

En la Figura IX-12, podemos observar el tratamiento a las 24 h; la comparativa entre el dafio
que causa NTC y Q no varia, mientras que la lectina PHA por si sola parece no causa un efecto
significativo, siendo est4 nuestra molécula de direccion, pudiendo deberse a la concentracion de
la lectina, incluso a su actividad. Mientras que los compuestos formados por NTC-Q, NTC-PHA
y NTC-PHA-Q, no presenta variacion respecto a los NTC, mientras que los complejos formados
con Q si varian respecto a la Q de forma individual. Debemos resaltar que el nanocompuesto
NTC-Q presenta una citotoxicidad del 79 %, siendo muy similar al presentado con cisplatino,

DMSO y H20,, siendo éstos los controles negativos.
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Figura IX-12. Evaluacion de citotoxicidad de Phaseolus lunatus sobre células MCF-7 a las 24 h.

Tabla IX-7. Promedio y desviacion estandar de los porcentajes de citotoxicidad de los ensayos de la

lectina de Phaseolus lunatus sobre células de cancer MCF-7 a las 48 h.

M PBS NTC Q PHA NTC- NTC- Q- NTC- CP TAL' TAL’ TAL’ DMS H.0;
Q PHA PHA Q- 0
PHA
£ 000 479 6047 6561 1300 77.02 6593 7049 7634 7447 3044 4542 5734 71.04 8137
00 5 69 91 61 53 95 37 13 70 50 24 01 49 84
o 000 1316 1291 2482 4152 13.12 1502 17.15 1228 1825 29.06 1955 4.026 19.65 10.59
00 51 02 09 0 72 77 95 28 64 87 60 7 65 69

Al cabo de 48 h de incubacion, observamos que el dafio en las células de cancer no varia con

respecto a las 24 h, al menos no respecto a los nanocompuestos, Uinicamente para las tres

diferentes concentraciones de talidomida, control negativo, que aumentan transcurrido 24 h més.
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Figura IX-13. Evaluacion de citotoxicidad de Phaseolus lunatus sobre células MCF-7 a las 48 h.

En el caso de la lectina de sambucus nigra, Tabla IX-8 y .

Tabla IX-9, presenta valores de citotoxicidad muy similares en ambos periodos de incubacion

con las células.

Tabla IX-8. Promedio y desviacion estandar de los porcentajes de citotoxicidad de los ensayos de la

lectina Sambucus nigra sobre células de cancer MCF-7 a las 24 h.

NTC-

HEP NTC- NTC- Q- TAL DMS
M NTC Q SNA Q- CP TAL? TAL? H:0:
ES Q SNA  SNA ! 0
SNA
_0.00 13.03 69.14 6428 73.85 79.67 8292 6550 72.86 79.14 512 6.652 3745 8232 83.71
X
00 31 05 24 52 18 67 71 01 33 78 2 08 49 46
0.00 4741 3.624 2846 3480 4941 1302 4.690 0274 2856 878 1732 1035 2522 1495
g
00 8 0 4 1 3 7 6 6 4 13 48 49 5 0

La citotoxicidad que presentan las moléculas durante 24 h de incubacién de manera individual,
NTC, Qy SNA, es mayor al 60 % (Figura IX-14), este porcentaje se ve ligeramente aumentado

en los nanocompuestos de NTC-Q y NTC-SNA, siendo no significativo, sin embargo, esto no
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ocurre con el nanocompuesto de nuestro interés NTC-SNA-Q. Podemos decir que presentan
porcentajes similares al cisplatino, DMSO y H>O3, en el mismo tiempo de incubacion.
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Figura IX-14. Evaluacion de citotoxicidad de Sambucus nigra sobre células MCF-7 a las 24 h.

Tabla IX-9. Promedio y desviacion estandar de los porcentajes de citotoxicidad de los ensayos de la

lectina Sambucus nigra sobre células de cancer MCF-7 a las 48 h.

