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1. ANTECEDENTES

El hombre desde sus inicios ha utilizado la medicina para combatir padecimientos y
enfermedades, o para mejorar la calidad de vida. Grandes civilizaciones son ejemplo del uso
de la medicina desde hace muchos afios, como Mesopotamia, China, el Antiguo Egipto e

India (Lain Entralgo, 1978).

En la actualidad la medicina es un campo multidisciplinario que utiliza la ayuda de varias
areas de la ciencia y la tecnologia para crear nuevas formas de terapias; es asi que la
Nanotecnologia es un punto clave para seguir estudiando y desarrollando nuevas terapias y
tratamientos para diversos padecimientos. El area de la Nanotecnologia enfocada a la

medicina se le conoce como Nanomedicina.

La nanomedicina es una ciencia que se destaca por el uso de materiales a nivel
nanométrico, los cuales pueden utilizarse como herramientas para el diagndstico, la

prevencion y el tratamiento de enfermedades.

Hoy en dia diversas enfermedades son tratadas con métodos muy invasivos, radiaciones
o quimioterapias, dichos tratamientos en algunos casos son eficientes, pero en la mayoria de

las veces los resultados no son suficientes, ademas de dejar ciertas secuelas.

El incremento de articulos publicados en el drea de nanomedicina en los ultimos afios ha
sido representativo. A manera de solucion la nanomedicina ha creado materiales innovadores
los cuales han presentado resultados favorables que podrian en un futuro cercano convertirse

en aplicaciones reales para el diagndstico y tratamiento de distintas enfermedades. La



mayoria de las veces estos materiales no son invasivos, son especificos y actuan de manera

eficaz.

Por lo consiguiente, se han estudiado las propiedades de las nanoparticulas como agentes
acarreadores de farmacos u otros compuestos que ayudan a curar enfermedades, utilizando

diversas vias de administracion.

En el 2011 se sintetizaron nanoparticulas de magnetita con curcumina y 4cido
dodecanoico adsorbidos en su exterior, las cuales probaron inhibir la proliferacion de las
células de melanoma humano SK-MEL-37. Ademads, esta formulacidon de nanoparticulas de
magnetita/curcumina demostrd ser eficaz para mejorar la solubilidad de la curcumina en

medio acuoso facilitando su disponibilidad (de Souza, 2011).

Estos resultados hacen que la investigacidn sobre nuevos sistemas para la preparacion de
nanoparticulas de magnetita/curcumina sea de interés y con gran potencial para ser utilizados

como agentes contra distintos tipos de cancer, mejorando su selectividad y eficacia.



2. INTRODUCCION

2.1. Nanotecnologia

La nanotecnologia es la ciencia que estudia la manipulaciéon de la materia a escala
nanométrica, entre 1 y 100 nandémetros (Figura 1). Un nanomaterial puede presentar
propiedades tinicas o novedosas debido a sus dimensiones en la nanoescala (Méndez Rojas ,
2010). Los nanomateriales son interesantes debido a los cambios en las propiedades respecto
a los materiales macroscopicos (bulk), en parte debido al efecto de incremento de la relacién
area/volumen (Casero, 2014). Esto puede generar mayor reactividad e interacciones, con un
menor uso de material; por otro lado, el nuevo comportamiento no es necesariamente

predecible a partir de lo que conocemos del comportamiento del material en bulk.

A 0s i

Globulos rjos Ceniza
0,1 nm (distancia) (didmetro) 2-12 nm 4 um 15 pm
AA 1 nm 10nm 100nm  1pm 1 cm

c@}q‘?

Moleculas
pequefas Virus vegetal
~1nm 10-300 nm 35 um

Figura 1: Escala de nanomateriales (Nanotecnologia , 2013)

Aunque la palabra nanotecnologia es relativamente nueva, la existencia de
dispositivos y estructuras funcionales de dimensiones nanométricas no lo es; tales estructuras

han existido en la Tierra, incluso antes del origen mismo de la vida. Un molusco denominado



oreja de mar construye conchas muy fuertes, cuyas superficies interiores son iridiscentes,
mediante la organizacién del carbonato de calcio en forma de unidades nanoestructuradas
unidas entre si por un pegamento hecho de una mezcla de carbohidratos y proteinas (Poole,

2007).

En los ultimos afios la nanotecnologia ha tenido un gran impacto en el mundo, varios
paises han apostado a favor de la nanotecnologia y han invertido grandes sumas de dinero a
esta area de la ciencia. Se ha visto un gran incremento en la investigacion de la

nanotecnologia en los ultimos afios, como se puede ver en la figura 2 (Linton, 2012).
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Figura 2: Resumen del numero de trabajos sobre el tema de la nanotecnologia en
funcion del afio y del tipo-1990 a 2010 (Linton, 2012)



Los Estados Unidos, Japon y la Unién Europea realizan aproximadamente la misma
inversion gubernamental en investigacion y desarrollo de la nanotecnologia al destinar
alrededor de 1,000 millones de dolares cada uno, seguidos por China, Corea y Taiwan. Para
finales de 2006, se tienen registrados 17 paises que cuentan con iniciativas y/o programas de
desarrollo gubernamentales relacionados con la nanotecnologia, de los cuales, ocho
pertenecen a la Unidn Europea, seis a la Region Asia-Pacifico, dos a América del Norte y
una en América Latina. Sin embargo, se tiene conocimiento de que al menos 60 paises han

iniciado actividades en este campo (CIMAV, 2008).

2.2. Nanoparticulas magnéticas
La nanomedicina es el resultado del uso de nanomateriales en al area de la medicina,
aprovechando sus propiedades adquiridas por su tamafio y su habilidad de traspasar barreras
biolodgicas, asi como su gran selectividad de acuerdo a sus caracteristicas fisicoquimicas. La
utilizaciéon de nanoparticulas magnéticas dentro del campo de la biomedicina viene
realizandose desde la década de los 90 del siglo XX y una de las grandes ventajas de usarlas
es el hecho de que el hierro es facilmente metabolizado dentro del cuerpo (Garcia Jimeno,

2013).

Las nanoparticulas magnéticas, como las de magnetita (Fe3Os), son de sumo interés
en biomedicina por sus diversas e importantes aplicaciones como: transporte de farmacos
terapéuticas o de radioisétopos, como separadores magnéticos de células marcadas, para el
catabolismo de tumores via hipertermia y como agentes de contraste en aplicaciones de

resonancia magnética (Grande, 2007).



Asimismo, estas nanoparticulas también pueden mejorar la solubilidad de farmacos
en agua, modificar la farmacocinética, aumentar la vida media del farmaco al reducir la
inmunogenicidad, mejorar la biodisponibilidad y disminuir el metabolismo del farmaco. Del
mismo modo, al reducir la dosis de los medicamentos, también es posible reducir los efectos

secundarios y mejorar la calidad de vida del paciente (Dianzani, 2014).

Las nanoparticulas de magnetita son consideradas como una buena opcion para ser
acarreadoras de farmacos ya que también se ha demostrado que las células eficazmente las

internalizan por medio de endocitosis (de Souza, 2011).

2.3. Curcumina
El interés por la curcumina como componente para el tratamiento de diferentes
enfermedades, no deja de crecer como lo atestiguan las numerosas revisiones bibliograficas.
Una busqueda en Google arroja 1, 240,000 resultados (aunque muchos son de productos
comerciales y de medicina natural); otra busqueda en la base de datos ScienceDirect resultd
en 11,750 articulos de investigacidon (para curcuminoids aparecen 1,422 citas) (Gonzalez-

Albadalejo, 2015).
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F1gura3: Raiz de la ﬁrcuma (Pr 07) o

La curcumina pertenece a la familia de los curcuminoides, pigmentos polifendlicos
los cuales son el principal componente de la Crcuma. La curcumina es extraida de la raiz de
la planta Ctircuma (Curcuma longa) 1a cual es nativa del sur y sureste de Asia tropical (Figura
3). Inicialmente la curcumina fue descubierta en 1870 y su estructura quimica fue

caracterizada en 1910 (Figura 4) (Mollaei, 2017).

