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Introduccion

El cancer es una de las principales causas de muerte a nivel
mundial debido al incremento en el nimero de casos y a
farmacos anticancerigenos no eficaces, poco selectivos vy
ademas con diversos efectos adversos graves, se considera
importante la bisqueda de nuevos agentes terapéuticos, lo que
ha provocado en afios recientes el surgimiento de ciencias como
la nanotecnologia con aplicaciones en el area de la salud, en
donde se emplean nanomateriales como lo son las
nanoparticulas metlicas (con un diametro menor a 100 nm).
Las nanoparticulas son sintetizadas por diversos métodos
destacando el de quimica verde con extractos acuosos de
plantas y reduccion quimica, en ambas se ha evaluado la
actividad anticancerigena y citotdxica encontrando resultados
prometedores por lo que se considera de importancia seguir
sintetizando, evaluando, elucidando el mecanismo de accion y
comparando los efectos entre ambas nanoparticulas.'?

Parte Experimental

La evaluacion de la produccion de especies reactivas de
oxigeno se realiz6 mediante la prueba de diacetato de
diclorofluoresceina sobre las lineas celulares de higado de
Chang y céancer de cérvix (SiHa), en un rango de concentracion
de 200 a 3.12 pg/mL de nanoparticulas de Mentha spicata y
citrato, como control positivo se usé xantina oxidasa y el
control negativo fue células con medio, este ensayo se realizd
por triplicado.®

La determinacion de la induccién de apoptosis por la
actividad de la caspasa-3 se realizé empleando el Kit EnzChek
de Molecular Probes usando la linea celular SiHa la cual se
expuso a las nanoparticulas Mentha spicata y citrato, en una
concentracion de 12.20 ug/mL, el control positivo fue la
podofilotoxina en igual concentracién, como control negativo
se empled células con medio, este ensayo se realizé por
triplicado.

El microarreglo se realizé en la linea celular SiHa en dos
condiciones experimentales diferentes a un mismo tiempo, en la
primera la linea celular fue expuesta a las nanoparticulas
Mentha spicata y citrato en una concentracion de 12.20 pg/mL
y en la segunda las células se emplearon como control
negativo, ambas se incubaron 24 horas, posteriormente se hizo
la extraccion de RNA de forma convencional, se sintetiz6 el
DNA complementario marcandolo con los fluoréforos
correspondientes para posteriormente hibridarlo en el
microarreglo, escanearlo y realizar la interpretacion de los
resultados, este ensayo se realiz6 en un Gnico experimento .*

Resultados y discusion

En el ensayo para la produccién de especies reactivas de
oxigeno en la linea celular de higado de Chang y de cancer de
cérvix por ambas nanoparticulas se obtuvo en ambos una
minima produccién de especies reactivas que en comparacion
con el control xantina oxidasa, la cual en concentraciones
menores y a tiempos cortos era mayor que las producidas por
ambas nanoparticulas a altas concentraciones y a tiempos de
exposicion mayores en ambas lineas celulares, se observé
también una mayor produccién para el control negativo en
comparacion de las nanopaticulas en las dos lineas
celulares,como se puede apreciar en el graficol.

Se realizé el anélisis estadistico de ANOVA y se encontr
diferencia estadisticamente significativa entre las nanoparticulas
y la xantina oxidasa por lo que se realiz6 la prueba estadistica
de Tukey para encontrar que grupos eran diferentes y se
encontrd diferencia entre la nanoparticula Mentha spicata y la
xantina oxidasa y entre la nanoparticula de citrato y la xantina
oxidasa, esto fue para las dos lineas celulares emp leadas.

Gréafico 1. Graficos de la produccién de especies reactivas de las
nanoparticulasen: a) higado de Changy b) SiHa.

En cuanto a la induccién de apoptosis por la actividad de la
caspasa-3 se obtuvo una minima produccion que puede
apreciarse por una baja cantidad en la intensidad de fluoresencia
la cual fue de 0.008 para la nanoparticula Mentha spicata, de
0.004 para la nanoparticula de citrato en comparacién con los
resultados del control postivo que fue de 0.152 y de 0.078 para
el control negativo como se observa en el grafico 2.

Se realiz6 el analisis estadistico de ANOVA y se encontrd
diferencia estadisticamente significativa entre las nanoparticulas
y la podofilotoxina por lo que se realizo la prueba estadistica de
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Tukey para saber que grupos eran diferentes y se obtuvo habia
diferencia entre la nanoparticula de Mentha spicata y la
podofilotoxina y entre la nanoparticula de citrato y la
podofilotoxina.

Wndugeion de apsplonis por sctidad de la caspana-3
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Gréafico 2. Induccion de la apoptosis por actividad de la caspasa-3.

En el analisis del patron de expresion génica para la
nanoparticula estabilizada con Mentha spicata se obtuvieron
158 genes reprimidos afectando 31 vias metabodlicas y 232
genes sobreexpresados afectando 21 vias metabdlicas.

En la nanoparticula estabilizada con citrato se obtuvieron
162 genes reprimidos afectando 26 vias metabodlicas y 255
genes sobreexpresados afectando 24 vias metabolicas.

En las vias que fueron reprimidas se encontro la de apoptosis
e investigando mas en esa via afectada se encuetra que el gen
para la caspasa-3 esta reprimido y junto con los resultados
obtenidos en la induccién de apoptosis por la actividad de la
caspasa-3 para ambas nanoparticulas podemos confirma que el
mecanismo de accién por el cual ejercen su efecto no es por
aoptosis por caspasa-3, en el caso de las especies reacivas de
oxigeno seguimos buscando una via que se encuentre
relacionada con los resultados.

Conclusiones

La nanoparticula sintetizada con Mentha spicata presenta
actividad citotéxica muy similar a la sintetizada con citrato, sus
mecanimo de accion por medio del cual ejercen su efecto no se
encuentra asociado a la produccién de especies reactivas de
oxigeno, asi como tampoco existe asociacion con la induccién
de apoptosis por la actividad de la caspasa-3, los resultados
obtenidos en estas dos ensay 0s pueden ser debidos a un proceso
normal de la célula ya que en comparacion con el control
negativo las cifras se encuentran por debajo. Los resultados
obtenidos en el microarreglo se continuan revisando para
obtener mas informacién sobre el posible mecanismo de accion.
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