M HEP NTC Q SNA NTC- NTC- Q- NTC- CP TAL' TAL’ TAL’ DMS H.0;
ES Q SNA SNA Q- o
SNA
X 000 8.695 6047 6561 4596 77.02 8217 6734 7196 7447 3044 4542 5734 71.04 8137
00 7 69 91 26 53 17 49 79 70 50 24 01 49 84
o 000 2597 1291 2482 1840 13.12 1074 2056 1509 1825 29.06 1955 4.026 19.65 10.59
00 25 02 09 03 72 72 06 53 64 87 60 7 65 69

Después de 48 h de incubacion de las células MCF-7 con los diferentes tratamientos, el

porcentaje de citotoxicidad no va en aumento comparado con 24 h de incubacion (Figura IX-15).
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Figura IX-15. Evaluacion de citotoxicidad de Sambucus nigra sobre células MCF-7 a las 48 h.

En cuanto a las observaciones con microscopia Optica se realizaron tanto a las 24 h (Figura
IX-16) como a las 48 h (Figura IX-17). En aquellos pozos en doénde se evalu6 NTC o algun
nanocompuesto (NTC-Q, NTC-LEC, NTC-LEC-Q) se observaron agregados que forman los
NTC al precipitarse después de un periodo de tiempo, por lo que no es posible la observacion
morfoldgica de las células. Sin embargo, al realizar un lavado con PBS de los pozos después de
la incubacion y antes de la realizacion de la lectura de absorbancia siguiendo el ensayo de MTT,
podemos observar con mayor detenimiento la morfologia de las células (Figura IX-18).
Observamos que el dafio ocasionado por los tratamientos de NTC, NTC-Q, NTC-PHA-Q, NTC-
SNA-Q, es similar al que presentan los pozos con DMSO, H»O», inclusive con cisplatino, lo que

se corrobora con el ensayo de MTT y los datos mencionados previamente.
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X p.

MEDIO

PHA, 0.0105 pg/uL

SNA, 0.005 pg/pL

NTC-Q, 1:1
H,0, al 3% NTC-SNA, 1:1 Q-SNA, 1:1 NTC-Q-SNA, 1:1:1
.
5
CP, 2 pg/uL TALL 0.2 pg/uL TAL?, 0.1 pg/uL TAL?, 0.05 pg/uL

Figura IX-16. Evaluacion de citotoxicidad a las 24 h sobre células MCF-7, micrografias en

microscopio optico Axiovert 40 C, Zeiss, magnificacion 20x.
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MEDIO

NTC, 0.05 pg/pL

PHA, 0.0105 pg/uL

HEPES

Q, 0.10 pg/uL

SNA, 0.005 pg/ulL

NTC-Q, 1:1

NTC-PHA, 1:1

Q-PHA, 1:1

H,0, al 3%

NTC-SNA, 1:1

Q-SNA, 1:1

NTC-Q-SNA, 1:1:1

CP, 2 ug/puL

TALY, 0.2 pg/uL

TALZ, 0.1 pg/pL

TAL?, 0.05 pg/uL

Figura IX-17. Evaluacion de citotoxicidad a las 48 h sobre células MCF-7, micrografias en

microscopio optico Axiovert 40 C, Zeiss, magnificacion 20x.




NTC, 0.05 pg/pL

PHA, 0.0105 pg/uL

DMSO

HEPES

Q, 0.10 pg/pL

SNA, 0.005 pg/plL

NTC-Q, 1:1 NTC-PHA, 1:1 Q-PHA, 1:1 NTC-Q-PHA, 1:1:1
H,0; al 3% NTC-SNA, 1:1 Q-SNA, 1:1 NTC-Q-SNA, 1:1:1

CP, 2 pg/uL

TALY, 0.2 pg/pL

TAL?, 0.1 pg/uL

TALS, 0.05 pg/uL

Figura IX-18. Evaluacion de citotoxicidad a las 48 h sobre células MCF-7, micrografias en

microscopio optico Axiovert 40 C, Zeiss, magnificacion 20x.



X. DISCUSION

Se ha reportado la funcionalizacién de nanotubos de carbono y de otras nanoparticulas con
farmacos y moléculas bioactivas, asi como el uso de docking y dinamica molecular para el
andlisis de las interacciones moleculares que se llevan a cabo entre estos nanomateriales.
Actualmente la aplicacion de procesos computacionales para el andlisis de interacciones entre
materiales y biomoléculas, principalmente cuando se utilizan con nanomateriales, como en el
caso de nanotubos de carbono se utiliza la dindmica molecular (DM) y la Teoria de Densidad
Funcional (DFT,density functional theory) un método cudntico-mecénico usado para analizar
funcionalizacién no covalente de NTC (van Mourik et al., 2014).