H O O H
MeD C = o OMe
H H
HO OH
curcumina
Figura 4: Estructura de la curcumina (Gonzélez-Albadalejo, 2015)

La curcumina tiene una masa molar de 368,4 g/mol y estd acompafiado por pequefias
cantidades de otros compuestos, todos insolubles en agua. Se utiliza en condimentos, para

tefiir telas de amarillo-naranja y es el principal ingrediente del reconocido curry en polvo

11



(Alzate Ceballos, 2012). En la India se utiliza incluso como parte de ritos religiosos y en la
medicina tradicional hindu se usa como ayuda digestiva, fiebres, infecciones, disenteria,
artritis y problemas hepaticos. Asimismo los griegos la utilizaban por sus beneficios para la

salud (Gonzalez-Albadalejo, 2015).

La curcumina es el principal compuesto de la Clrcuma responsable de sus
propiedades medicinales y farmacolégicas. Esta presenta un importante potencial
terapéutico, debido a su union a una gran diversidad de moléculas diana, sobre las que puede
actuar y/o en padecimientos como: Alzheimer, Parkinson, epilepsia, traumatismo
craneoencefalico, fibrosis pulmonar, célculo biliar, SIDA, nefrotoxicidad, colitis, isquemia
renal, cataratas, enfermedades metabolicas, esclerosis multiple, psoriasis, esclerodermia,
diabetes, asma, artritis, bronquitis, alergia, enfermedad intestinal inflamatoria, céancer,
cicatrizacidon, cardiotoxicidad y enfermedades cardiovasculares (Gonzalez-Albadalejo,

2015).

El principal mecanismo de accidén de la curcumina sobre las células cancerigenas, es
inducir la apoptosis de dichas células, se cree que esto lo puede lograr de tres formas
diferentes: vias dependientes de ciclina, vias independientes del factor de transcripcion p53
y vias dependientes del factor de transcripcion p53; el factor pS3 en manera resumida regula
la apoptosis (Choudhuri T, 2005). La curcumina genera la inhibicion irreversible de la enzima
tiorredoxina reductasa, debido a la unidn covalente en el sitio cataliticamente activo de la

enzima, llevando a cabo la apoptosis de las células cancerigenas (Fang J, 2005).

12



Otra caracteristica importante que ha presentado la curcumina es que tiene la
habilidad de unirse a ciertos iones metalicos divalentes como Fe, Cu, Mn y Zn formando

complejos con alto potencial farmacologico (Gonzélez-Albadalejo, 2015).

2.4. Cancer de mama
El cancer es la principal causa de muerte en todo el mundo. En 2015 se atribuyeron a
esta enfermedad 8.8 millones de defunciones, y en especifico 571,000 al cancer de seno

(OMS, Cancer, 2017).

El cancer de seno (o cdncer de mama) se origina cuando las células en el seno
comienzan a crecer en forma descontrolada. Estas células normalmente forman un tumor que
a menudo se puede observar en una radiografia o se puede palpar como una protuberancia
(masa o bulto) como se observa en la figura 5. El tumor es maligno (céncer) si las células
pueden crecer penetrando (invadiendo) los tejidos circundantes o propagandose (metastasis)
a areas distantes del cuerpo. El cancer de seno ocurre casi exclusivamente en las mujeres,

pero los hombres también lo pueden padecer (Society, 2017).

Figura 5: Ma'mograma demostrando un seno normal
(izquierdo) y uno con cancer de mama (derecho sefialado
con flechas) (Bakerstmd, 2015)
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El cancer de mama es el mas comun entre las mujeres en todo el mundo, pues
representa el 16% de todos los canceres femeninos. Se estima que en 2004 murieron 519,000
mujeres por cancer de mama y, aunque este cancer esta considerado como una enfermedad
del mundo desarrollado, la mayoria (69%) de las defunciones por esa causa se registran en

los paises en vias de desarrollo (OMS, Céancer de mama: prevencion y control, 2008).

Aproximadamente 75-80% de los céanceres son invasivos o infiltrantes, esta
caracteristica, les da a las células la capacidad de penetrar alrededor de los canales linfaticos
y vasculares ocasionando metastasis. El tipo histolégico mas frecuente es el carcinoma ductal
invasor que representa el 70 al 80%, el segundo mas comun es el lobulillar invasor (5-10%),
el cual es dificil de diagnosticar por su diseminacioén difusa en vez de formar una masa, su

tasa de multifocalidad y bilateralidad es alta (Castellanos, 2009).

En México, el cancer de mama es la segunda causa de muerte en mujeres de entre 30
y 54 afios y desde 2006 constituye la principal causa de muerte por cdncer en mujeres, por
encima del cancer cérvicouterino. En los ultimos afios, el nimero de muertes por cancer de
mama ha mostrado un crecimiento anual de 3.5%, y 30% del total de los casos se concentra

en cinco estados del norte del pais (Lopez-Carrillo, 2014).

De manera general el cancer de mama se puede clasificar de la siguiente manera, de

acuerdo a su etapa de desarrollo:

1) Etapa I: Estos canceres de mama aun son relativamente pequefios y no se han

propagado a los ganglios linfaticos o existe solo un drea diminuta de propagacién
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del cancer en el ganglio linfatico centinela (el primer ganglio linfatico a donde
probablemente se propago el cancer).

2) Etapa II: Estos canceres de mama son mas grandes que los canceres en etapas I
y/o se han propagado a unos pocos ganglios linfaticos adyacentes.

3) Etapa III: El tumor es mas grande o invade los tejidos cercanos (la piel sobre el
seno o el musculo que estd debajo), o se ha propagado a muchos ganglios
linfaticos adyacentes.

4) Etapa IV: Se ha propagado mas alld de la mama y los ganglios linfaticos

adyacentes hasta alcanzar otras partes del cuerpo (Rodriguez, 1998).

La deteccion tardia es comun. Segun el Sistema de Informacion de Cancer de la Mujer
(Sicam), en el periodo 2003-2008, 70.2% de los casos de cancer de mama se detectd en etapas
avanzadas (I, 32.8%; 11, 30.0%; y IV, 7.4%), incluyendo un 20.6% de casos que no fueron
clasificables. Esta situacion no s6lo disminuye la sobrevida de las mujeres afectadas sino que
implica la utilizacidon de tratamientos mas agresivos y costosos que no garantian la curacioén

(Lopez-Carrillo, 2014).
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo general
Sintetizar, funcionalizar y caracterizar nanoparticulas de magnetita con recubrimiento
de curcumina (Fe;Os@curcumina), y evaluar su actividad citotdxica en cultivos de

células de cancer de mama.

3.2. Objetivos especificos
a. Sintetizar nanoparticulas de Fe;Os@curcumina por el método de co-precipitacion

y caracterizarlas por FTIR y TGA.

b. Mejorar la solubilidad de la curcumina utilizando nanoparticulas de magnetita.

c. Evaluar la actividad citotoxica de las nanoparticulas Fe;Os@curcumina en cultivos

de células de cancer de mama (células MDA-MB-231).

3.3. Justificacion

El cancer de mama es un padecimiento que afecta a muchas mujeres del mundo, y

una gran cantidad de éstas tienen un mal pronostico debido a que se les diagnostica después

de mucho tiempo. Uno de los principales problemas es cuando el cancer de mama se extiende

a los ganglios linfaticos o a otros tejidos que se encuentran alrededor del tumor, generando

metdstasis y disminuyendo la probabilidad de vida del paciente. No obstante, cabe aclarar

que el cancer de mama no solo lo presentan las mujeres, esta enfermedad también puede ser

encontrada en hombres. En la actualidad el tratamiento que se les da a los pacientes con

cancer de mama va desde quimioterapia, radioterapia y hasta la extirpacion de la mama; el

tipo de tratamiento depende de qué tan avanzado se encuentre el cancer. Debido a estos
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métodos los pacientes tratados pueden quedar con secuelas o pueden empeorar su calidad de
vida, por eso es necesario encontrar otra manera de atacar el cancer de mama sin deteriorar
la calidad de vida del paciente. Una opcidn, es aprovechar la Nanotecnologia en el ambito
médico ya que nos puede ayudar a crear sistemas especificos, no invasivos y mas eficaces.
Asi la sintesis de nanoparticulas de magnetita funcionalizadas con curcumina
(Fe3sOs@curcumina) constituye un vehiculo ideal para este padecimiento, siendo un sistema
biocompatible, el cual ha demostrado anteriormente dar buenos resultados contra otros
canceres, demostrando que el sistema en conjunto mejora la solubilidad de la curcumina en
un medio acuoso y haciendo posible el acarreo de la curcumina para utilizarla como un

compuesto anticancerigeno.

3.4. Hipotesis
La funcionalizacion de nanoparticulas de Fe3O4 con curcumina mejora la solubilidad
de la curcumina en medio acuoso y ademads presenta un grado de citotoxicidad en cultivos de

células de cancer de mama.
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4. MATERIALES Y METODOS

Los materiales utilizados fueron los siguientes:

Curcumina (C21H2006/Sigma-Aldrich), >65% (HPLC), CAS (458-37-7); Cloruro férrico
hexahidratado (FeCl3.6H20/Sigma-Aldrich), >98%, CAS (10025-77-1); Cloruro ferroso
tetrahidratado (FeCls.4H20/Sigma-Aldrich), 98%, CAS (13478-10-9); Etanol absoluto
(CH3CH20H/Quimica Mercurio), 99.25%, CAS (64-17-5); Hidréxido de amonio
(NH4OH/J. T. Baker), 28-30%, CAS (1336-21-6); Suero fetal bovino (Biowest), Cat. N°
51650-500; Dimetilsulfoxido (C2HsOS/Sigma-Aldrich), >99.5% (GC), CAS (67-68-5);
Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-i1l0)-2,5-difeniltetrazol ~ (Ci1sH16BrNsS/Sigma-
Aldrich), 98%, CAS (298-93-1); Penicilina/estreptomicina (10,000 unidades penicilina y

10 mg estreptomicina/ ml), Sigma-Aldrich; DMEM/F12 (Sigma-Aldrich).

La sintesis y caracterizacion de las nanoparticulas de Fe;Os@curcumina se realizo en la
UDLAP, en el laboratorio de investigacidon en nanotecnologia (CI-010) y en el laboratorio
de analisis instrumental (CI-110A). Los estudios de viabilidad celular se realizaron en el

laboratorio del CIBIOR IMSS.

4.1. Sintesis de nanoparticulas

4.1.1. Sintesis de nanoparticulas de magnetita
Se utilizé el método de sintesis de nanoparticulas de magnetita por co-precipitacion
de acuerdo a lo reportado por Portillo-Aguilera (2014). A continuacion, se presenta la

reaccion de sintesis de magnetita:

Fe?" (a) + 2Fe*" (ac) +8OH" (ac) — Fe304(s) + 4H20 g
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El proceso se describe brevemente: se prepard una solucion de FeCls 0.2 M pesando
4.332 g de cloruro férrico hexahidratado (FeCl3.6H20) en un vidrio de reloj; luego se agregd
la sal en un vaso de precipitado de 150 ml y se le agregaron 80 ml de agua destilada, después
se puso a agitar a 1000 rpm utilizando un agitador magnético durante 30 minutos. Asimismo,
se prepard una solucion de FeCl> 0.1 M pesando 1.596 g de cloruro ferroso tetrahidratado
(FeCls.4H20) en un vidrio de reloj; se adiciono la sal en un vaso de precipitado de 150 ml y
después se le agregd 80 ml de agua destilada, también se agitdo a 1000 rpm utilizando un

agitador magnético durante 30 minutos (Figura 6).

Figura 6: Soluciones de FeCl3 0.2 M y FeCl, 0.1 M

Después de agitar ambas soluciones 30 minutos se mezclaron y se pusieron en un
vaso de precipitado de 250 ml y se continu¢ la agitacion a 1000 rpm por 5 minutos, desde
este paso se trabajo en la campana de extraccion. En seguida se agregd 20 ml de NH4OH

(30%) gota a gota rapidamente utilizando una bureta de 25 ml. Terminada la adicion, se notd

19



el cambio brusco de color a negro, lo cual confirma la presencia de magnetita (Figura 7). Se
dejo agitandose la solucion por 1 hora y media y después se decantd el excedente de la

solucion a través del método de precipitacion magnética utilizando un iman de neodimio.

Figura 7: Decantacion del excedente por método de precipitacion
magnética utilizando un iman de neodimio

Se hicieron 7 lavados con agua destilada hasta que las aguas de lavado alcanzaron un
pH 7 y el tltimo lavado se hizo con etanol absoluto. Posterior a esto, se introdujo el vaso de
precipitado con la magnetita al horno con vacié a 60°C, y se dejo ahi por72 horas. Se

consiguid un solido negro en forma de agregados grandes.
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Figura 8: Magnetita seca

4.1.2. Funcionalizacion superficial con curcumina
De los agregados obtenidos en la sintesis de la magnetita se trituraron 64 mg del
producto sélido negro en el mortero dgata agregandole unas dos gotas de etanol absoluto para

evitar oxidacion durante la trituracion; asimismo se pesaron 65 mg de curcumina utilizando

I

un vidrio de reloj. Después ambos compuestos se
introdujeron en un matraz bola de 50 ml, este se cubrid de
aluminio para evitar fotoxidacion/fotodegradacion de la
curcumina, y se les agregd 10 ml de agua. Se montd un
sistema utilizando un matraz de bola de 50 ml, una columna
lisa y se tapo la columna con un tapén de corcho. Se
sellaron las uniones del sistema utilizando parafilm.
Posteriormente se introdujo un agitador magnético al
matraz bola, el cual estaba forrado con parafilm. El matraz

de bola se sumergid en un vaso de precipitado conteniendo Figura 9: Sistema para sintesis de
Fe3O4@curcumina
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250 ml con agua, todo el sistema se puso en una parrilla, se puso a calentar a 40°C y se agitod

a 1000 rpm durante 3 dias.

Después el material resultante se recuperd por el método de precipitacion magnética
utilizando un imén de neodimio; dicho material presentaba un color café/naranja. El material

se introdujo al horno con vacié a 60°C, y se dejé ahi durante 24 horas.

Figura 10: Fe;Os@curcumina
recuperado por método de
precipitacion magnética

4.2. Caracterizacion
4.2.1. FTIR
Se caracterizaron los compuestos y las muestras utilizando un Espectrémetro
Infrarrojo con Transformada de Fourier (FTIR). El FTIR que se emple6 es un Agilent Cary

630. Las muestras se tomaron en un intervalo espectral de 650 cm™ — 4000 cm™.

4.2.2. TGA
Se caracterizaron los compuestos y las muestras haciendo un Analisis
Termogravimétrico (TGA), utilizando un equipo de analisis termogravimétrico con analisis

diferencia térmico (TGA/DTA) Netzsch STA 2500 Regulus. Las muestras que contenian
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magnetita se corrieron desde 25°C hasta 800°C y la muestra de curcumina se corrio desde
25°C hasta 400°C. En todas las caracterizaciones se usé entre 5-7 mg de las muestras. Todas

las muestras se hicieron en una atmosfera de nitrogeno.

4.2.3. DLS

Se determind el tamafio y la distribucién de las particulas utilizando un equipo para
determinacidn de distribucion de tamafio de particula por dispersion dindmica de luz (DLS)
NANO-flex 180° de la compaiiia Microtac. Previamente ambas muestras, tanto las de Fe3O4
como las de Fe;Os@curcumina, se pusieron en un eppendorf con agua, después se pusieron
a sonicar durante 10 minutos en el sonicador BRANSON 1510 y finalmente se

homogeneizaron las muestras utilizando el vortex LSE Corning.

Figura 11: Muestras para analisis
en el DLS, Fe3O4 (izquierda) y
Fe;04@curcumina (derecha)

4.2.4 SEM/STEM
Se obtuvieron micrografias SEM y STEM utilizando un microscopio electrénico de
barrido de ultra alta resolucion, el equipo empleado fue el MAIA3 de la marca TESCAN.