Utilizando DFT se han cargado NTC de pared simple con quercetina (Daneshmehr, 2015),
indicando que seria un buen acarreador del flavonoide, estos resultados nos han llevado a
proponer el uso de los NTC como transportadores no solo de esta molécula sino también de
otras, como lo observamos en este proyecto. De igual manera hay estudios donde se ha realizado
dindmica molecular para la funcionalizacion covalente de NTC con quercetina, usando acido
metacrilico como intermediario (Cirillo etal., 2013), analizando su posible uso como
transportador del flavonoide. Se reportd para este caso fuerte interaccion entre las moléculas,
analizando posteriormente su efecto sobre células Hela, observando efectos citotoxicos.
Resultados similares observamos en este trabajo sobre células MCF-7, con la diferencia de que
no se utilizaron intermediarios.

En un estudio en donde se hizo un doble conjugado NTC-quercetina-BSA (Lu et al., 2018), se
observo que la citotoxicidad del complejo disminuye la toxicidad de los NTC, lo cual es benéfico
considerando a los NTC como transportadores biologicos dptimos, resultados similares fueron
observados en nuestros resultados. Por otra parte, también se ha cargado Q con tamoxifen sobre
NTC de pared multiple (Kumar et al., 2018), obteniendo buenos resultados, lo que nos daria una
pauta para poder realizar pruebas con farmacos, probablemente como una triple
funcionalizacion.

La quercetina no sélo se ha estudiado con NTC, sino también con otras nanoparticulas como
son las nanoesferas, nanoparticulas poliméricas, nanoliposomas, nanoemulsiones (Curcio et al.,

2012; Li etal., 2017; Puoci etal., 2012; Vicentini et al., 2008), en donde no se han visto
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afectadas las propiedades de la molécula, lo cual abre las posibilidades de poder elaborar un
nanotransportador con las mismas biomoléculas aqui utilizadas, pero con otras nanoparticulas.
Por otro lado, se ha unido quercetina con lectina Spatholobus parviflorus, y analizado por DM
(Sukumaran et al., 2019), se reportd que no se vieron comprometidos los sitios de union de la
lectina obteniendo una macromolécula que podria servir de acarreador del fArmaco; de la misma
manera, en este estudio el andlisis de DM nos indica que los sitios de union de las lectinas
analizadas SNA y PHA no se ven comprometidos en la interaccion con los NTC.

Por otra parte, la lectina SNA que se emple6 en este estudio se ha usado en estudios de cancer
de ovario, de higado y de mama, y con NTC se ha utilizado como nanosensor (Zhang et al.,
2011).

Podemos mencionar que la citotoxicidad que presenta el nanoconjugado NTC-SNA es menor al
reportado con la lectina PHA (Aguilar-Vazquez et al., 2021), en donde se funcionalizé NTC-
PHA a la misma concentracion y evaluado en la misma linea celular de cancer.

Es importante mencionar que no existen trabajos reportados de union PHA-Q 6 SNA-Q,
funcionalizados con NTC de pared multiple, considerando los resultados obtenidos con PHA
prometedores para la continuacion del trabajo, mientras que con SNA de manera tedrica no se
vio una funcionalizacion correcta, los resultados experimentales se pueden seguir estudiando a
diferentes concentraciones, dado que los articulos reportados indican un porcentaje elevado de

citotoxicidad con ambas lectinas.
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1.