Este equipo tiene la capacidad de lograr una resolucion de 1 nm a 1 keV.
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4.3. Métodos de cultivos celulares

4.3.1. Linea celular MDA-MB-231 (ATCC® HTB-26™)

Esta linea celular es una de las mas utilizadas para el estudio experimental in vitro del
cancer de mama hormono-independiente. Estas células fueron aisladas por Cailleau y sus
colaboradores en 1973, a partir de un derrame pleural de un paciente con cancer de mama
que falleci6 de esta enfermedad (Cailleau, 1974). Esta linea celular tiene un rapido
crecimiento en medios de cultivo poco enriquecidos, en parte por una regulacion autocrina a
partir de factores de crecimiento celular que ellas mismas secretan al medio. Ademas
presentan una forma redondeada y una gran adhesion a las células vecinas (Martinez-Carpio,

2003).

4.3.2. Ensayo MTT

El ensayo MTT es un ensayo colorimétrico que mide la reduccion del Bromuro de 3-
(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT) por la succinato deshidrogenasa
mitocondrial; esto parte del hecho de que la reduccidon del MTT puede ocurrir inicamente en
células metabodlicamente activas, por lo tanto, representa una medida de la viabilidad celular.
El MTT entra a la mitocondria donde se reduce a formazan, un producto color purpura e
insoluble (Figura 12). Las células se tratan con un solvente organico, con lo que se libera y
solubiliza el formazan; asi, este producto se mide espectrofotométricamente a través de la

absorbancia como funcion de la concentracion del tinte parpura (Portillo Aguilera, 2014).
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Figura 12: Fundamento del ensayo MTT (Portillo Aguilera, 2014)

Se utilizo el analisis MTT para medir la citotoxicidad de las nanoparticulas tomando
en cuenta que un alto grado de formacion de cristales de formazan implica una alta viabilidad

celular.

Para el ensayo MTT se sembraron 3 placas de 96 pozos a una densidad de 1x10* células
MDA-MB-231 por pozo con medio DMEM/F12 completo-10% Suero Fetal Bovino (SFB),
en una atmosfera a 37°Cy 5% de CO». Después de 24 horas de cultivo, el medio en los pozos
se sustituyd con medio fresco el cual contenia magnetita, curcumina y diferentes
concentraciones de nanoparticulas de FesO4@curcumina (0, 2.5, 5, 10, 20, 40, y 80 pg/ml)
respectivamente y cada pozo se llevo a 200 pl utilizando més medio de cultivo. Después se
incubaron 24 horas, se retir6 el medio de cultivo y se les agregd 50 ul de PBS (Phosphate-
Buffered Saline) por pozo para lavar las células. Se observaron las células y se tomaron
fotografias de cada pozo con un microscopio de contraste de fases con el objetivo 20X
(Nikon). Inmediatamente se retir6 el PBS y se agregaron 37 ul de una solucién de trabajo a

cada pozo para realizar el ensayo MTT; ésta solucion contiene 10% de MTT (5 mg/ml), SFB
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7%, antibidtico (penicilina/estreptomicina) y el resto de PBS. Se dejaron incubar las células
durante 3 horas a oscuras en una atmdsfera a 37°C en 5% COx. Después se agregd 70 pl de
DMSO a cada pozo y se agitaron durante 5 minutos a 475 rpm. Posteriormente se midi6 la
absorbancia a 550 nm y 620 nm en el espectrofotdmetro. A las absorbancias de 550 nm se
les resto el valor de las absorbancias de 620 nm para obtener el valor real del formazan que

se metaboliz6. Todos los pasos anteriores se repitieron para las placas de 48 y 72 horas.

La viabilidad celular (%) se calculd con la siguiente formula:

valor problema — valor del blanco>
x

% viabilidad celular = ( valor control
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5. RESULTADOS
5.1. Sintesis de nanoparticulas de magnetita

Después de secar el material (Figura 13), se peso utilizando un vidrio de reloj y se obtuvo
1.902 g de Fe3O4, es decir que se obtuvo un rendimiento del 101%. El rendimiento tedrico es

de 1.871 g lo cual nos indica que el material gano peso por su propiedad higroscdpica.

Figura 13: 1.902 g de
Fe304 obtenida
5.1.1. FTIR

Como podemos observar en la figura 14, el espectro infrarrojo de la magnetita,
tenemos una banda cerca de 650 cm™, la cual continfia, esta banda es el pico caracteristico
de la vibracion Fe-O en la magnetita que aparece en 590 cm™.
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Figura 14: Espectro infrarrojo de Fe3O4
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5.1.2. TGA
Al obtener el analisis Termo-gravimétrico (TGA) de la magnetita pudimos darnos
cuenta que la termo-gravimetria (TG) es una linea casi recta, lo cual era lo esperado debido

a que la magnetita no sufre una pérdida de masa en ese rango de temperatura.

Figura 15: TGA de Fe;04

5.1.3. DLS

Analizando la figura 16, donde se muestra la dispersion de los tamaifios relativos de
las particulas obtenida con el equipo DLS, nos damos cuenta que el didmetro del pico
principal de las particulas de magnetita es de alrededor de 88.6 nm, pero como sabemos que
en este tipo de analisis mide el didmetro hidrodinamico, podemos pensar que de hecho las

particulas son aun mas pequefias.
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Figura 16: DLS de Fe;04

5.2. Funcionalizacion superficial con curcumina

Después del proceso de adsorcidn y secar el material, se pesé utilizando un vidrio de reloj
y se obtuvieron 118 mg de Fe;Os@curcumina, lo cual representa un rendimiento del 91%,
siendo esto un muy buen rendimiento. Las nanoparticulas de FesOs4@curcumina exhiben una
forma de hojas delgadas color café oscuro y ademas presentan propiedades magnéticas

(Figura 17).
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Figura 17: Nanoparticulas de Fe3Os@curcumina

5.2.1. FTIR

En el espectro infrarrojo (Figura 18) de la curcumina podemos observar varios picos,
uno ubicado en 3504.4 cm™, el cual corresponde al grupo funcional O-H de los fenoles que
estdn presentes en su estructura. También podemos ver dos picos uno en 1600.9 cm™ y otro
en 1505.6 cm™ los cuales corresponden a C-C en un aromatico. En la region de la huella
dactilar del espectro infrarrojo se puede observar el perfil de un grupo aromatico trisustituido

(dos bandas alrededor de 800 cm™ y 850 cm™).
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Figura 18: Espectro infrarrojo de curcumina
Al observar el espectro de Fez;Os@curcumina (Figura 19) podemos darnos cuenta que
las bandas caracteristicas de la curcumina siguen presentes como la de los fenoles, la cual
aparece en 3504.1 cm™'. También podemos ver que hay una banda cerca de 650 cm™, la cual
parece que continua, y esta banda es caracteristica de la magnetita, como previamente se

habia mencionado.
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Figura 19: Espectro infrarrojo de nanoparticulas de Fe3Os@curcumina

5.2.2. TGA

Al observar el espectro TGA de la curcumina (Figura 20), nos damos cuenta que
empieza a haber una pérdida de masa alrededor de 170°C, lo cual concuerda con el punto de
fusion de la curcumina (173°C). Ademas, el analisis térmico diferencial (DTA) nos muestra

un pico intenso en esta zona indicativo de un proceso exotérmico, lo que nos hace pensar que

la curcumina se empieza a descomponer desde este punto hasta el final de la corrida.

Figura 20: TGA de curcumina
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En la figura 21, se muestra el espectro de TGA de nanoparticulas de
Fe3O4@curcumina; aqui podemos ver que en la linea del TG hay tres caidas correspondientes
a una pérdida de masa, en este caso ésta pérdida de masa se asocia a la curcumina debido a
que la magnetita, como pudimos ver anteriormente, no presenta este comportamiento en este

rango de temperatura.

La primera caida de la linea del espectro de TG podemos pensar que es una
curcumina que esta de manera muy superficial, ya que esta en el rango del punto de fusién
de la curcumina y podemos apreciar un pico en la linea del DTA, el cual corresponde a un
proceso exotérmico, corroborando asi que lo que estamos perdiendo en ese punto, es

curcumina.

Por otro lado, las otras dos caidas de la linea del TG nos hacen pensar que la
curcumina si se funcionalizé de manera correcta con la magnetita, y que esta unida de cierto
modo a ella, debido a que la pérdida de masa de estas dos caidas rebasa el punto de fusion de
la curcumina y ademas se presenta un porcentaje importante de pérdida de masa, el cual solo

puede relacionarse con la curcumina.

Asi mismo, en la ultima caida de nuestra linea del TG (623°C) podemos observar un
pico intenso en la linea del DTA, el cual es representativo a un proceso exotérmico, este
proceso nos indica la descomposicion total de la curcumina quedando solamente la

magnetita.

Como podemos observar el porcentaje total de masa de curcumina perdida es de

18.71%, pero si omitimos la curcumina que esta de manera superficial, obtenemos una
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pérdida de 16.22%, lo cual es un resultado muy bueno ya que podemos decir que hay una

muy buena cantidad de curcumina unida a nuestras nanoparticulas de magnetita.

Paak. 1072 "5 1437 pVimg

Figura 21: TGA de nanoparticulas de Fe;Os@curcumina

5.2.3. DLS

Analizando la grafica obtenida con el DLS (Figura 22), nos damos cuenta que el
didmetro de las particulas de Fe3;Os@curcumina va desde 101.8 nm hasta 1,213 nm, si
tomamos en cuenta que estamos midiendo el didmetro hidrodinamico podemos decir que el
tamafio de estas puede ser ain mas pequefio. Podemos ver también que las que hay en mayor

cantidad son las de 190.9 nm.
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Figura 22: DLS de nanoparticulas de Fe;Os@curcumina

5.3. SEM

Al ver las micrografias de Fe3Os4 (Figura 23) podemos apreciar ciertas estructuras
esféricas que tienen un tamafio aproximadamente por debajo de 50 nm (figura de la
izquierda). Por otro lado, podemos ver ciertas aglomeraciones de nuestras nanoparticulas de

Fes304 (figura de la derecha).
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Figura 23: Andlisis de nanoparticulas de Fe3O4 por SEM. A, nanoparticulas
vistas a70.6 Kx; B, nanoparticulas vistas a 29.2 Kx
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A continuacidén, se muestran 4 micrografias (Figura 24) obtenidas de nuestras
nanoparticulas de Fe;Os@curcumina. Al analizar las micrografias se piensa que la curcumina
de algiin modo est4 envolviendo a las nanoparticulas ya que se ven estructuras mas grandes

y no se pueden distinguir la forma caracteristica esférica de las nanoparticulas de Fe3Oa.
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Figura 24: Anélisis de nanoparticulas Fe;O4@curcumina por SEM a diferentes aumentos en
diferentes campos. A, Observacion a 5.73 Kx; B, Observacion a 27.3 Kx; C, Observacion a
27.3 Kx; D, Observacion a 27.3 Kx
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5.4. STEM
A continuacion, se muestran imagenes STEM de las nanoparticulas de magnetita y de

las nanoparticulas de Fe3Os@curcumina:
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Figura 25: Imagenes STEM de nanoparticulas de Fe3O4 (izquierda) a 102 Kx y de
nanoparticulas de Fe3Os@curcumina (derecha) a 178 Kx.

5.5. Ensayo MTT

Los resultados obtenidos en el ensayo MTT se mostraran en anexos, debido a que las
grandes concentraciones de curcumina acoplada a las nanoparticulas de magnetita
interfirieron con los datos, dando resultados no confiables. A continuacidn, se mostraran

imagenes que se obtuvieron durante el ensayo MTT con las diferentes concentraciones
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de nanoparticulas de Fe;O4@curcumina (0, 2.5, 5, 10, 20, 40, y 80 pg/ml), a los diferentes

tiempos estudiados (24,48 y 72 horas).

5.6. Efecto de las nanoparticulas de Fe3Os@curcumina sobre la linea celular de

cancer de mama triple negativa MDA-MB-231

Figura 26: Efecto de las nanoparticulas de Fe;Os@curcumina sobre las células
MDA-MB-231 a las 24 horas de exposicion; A (Control), B (2.5 pg/ml), C (5
pg/ml), D (10 pg/ml), E (20 pg/ml), F (40 pg/ml) y G (80 pg/ml). 20X.
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Figura 27: Imagenes obtenidas después de 24 horas; A (Control), B (Magnetita 40 pg/ml),
C (Curcumina 80 pg/ml), D (nanoparticulas de Fe3;Os@curcumina 40 pg/ml), E
(nanoparticulas de Fe;O4@curcumina 80 pg/ml). 20X
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Figura 28: Efecto de las nanoparticulas de Fe;Os@curcumina sobre las células

MDA-MB-231 a las 48 horas de exposicion; A (Control), B (2.5 pg/ml), C (5
pug/ml), D (10 pg/ml), E (20 ug/ml), F (40 pg/ml) y G (80 ug/ml). 20X

40



.

C
E

. .
. .
Figura 29 : Imégenes obtenidas después de 48 horas; A (Control), B (Magnetita 40 pg/ml),

C (Curcumina 80 pg/ml), D (nanoparticulas de Fe;Os@curcumina 40 pg/ml), E
(nanoparticulas de Fe;O4@curcumina 80 pg/ml). 20X
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Figura 30: Efecto de las nanoparticulas de Fe;Os@curcumina sobre las células

MDA-MB-231 a las 72 horas de exposicion; A (Control), B (2.5 pg/ml), C (5
pg/ml), D (10 pg/ml), E (20 pg/ml), F (40 pg/ml) y G (80 pg/ml). 20X
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Figura 31: Iméagenes obtenidas después de 72 horas; A (Control), B (Magnetita 40 pg/ml),
C (Curcumina 80 pg/ml), D (nanoparticulas de Fe;Os@curcumina 40 pg/ml), E
(nanoparticulas de Fe;O4@curcumina 80 pg/ml). 20X



6. DISCUSION DE RESULTADOS

Al realizar la sintesis de nanoparticulas de magnetita por el método de co-
precipitacion se obtuvo 1.902 g de Fe3Oa, es decir que se obtuvo un rendimiento cuantitativo.
La magnetita obtenida se presentaba como aglomerados de color negro brillante, y ademas
tenia propiedades magnéticas (Figura 13). Después de realizar la funcionalizacién de la
magnetita con la curcumina, se obtuvo 118 mg de nanoparticulas de Fe3;O4@curcumina, lo
cual representa un rendimiento del 91%. Las nanoparticulas de Fe;Os@curcumina exhiben
una forma de hojas delgadas color café oscuro, ademas presentan propiedades magnéticas

dandonos una idea de que la magnetita esta presente en el material obtenido (Figura 17).

Al hacer los espectros infrarrojos de la magnetita (Figura 14), curcumina (Figura 18)
y de las nanoparticulas de Fe3Os@curcumina (Figura 19) observamos que en el espectro
infrarrojo de la magnetita tenemos una banda cerca de 650 cm’!, la cual continta; esta banda
es el pico caracteristico de la vibracion Fe-O en la magnetita que aparece en 590 cm™.
Asimismo, al observar el espectro infrarrojo de la curcumina s observan varios picos, uno
ubicado en 3504.4 cm™, el cual corresponde al grupo funcional O-H de los fenoles que estan
presentes en su estructura. También podemos ver dos picos uno en 1600.9 cm™ y otro en
1505.6 cm™ los cuales corresponden a C-C en un aromatico. En la region de la huella dactilar
del espectro infrarrojo se puede observar el perfil de un grupo aromatico trisustituido (dos
bandas alrededor de 800 cm™ y 850 cm™). Y, por ultimo, al ver el espectro infrarrojo de las
nanoparticulas de Fe;Os@curcumina podemos darnos cuenta que las bandas caracteristicas

de la curcumina siguen presentes como la de los fenoles, la cual aparece en 3504.1 cm™.
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También podemos ver que hay una banda cerca de 650 cm™!, la cual parece que continua, y

esta banda es caracteristica de la magnetita, como previamente se habia mencionado.