XI. CONCLUSIONES
Se obtuvo el disefio de dos nanoconjugados a base de carbono, quercetina y lectina
mediante docking y dindmica molecular. Para el complejo formado con la lectina
Phaseolus lunatus, NTC-PHA-Q, se obtuvieron seis sitios de union entre PHA-Q y NTC
en los residuos F12, V114, N129, D217, D218, W219, con lo cual no se ve
comprometido el sitio de reconocimiento del carbohidrato GalNAc, que comprende los
residuos N53, N82, N100, N129, N205, el cual permanece libre para su interaccion
glicosidica con los receptores presentes en la membrana celular de las células de cancer
de mama. Ademas, la dindmica molecular corrobora que la interaccion entre las
moléculas permanece estable en el tiempo, obteniendo tedricamente un nanocompuesto
con propiedades activas, util para su utilizaciéon como nanotransportador.
Se formo el complejo de Sambucus nigra con NTC, NTC-SNA-Q, mediante docking
molecular, en el cual se observé interaccion en los residuos P32, C33, T35, K130, E149,
T180, R181, G182, K200; los cuales no corresponden al sitio activo de la lectina SNA
con el azucar GalNAc, ya que estos son los residuos N221, N368, N376, N483, N537.
Sin embargo, al realizar la evaluacién con dinamica molecular no presenta afinidad de
adhesion PHA-Q con NTC, determinando que no es dptima la uniéon de NTC con PHA-
Q como nanotransportador.
En la caracterizacion por SEM, se observaron los agregados que forman los
nanoconjugados NTC-PHA-Q y NTC-SNA-Q, en donde mediante andlisis EDS se
analizaron los elementos que conforman los nanoconjugados obtenidos, comprobando
la presencia de las moléculas que forman el nanomaterial.
La actividad de lectina, tanto para PHA como SNA, previo a la funcionalizaciéon con
quercetina y nanotubos de carbono fue de 640 UHA/mL, después de la union con
quercetina su actividad se ve disminuida a 320 UHA/mL, arrojando la misma actividad
hemaglutinante en los nanocompuestos finales NTC-PHA-Q y NTC-SNA-Q, lo cual
indica la conservacion de la integridad de la lectina al finalizar el proceso de
funcionalizacion, siendo esto comprobado al medir la concentracion de la proteina con

la técnica de Bradford, obteniendo resultados similares a los iniciales.
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5. En relacién a la actividad antioxidante de la quercetina, esta presenta un porcentaje de
44.85 %, el cual se ve disminuido 20 % al unirse con las lectinas PHA y SNA, asi como
también con los NTC; sin embargo, este porcentaje no se ve disminuido cuando se
funcionalizan los complejos NTC-LEC-Q, siendo para NTC-PHA-Q de 20.32 % y con
NTC-SNA-Q de 23.13 %, siendo estos cambios no significativos.

6. Laevaluacion de citotoxicidad de los nanocompuestos sobre células de cancer de mama,
MCF-7, indican que la incubacién durante 24 h y 48 h no modifican los porcentajes de
citotoxicidad, optimizando el tiempo de tratamiento a 24 h. El complejo de NTC-PHA-
Q comparado con NTC-SNA-Q no presenta diferencias entre los porcentajes de
citotoxicidad, dado que presentan porcentajes de 72-73 %, inferiores al cisplatino, 79%,
DMSO, 82 % o H»0,, 83 %. La citotoxicidad que presentan los compuestos
individualmente se ve mejorada con la funcionalizacion ya sea entre dos de ellos (NTC-
PHA, PHA-Q, SNA-Q), pero no variando con NTC-Q, y siendo incluso menor en NTC-
SNA. Cabe resaltar que la citotoxicidad que presenta la lectina de SNA es de 73 %,
similar al nanoconjugado final, siendo atribuido a lo observado en la dindmica
molecular, en donde no presentaron adhesion entre las moléculas evaluadas.

7. Los datos anteriores nos permiten concluir que la actividad bioldgica de las biomoléculas
no se ve incrementada o favorecida en el conjugado, pero tampoco es disminuida al ser
funcionalizada.

8. [Esimportante mencionar que existen multiples variables que influyen en las propiedades
finales de los nanoconjugados, tales como el método y tipo de funcionalizacion,
dimension y conformacion de NTC, método de sintesis de NTC, todo ello aunado a las
concentraciones utilizadas en la funcionalizacion; lo cual se ve reflejado en los efectos
citotoxicos que posea el nanomaterial final. Por lo que a futuro seria importante
comparar estos resultados a diferentes concentraciones de las biomoléculas, asi como el
método de funcionalizacién llevado a cabo, dado que existen métodos que puedan
mejorar la citotoxicidad del nanoconjugado favoreciendo la dispersion del mismo.
Ademas de analizar la toxicidad que presenta el nanomaterial frente a células normales,

y finalmente la degradacion del organismo del mismo material.
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ANEXOS A

CURVA ESTANDAR DE BSA

Para la realizacion de la cuantificacion de proteinas mediante la técnica de Bradford. Para la
creacion de una curva estandar utilizando concentraciones conocidas de la proteina BSA
(albumina de suero bovino), es posible obtener la concentracion de proteina desconocida una
solucion, basada en la absorbancia de la solucién muestra.