Al realizar los TGA de la magnetita podemos darnos cuenta que el TG es una linea
casi recta, resultado esperado, ya que la magnetita no sufre una pérdida de masa en ese rango
de temperatura (Figura 15). Al observar el TGA de la curcumina (Figura 20), nos damos
cuenta que empieza a haber una pérdida de masa alrededor de 170°C, lo cual concuerda con
el punto de fusion de la curcumina (173°C). Ademas, el DTA nos muestra un pico intenso en
esta zona indicativo de un proceso exotérmico, lo que nos hace pensar que la curcumina se
empieza a descomponer desde este punto y hasta el final de la corrida. Por ultimo, al ver el
TGA de nanoparticulas de Fe;Os@curcumina (Figura 21), podemos ver que en nuestra linea
del TG hay tres caidas correspondientes a una pérdida de masa, en este caso esta pérdida de
masa se asocia a la curcumina debido a que la magnetita, como pudimos ver anteriormente,
no presenta este comportamiento en este rango de temperatura. En relacion a la primera caida
de nuestra linea del TG especulamos que se trata de una curcumina que se encuentra de
manera muy superficial, ya que esta en el rango del punto de fusion de la curcumina y
podemos apreciar un pico en la linea del DTA, el cual corresponde a un proceso exotérmico,
corroborando asi que lo que estamos perdiendo en ese punto sea curcumina. Por otro lado las
otras dos caidas de nuestra linea del TG nos hacen pensar que la curcumina si se funcionalizd
de manera correcta con la magnetita, y que esta unida de cierto modo a ella, debido a que la
pérdida de masa de estas dos caidas rebasan el punto de fusion de la curcumina y ademas de
que se presenta un porcentaje importante de pérdida de masa, el cual solo puede relacionarse

con la curcumina ya que la magnetita no presenta este comportamiento en este rango de
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temperatura como se menciond anteriormente. Asimismo, en la ultima caida de nuestra linea
del TG (623°C) podemos observar un pico intenso en la linea del DTA, el cual es
representativo de un proceso exotérmico, este proceso nos indica la descomposicion total de
la curcumina quedando solamente la magnetita. Como se puede observar el porcentaje total
de masa de curcumina pérdida es del 18.71%, pero si omitimos la curcumina que esta de
manera superficial, obtenemos una pérdida del 16.22%, lo cual es un resultado muy bueno
ya que es un reflejo de que existe buena cantidad de curcumina unida a nuestras

nanoparticulas de magnetita.

Al obtener la grafica de magnetita del DLS (Figura 16) nos damos cuenta que el
diametro de las particulas de magnetita es de alrededor de 88.6 nm, pero como sabemos que
en este tipo de andlisis se mide el didmetro hidrodinamico, podemos pensar que de hecho las
particulas son ain mas pequefias, aproximadamente 50 nm. Asimismo, analizando la grafica
de las nanoparticulas de Fe;Os@curcumina obtenida con el DLS (Figura 22) nos damos

cuenta que el diametro de nuestro material va desde 101.8 nm hasta 1,213 nm.

Al ver las micrografias SEM de Fe;Os (Figura 23) podemos apreciar ciertas
estructuras esféricas que tienen un tamafio aproximadamente por debajo de 50 nm (Figura
13/izquierda). Ademds, se pueden observar ciertas aglomeraciones de nuestras
nanoparticulas de Fe3O4 (Figura 13/derecha). Por otro lado, al observar las micrografias SEM
de las nanoparticulas de Fe3;Os@curcumina (Figura 24), pensamos que la curcumina de algtin
modo estd envolviendo a las nanoparticulas ya que se ven estructuras mas grandes y no se

puede distinguir la forma esférica caracteristica de las nanoparticulas de Fe;Oa.
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Al ver las micrografias STEM de Fe;O4y de las nanoparticulas de FesOs@curcumina
(Figura 25), podemos darnos cuenta que la nanoparticulas de Fe3O4 tienen un tamafio
aproximadamente de 20 nm, ademads estas se encuentran muy aglomeradas a comparacion
con las nanoparticulas de Fe3;Os@curcumina, ya que estas estan mas dispersas. También
podemos ver que en la micrografia STEM de las nanoparticulas de Fe;Os@curcumina se
aprecia un contorno gris oscuro alrededor de las particulas, se cree que esto debe a que la
curcumina esta alrededor de las particulas y estd actuando como un surfactante, es por eso
también que las particulas funcionalizadas con la curcumina se encuentran mas dispersas que

las de magnetita.

Al ver las imagenes tomadas durante el ensayo MTT podemos darnos cuenta a
primera vista que la magnetita es internalizada por las células de alguna manera, se piensa
que las células estdn fagocitando la magnetita, la curcumina y nuestro sistema
Fe3O4@curcumina; esto pasa en los diferentes tiempos examinados (24, 48 y 72 horas),
ademas cabe mencionar que en todos los tiempos la magnetita pura (Figura 27-B, Figura 29-
B y Figura 31-B) no presenta una actividad anticancerigena ya que no disminuye la cantidad
de células, lo tnico que sucede es que las células se estresan y esto es ocasionado debido a
que la magnetita es un agente extrafio para las células (se observa un cambio de la morfologia
normal alargada de las células a una morfologia circular, indicativa del estrés celular; Figura
27-B, Figura 29-B y Figura 31-B). A las 24 horas de incubacidn con nuestro material (Figura
26-A) vemos que nuestro pozo control presenta varias células cancerigenas MDA-MB-231
con su morfologia correspondiente, pero al ver el pozo de curcumina con 80 pg/ml (Figura

27-C) podemos observar que nuestras células estdn un poco estresadas y que ha disminuido
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un poco la cantidad de células con respecto a nuestro pozo control, ademas en la imagen se
ven cristales de color naranja que han precipitado, estos cristales son nuestra curcumina que
al no ser soluble precipita en el pozo. A las 24 horas de incubacion podemos observar que en
el pozo conteniendo nanoparticulas de Fe;Os@curcumina (80 pg/ml; Figura 27-E) ya casi no
hay células presentes, esto nos hace sospechar que nuestro material (80 pug/ml; Figura 27-E)
esta siendo internalizado por las células, induciendo la muerte de dichas células de alguna
manera. Por otro lado podemos ver que a mayor concentracion de nanoparticulas de
Fe3O4@curcumina mas células mueren (Figura 26, Figura 28 y Figura 30), esto se puede
observar en los tres diferentes tiempos (24, 48 y 72 horas). Asimismo al ver las 3 imagenes
de los tres diferentes tiempos (24, 48 y 72 horas; Figura 27-C, Figura 29-C y Figura 31-C),
de los pozos que contienen curcumina (80 pg/ml), podemos observar que también el nimero
de células disminuye, y que entre mas tiempo pasa mas células mueren, se cree que esto
sucede debido a que la curcumina precipita, como se menciono anteriormente, y entre mas
pasa el tiempo se vuelve un poco mas soluble, y al ser més soluble esta mas disponible para

las células, ocasionando la muerte de algunas que adquieren la curcumina como nutriente.
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7. CONCLUSIONES

Se logré sintetizar nanoparticulas de magnetita, con un tamafio aproximado de 20 nm

por el método de co-precipitacion.

Se logré funcionalizar nanoparticulas de magnetita con curcumina, debido a los

resultados obtenidos en el TGA, STEM, SEM, y FTIR.

Las nanoparticulas de Fe3O4 por si solas no lograron tener actividad anticancerigena,

aunque si lograron estresar a las células.

Las nanoparticulas de Fe3Os4@curcumina mostraron actividad anticancerigena,
siendo ésta una muy interesante caracteristica de este material, ya que fueron capaces de
disminuir el numero de células en tan solo 24 horas; cabe recalcar que esta linea celular
de cancer de mama, MDA-MB-231, es triple negativa y es altamente invasiva, por lo que

los resultados obtenidos son sumamente interesantes.

Asimismo, cabe recalcar que se realizaron ensayos de MTT, pero los resultados
(probablemente por interferencias con la curcumina y/o magnetita) no son utiles para
interpretar de ellos la viabilidad celular, dichos resultados se encuentran en la seccion de

Anexos en la pagina 62.

Las nanoparticulas de Fe3Os@curcumina al parecer presentan propiedades

anticancerigenas interesantes, por lo que seria relevante continuar con la investigacion.
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PERSPECTIVAS

Analizar el efecto de las nanoparticulas de Fe;Os@curcumina sobre las células MDA-
MB-231 en el equipo IncuCyte para observar en tiempo real como las células
internalizan las particulas, asi como también para tener resultados cuantitativos sobre
el efecto de dicho material en la proliferacion celular.

Analizar si el efecto de las nanoparticulas de FesOs@curcumina es especifico de las
células tumorales MDA-MB-231 y no téxico para las células normales de mama
(MCF-10A).

Realizar mas controles en los ensayos celulares.

Realizar los ensayos celulares en tiempos mas cortos y quizas cambiando el medio de
cultivo.

Verificar que factores favorecen la supervivencia de las células en los sistemas
tratados.

Medir que concentracion es la que se internaliza en las células en diferentes tiempos.

Verificar que otros factores favorecen la muerte celular en nuestros experimentos.
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9. ANEXOS
Se realizaron varias pruebas de sintesis para funcionalizar de manera adecuada las
nanoparticulas de magnetita. Se utilizaron en todos los casos las nanoparticulas de magnetita
obtenidas por el método co-precipitacion previamente descrito. A continuacion, se

describiran las diferentes sintesis y se presentaran sus correspondientes caracterizaciones:

9.1. Funcionalizacion superficial con curcumina por método mecanico

Primero se pes6é 50 mg de magnetita utilizando un vidrio de reloj y se triturd en el
mortero agata, al triturarlo se le adiciono dos gotas de etanol. Después se pesé 5 mg de
curcumina utilizando nuevamente un vidrio de reloj. Posteriormente se agregd los 5 mg de
curcumina en el mortero adgata junto con los 50 mg de magnetita previamente triturados, se
adicion6 3 gotas de etanol y se triturd todo junto por 10 minutos hasta lograr que el material
obtuviera un color café. Después se caracterizo el material por FTIR y TGA. Los resultados
del TGA nos muestran que las nanoparticulas de magnetita no se funcionalizaron de manera

correcta debido a que no hay una pérdida de masa significativa de la curcumina.

Figura 32: TGA de la funcionalizacién superficial con curcumina por método mecanico
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Figura 33: Espectro infrarrojo de la funcionalizacion superficial con curcumina por
método mecanico

9.2. Funcionalizacion superficial con sal de curcumina

Para preparar la sal de curcumina primero se pes6 30 mg de curcumina utilizando un
vidrio de reloj, después se agregd la curcumina en un matraz aforado de 10 ml y se aford
utilizando agua destilada. Posterior a esto se puso la solucidon de curcumina en un vaso de
precipitado de 20 ml y se puso agitar a 800 rpm utilizando un microagitador. Luego se
adicionaron 400 pul de NaOH 5 M, cambiando la solucién a un color rojo. Después se pesaron
102 mg de magnetita y se trituré en el mortero agata adicionando dos gotas de etanol.
Posteriormente se agregd la magnetita previamente triturada en un vaso de precipitado de 50
ml, se agregd 10 ml de agua destilada y 2 ml de nuestra solucion de sal de curcumina. Se

dejo agitando 24 horas utilizando un agitador mecanico. Terminando las 24 horas se recupero
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el material por el método de precipitacion magnética utilizando un iman de neodimio y se
retird el sobrenadante. Luego se puso a secar el material a 60°C en un horno con vacio y se
dejo 24 horas. Después de secarse se pesd el material obtenido y se obtuvo 62 mg de
Fe;O4@curcumina. Posteriormente se caracterizd el material por FTIR y TGA. Los
resultados del TGA nos muestran que las nanoparticulas de magnetita no se funcionalizaron
de manera correcta debido a que no hay una pérdida significante de masa correspondiente a

la curcumina.

Pk TEIW = TR LBy

Figura 34: TGA de la funcionalizacion superficial con sal de curcumina
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9.3. Ensayo MTT

Después de realizar los ensayos MTT con las diferentes concentraciones de
nanoparticulas de FesOs@curcumina (0, 2.5, 5, 10, 20, 40, y 80 pg/ml), a diferentes
tiempos (24,48 y 72 horas), se hicieron los célculos correspondientes y se obtuvo la
siguiente grafica (Figura 36). Los resultados obtenidos durante el ensayo MTT no son
confiables debido a que probablemente por interferencias con la curcumina y/o
magnetita, dichos datos no son ttiles para interpretar de ellos la viabilidad celular, ya que
como podemos ver algunos datos obtenidos no tienen sentido, ya que obtenemos mucho
mas del 100% de viabilidad y al observar el pozo con el microscopio de contraste de fases

nos muestra lo contrario, viendo que ya casi no hay células vivas.
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Figura 36: Grafica de viabilidad celular durante 24, 48 y 72 horas, a diferentes
concentraciones de nanoparticulas de Fe;Os@curcumina (0, 2.5, 5, 10, 20, 40, y
80 png/ml)
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Objetivo general

Sintetizar, funcionalizar y caracterizar nanoparticulas de magnetita
con recubrimiento de curcumina (Fe,O,@curcumina) y evaluar su

actividad citotoxica en cultivos de células de cancer de mama.




Introduccion

°La curcumina pertenece a la familia
de los curcuminoides, pigmentos
polifendlicos los cuales son el
principal componente de la
Cudrcuma.

°La curcumina es extraida de la raiz
de la planta Cdrcuma (Curcuma
longa) nativa del sur y sureste de
Asia tropical.

°La curcumina es muy poco soluble
en agua.

(Mollaei, 2017)



>e utiliza en:

*Condimentos (curry)

*Tenir telas de amarillo-naranja (Alzate Ceballos, 2012).

ndia:

*Ritos religiosos

*Medicina tradicional (fiebres, artritis, infecciones y ayuda digestiva)

Asimismo, los griegos la utilizaban por sus beneficios para la salud (Gonzalez-Albadalejo, 2015
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Mecanismo propuesto de curcumina
sobre células cancerigenas

*El principal mecanismo de accidn de la curcumina sobre las células cancerigenas, es inducir la

apoptosis; se cree que esto lo puede lograr de tres formas diferentes:

**Vias dependientes de ciclina
**Vias independientes del factor de transcripcién del factor p53

**Vias dependientes del factor de transcripciéon del factor p53

*El factor p53 en manera resumida regula la apoptosis (Choudhuri T, 2005).

°La curcumina genera la inhibicion irreversible de la enzima tiorredoxina reductasa, debido a la union
covalente en el sitio cataliticamente activo de la enzima, llevando a cabo |la apoptosis de las células

cancerigenas (FangJ, 2005).



Cancer de mama

> — 8.8 millones de defunciones por cancer y 571,000
cancer de seno.

er de mama = 16% de todos los canceres femeninos
nundo (OMS, Cancer, 2017).

Aéxico, es la segunda causa de muerte en mujeres de
e 30y 54 anos y desde 2006 constituye la principal

a de muerte por cancer en mujeres (Lopez-Carrillo,
).




Antecedentes

a busqueda en la base de datos ScienceDirect
ulta en 11,750 articulos de investigacion
nzalez-Albadalejo, 2015).

el 2011 se sintetizaron nanoparticulas de

gnetita con curcumina y acido dodecanoico
sorbidos en su exterior, las cuales probaron inhibir
yroliferacion de las células de melanoma humano
MEL-37 (de Souza, 2011).




anoparticulas magnéticas como las de magnetita (Fe;O,) son
mo interés en biomedicina por sus diversas e importantes
ciones:

iInsporte de drogas terapéuticas
jorar la solubilidad de farmacos poco solubles en agua
vdificar la farmacocinética

mentar la vida media del farmaco al reducir la
nunogenicidad

jorar la biodisponibilidad

onsideradas como una buena opcion para ser acarreadoras
'macos ya que también se ha demostrado que las células
mente las absorben por medio de la endocitosis (de Souza,




Justificacion

ratamiento cancer de mama: quimioterapia,
ydioterapia y extirpacion de la mama.

ecuelas o pueden empeorar su calidad de vida.

lanoparticulas de magnetita funcionalizadas
on curcumina (Fe;O0,@curcumina) constituye
n vehiculo ideal para este padecimiento,
endo un sistema biocompatible.