Se utilizé una solucion concentrada de BSA (albumina de suero bovino), Img/mL para realizar

la curva de calibracion estandar (Tabla A-1).

Tabla A-1. Elaboracion de curva estandar de Bradford

HO (uL) BSA (uL)

100.0 0.0
87.5 12.5
75.0 25.0
62.5 37.5
50.0 50.0
37.5 62.5
25.0 75.0
12.5 87.5

0.0 100.0

Se adicionaron 100 uL de solucion de BSA, SmL de reactivo de Bradford diluido y filtrado, y
posterior una lectura de absorbancia en un espectrofotometro a 595 nm. Los valores se
graficaron para la obtencion de la curva de calibracion estandar, aplicando regresion lineal

(Figura A-0-1).
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Figura A-0-1. Gréfico de la curva estandar obtenida con BSA

CURVA ESTANDAR DE ACIDO ASCORBICO

Se disolvié 10 mg de acido ascorbico en etanol al 80 %. A partir de la misma, se preparo la

curva estandar segun las siguientes concentraciones (Tabla A-2).

Tabla A-2. Concentraciones de acido ascorbico para curva estandar

mg Eq Acido
ascorbico/ mL
0

25
50
100
150
200

Se tomaron 100 uL de las diluciones, adicionando 2900 uL, se agitaron e incubaron por 30 min,
para leer su absorbancia a 517 nm en un espectrofotometro. Los valores se graficaron para la

obtencién de la curva de calibracion estandar, aplicando regresion lineal (Figura A-0-2).
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Figura A-0-2. Grafico de la curva estandar obtenida con Acido ascérbico
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Modelado de nanovectores para el tratamiento del cancer

Modeling nangvectors for cancer treatment
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Oaxaca de Juarez, Oaxaca, México.
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Resumen

La conjugacién de nanoestructuras con moléculas bioactivas se emplea en el diagnéstico y tratamiento del cancer. La
quercetina (QUE) es un flavonoide con efecto antioxidante que inhibe el estrés oxidativo y la viabilidad de células cancerosas.

Lhaselus, lunatey, (PHA) es una lectina con afinidad a estructuras de N-acetil-D-galactosamina (GaINAg) por lo cual aglutina

eritrocitos del grupo sanguineo A. El objetivo de este trabajo fue modelar la interaccion entre QUE, PHA con nanotubos de
carbono de pared multiple carhoxilados NTGR) mediante dggking y dindmica molecular, utilizando HEX6.3 y AMBER20. Se
identificaron seis residuos de interaccion entre PHA y el NIGq, (F12-V114-N129-D217-D218-W219), por lo que no interfieren
con los sitios de reconocimiento a GalNAg de la lectina ni con la unién de PHA con QUE. En conclusién, la implementacién
de papaxestarss acoplados a QUE y PHA podria mejorar el efecto citotoxico sobre células cancerigenas.

Palabras Clave: Nanotubos de carbono, Dagking, Dindmica molecular, Lectina, Céancer.
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ABSTRACT
Carbon nanotubes (CNTSs) are sheets of graphene rolled up on themselves, which exhibit near-infrared
absorbance. These structures can bind to other molecules by covalent or non-covalent functionalization.
Lectins are glycoproteins with specific recognition to carbohydrates, such as Sambucus nigra (SNA 1),
a plant lectin with specificity to N-gggtylgalactosamine (GalNAg). In order.to obtain a nanomaterial with
recognition capacity, NTC was functionalized by covalent bonding with Sambucus nigra lectin (NTC-
SNA), the activity and functionality of the nanocomposite were evaluated on MCF-7 breast cancer cells
by laser irradiation on the cell suspension in contact with NTC-SNA. Vacuolization was observed in 76%
of the cancer cells at 20 s with a wavelength of 808 nm and a laser power of 2.4 W/cm2. The
nanocomposite molecules transmitted the irradiation to the cancer cells causing temperature increase,
at a single wavelength and low power. On the other hand, the lectin maintained its activity and specific
recognition to glycans of the breast cancer cell surface.

Keywords: Carbon Nanotubes, Functionalization, Lectins, Breast Cancer
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