Objetivos

1. Sintetizar nanoparticulas de Fe;0,@curcumina por el método de co-

precipitacion y caracterizarlas por FTIR, TGA, SEM, STEM y DLS.

2. Mejorar la solubilidad de la curcumina utilizando nanoparticulas de

magnetita.

3. Evaluar la actividad citotoxica de las nanoparticulas Fe,O,@curcumina en

cultivos de células de cancer de mama (células MDA-MB-231).



Procedimiento general

Sintetizar nanoparticulas Caracterizar las
de Fe;0,@curcumina por nanoparticulas de
el método de co- p Fe,O0,@curcumina por
precipitacion p  FTIR, TGA, SEM, STEM y
DLS.

Evaluar la actividad citotdxica de las
~nanoparticulas Fe;0,@curcumina

p, en cultivos de células de cancer de
- mama (células MDA-MB-231).



Materiales y Métodos




Sintesis de nanoparticulas de Fe,O,@curcumina

;0.2 M a 1000 rpm durante 30 minutos

, 0.1 M a 1000 rpm durante 30 minutos

;0.2 M + FeCl, 0.1 M a 1000 rpm por 5 minutos - 20 ml de NH,OH
%) — agitacion a 1000 rpm durante 1 hora y media

ipitar magnéticamente

Ir con agua y etanol

ir al horno de vacio a 60°C durante 72 hrs
+ 2Fe3*

Fe2* +80H" o) > Fe;0,(s) + 4H,0

(ac) (ac)

(Portillo Aguilera, 20



4 mg Fe;0, + 65 mg curcumina + 10 ml agua - matraz bola de 50 ml
latraz bola - bafo maria en vaso de precipitado con 250 ml de agua a 40°C
gitacion durante 3 dias a 1000 rpm

recipitar magnéticamente

ecar al horno de vacio a 60°C durante 24 hrs



Caracterizacion

°FTIR
*TGA/DTA
*DLS
*SEM/STEM




Principio Ensayo MTT

*Ensayo colorimétrico que mide la reduccion del Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-
difeniltetrazol (MTT) por la succinato deshidrogenasa mitocondrial.

°El MTT entra a |la mitocondria donde se reduce a formazan, un producto color purpura e
insoluble (Portillo Aguilera, 2014).
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Ensayo MITT

°Linea celular MDA-MB-231

*3 placas de 96 pozos - 1x104 células por pozo - atmdésfera a 37°Ca 5% CO,

*Después de 24 hrs - medio con magnetita, curcumina y nanoparticulas de Fe;O,@curcumina
(0, 2.5, 5, 10, 20, 40, y 80 pg/ml) > cada pozo se llevé a 200 pl

°3 diferentes tiempos: 24, 48 y 72 horas

*Después de cada tiempo - se retira el medio y se lavan las células con 50 ul de PBS - se
tomaron fotografias de cada pozo con un microscopio de contraste de fases con el objetivo 20X

*Se retira el PBS y se agrega 37 ul de una solucion de trabajo [10% MTT (5 mg/ml), suero fetal
bovino 7%, antibiodtico (penicilina/estreptomicina) y el resto de PBS]



* Incubar las células por 3 hrs a oscuras en una atmosfera a 37°C en 5% CO,
*Después se agregd 70 ul de DMSO a cada pozo y se agitaron durante 5 minutos a 475 rpm
*Posteriormente se midio la absorbancia a 550 nm y 620 nm en el espectrofotometro

°La viabilidad celular (%) se calculé con la siguiente formula:

valor control

. valor problema — valor del blanco
% viabilidad celular = X




Resultados




Sintesis de nanoparticulas de Fe,O,@curcumina

*118 mg de nanoparticulas de
Fe;O,@curcumina, lo cual
representa un rendimiento del
91%




Caracterizacion FTIR
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Caracterizacion FTIR
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Caracterizacion FTIR
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Caracterizacion DLS

Particle Size Distribution
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Caracterizacion TGA/DTA




Caracterizacion TGA/DTA




Total curcumina

Caracterizacion TGA/DTA prid s do 18,71

Peak: 623.3 °C, 2365 p)Wimg [

e

FPeak: 16/7.2 ", 1,437 pvimg




Micrografias SEM de

Caracterizacion SEM nanopartioutas do Fe. O,

‘e

SEM HV: 10.0 kV WD: 6.36 mm MAIA3 TESCAN SEM HV: 10.0 kV WD: 6.36 mm
View field: 2.94 pm Det: SE 500 nm View field: 7.10 pm Det: SE 2 pm
SEM MAG: 70.6 kx Date(m/d/ly): 04/03/18 UDLAP SEM MAG: 29.2 kx Date(m/dly): 04/03/18




Micrografias SEM de nanoparticulas

Ca ra Cte rlzaCIén SE I\/l de Fe;O,@curcumina

SEM HV: 10.0 kV WD: 637mm | | | | MAIA3 TESCAN SEMHV:10.0kV  WD: 6.39 mm
View field: 36.2 pm Det: SE View field: 7.60 pm Det: SE
SEM MAG: 5.73 kx Date(m/dly): 04/03/18 UDLAP SEM MAG: 27.3 kx Date(m/dly): 04/03/18




Imagenes STEM de nanoparticulas de Fe;

. Te izquierda) y d rticulas d
Caracterizacion STEM FeOyenraumin (doeeha)

particulas de
+ <20 nm

particulas de
,(@curcumina =~ 40 nm

p
SEM HV: WD: 4.57 mm MAIA3 TESCAN
View field: 2.03 pym Det: Bright 500 nm

SEM MAG: 102 kx Date(m/d/y): 04/10/18 UDLAP

SEM HV: 20.0 kV WD: 4.54 mm | MAIA3 TES

View field: 1.17 pm Det: Bright 200 nm
SEM MAG: 178 kx | Date(m/d/y): 04/10/18 UDLAP




Ensayo MTT

700
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e}
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©
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M 24 Horas
W 48 Horas 100 109.97
W72 Horas 100 97.46

MDA-MB-231

Magnetitaﬁ

10 20 4 8

90.188 89.898 137.718 164.316 97.02
95.747 110.703 92.815 152.346 110.557
163.174 280.317 194.603 324.126 157.46

M 24 Horas mA48 Horas M 72Horas

Curcumina 80
207.049
86.07
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Ceélulas MDA-MB-231 en presencia de diferentes concentraciones de
magnetita@curcumina a las 24 horas




Céelulas MDA-MB-231 en presencia de diferentes concentraciones de
magnetita@curcumina a las 48 horas

.




Céelulas MDA-MB-231 en presencia de diferentes concentraciones de
magnetita@curcumina a las 72 horas

c




Conclusiones

e logro sintetizar magnetita funcionalizada con curcumina.

>e obtuvo un rendimiento de 91% de nanoparticulas de Fe,O,@curcumina.

e caracterizo el material sintetizado por FTIR, DLS, TGA, SEM Y STEM.

e logré mejorar la solubilidad de la curcumina al hacer un sistema de magnetita@curcumina.
Viayor biodisponibilidad de la curcumina.

\ctividad anticancerigena de nanoparticulas de Fe;O,@curcumina sobre la linea celular MDA-MB-



Perspectivas

***Realizar mas controles en los ensayos celulares.

*»*Realizar los ensayos celulares en tiempos mas cortos y quizds cambiando el medio de cultivo.
“*Verificar que factores favorecen la supervivencia de las células en los sistemas tratados
“*Medir que concentracion es la que se internaliza en las células en diferentes tiempos.
***Verificar que otros factores favorecen la muerte celular en nuestros experimentos.

**Realizar un experimento en el IncuCyte para observar en tiempo real como las células
internalizan las particulas, asi como tener resultados cuantitativos de la proliferacion celular.

“*Ver si el material sintetizado es especifico ante las células cancerigenas y si es toxico para
células normales (fibroblastos).
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