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Las nanoparticulas de oro de 20 nm
inhiben la proliferacion e invasion de
células de carcinoma mamario humano
MCF7, in vivo'

Roberto Lazzarini,* Omar Alcantar-Ramirez,** Ricardo Jaime-Cruz,***
Esbeydy Garcia-Monterrubio,** Maria Concepcion Gutiérrez-Ruiz**
y Luis Enrique Gomez-Quiroz**

RESUMEN: El cancer de mama se posiciona como la neoplasia mas comin entre las mujeres a
nivel mundial, haciendo importante la bisqueda de nuevos agentes que actiien contra esta
enfermedad. La nanotecnologia propone el uso de nanomateriales principalmente elaborados
con oro (nanoAu). Ensayos in vitro sobre células tumorales indican que las nanoAu inducen su
captacion, eventualmente se dirigen cerca del nicleo celulary causan su fragmentacion, produ-
ciendo la muerte de las células. Aunque los efectos de las nanoAu in vivo con modelo murino
son prometedores, los altos costos y cuidados especiales de los animales (ratones desnudos)
es un obstaculo para investigar este tema. La membrana corioalantoidea (CAM) del embrion de
pollo es un modelo abordable y econémico que permite imitar las condiciones microambienta-
les de la mayoria de las neoplasias que afectan al hombre. El objetivo de este trabajo fue eva-
luar el efecto sobre la proliferacion e invasion de las células de carcinoma mamario humano
MCF7 en condiciones in vivo de la CAM del embrion de pollo. Nuestros resultados sugieren que
las nanoAu pueden inhibir la proliferacion de las células MCF7 y retrasan su diseminacion sobre
la CAM del embrién de pollo.

PALABRAS CLAVE: nanoparticulas de oro, cancer de mama, xenoimplante, proliferacion celular.

ABSTRACT: Breast cancer ranks as the most common malignancy among women worldwide, so
it becomes important to search for new agents that act against the disease. Nanotechnology
proposes the use of nanomaterials mainly made from gold (nanoAu). In vitro essays on tumor
cells indicate that nanoAu induce uptake, possibly near the target cell nucleus and cause its
fragmentation, resulting in cell death. Although the effects of nanoAu in vivo mouse model are
promising, high costs and special care of animals (nude mice) is an obstacle to investigating this
issue. The chorioallantoic membrane (CAM) of chick embryo is a robust economic model to
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mimic microenvironmental conditions of most tumors that affect humans. The aim of this study
was to evaluate the effect on the proliferation and invasion of human breast carcinoma cells
MCF7 in vivo chick embryo CAM conditions. Our results suggest that nanoAu can inhibit the pro-
liferation of MCF7 cells and delay spread on the chick embryo CAM.

KEYWORDS: gold nanoparticles, breast cancer, xenoimplant, cell proliferation.

Introduccion

El cdncer de mama es considerado un problema de salud publica en el mun-
do, es la neoplasia mds frecuente en las mujeres a nivel mundial, aunque
también puede presentarse en el hombre (Giordano et al., 2004). Las tera-
pias antineoplasicas han demostrado mejorar la supervivencia en pacientes
con cancer de mama, pero también se caracterizan por presentar efectos se-
cundarios potencialmente graves (Diest et al., 2004). Asi, es imprescindible
la busqueda de nuevas terapias que permitan aumentar la esperanza y cali-
dad de vida de las personas con esta enfermedad. La nanotecnologia se posi-
ciona como una opcién, al proponer el suministro de fairmacos con mayor
eficacia contra varios tipos de cdnceres humanos. Las nanoAu desnudas o
asociadas a ligandos, se sugieren como uno de los productos nanotecnolégi-
cos mds aptos como terapia contra el cdncer. Trabajos que han evaluado los
efectos de las nanoAu sobre lineas celulares de las principales neoplasias hu-
manas in vitro indican que las nanoAu son inicialmente endocitadas (Dam
et al., 2012), en el citoplasma celular, incrementan las especies reactivas de
oxigeno (Mateo et al., 2014), se desplazan selectivamente a la periferia del
nucleo celular y producen dafio al material genético, el nucleo pierde estruc-
tura (Dam et al., 2012) y, finalmente, las células cancerosas mueren por
apoptosis (Kang et al., 2010; Selim y Hendi, 2012; Tsai et al., 2012; Chen
etal.,2014). Sin embargo, las evaluaciones de los efectos anticarcinogénicos
de las nanoAu en modelos in vivo, adquieren cada vez mayor relevancia. La
membrana corioalantoidea del embrién de pollo (CAM) es un modelo abor-
dable y econémico que proporciona caracteristicas microambientales muy
similares alos tumores in situ de los humanos (Ossowski y Reich, 1980; Arm-
strong, 1982; Deryugina y Quigley 2008). La inhibicién de la proliferacién
celular durante eventos carcinogénicos es de vital importancia y uno de los
principales objetivos de la lucha contra el cancer, por lo que propusimos eva-
luar el efecto de las nanoAu sobre la proliferacion e invasién de células de
carcinoma mamario humano MCE7 en un modelo in vivo de la CAM del em-
brién de pollo. En este estudio encontramos que las nanoAu disminuyeron
significativamente la proliferacién y relentizaron la invasién de las células de
carcinoma mamario humano MCE7 en condiciones in vivo.
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Materiales y métodos

Modelo de membrana corioalantoidea CAM

Se emplearon huevos fértiles de gallina (Gallus domesticus), libres de patoge-
nos especificos, adquiridos en la granja ALPES S.A. (Tehuacan, Puebla). Se
incubaron a 37.8°C y a 60% de humedad, durante 7 dias hasta obtener em-
briones en estadio 32HH de la clasificacién de Hamburger y Hamilton
(1952). Se hizo una ventana de aproximadamente 1 cm?en los cascarones,
disecamos la membrana del cascaron para exponer la CAM (figura 1A), pos-
teriormente se realizaron xenoimplantes utilizando colonias de células de
carcinoma mamario humano MCF7 crecidas en Matrigel (BD Biosciences,

FIGURA 1. Modelo de membrana corioalantoidea. A y B muestran las diferentes estructuras internas
del embrion de pollo de 7 dias de incubacion. En B, se esquematiza el procedimiento para sembrar
el xenoimplante. C, vista superior representativa de un xenoimplante formado con 1 x 10° células de
carcino mamamario humano MCF7, embebidas en Matrigel™ y adicionadas con 10ul de nanoparticu-
las de oro de 20 nm. Con lineas punteadas se realzaron digitalmente sus bordes. Los vasos sanguineos
se encuentran inmersos en la membrana corioalantoidea (imperceptible en Cy D). D. Aspecto del xe-
noimplante después de cuatro dias de re-incubacion de los huevos. Abreviatura: Vs = vaso sanguineo.
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USA) en presencia o no de nanoAu de 20 nm (figura 1B y C), posteriormente,
se reincubaron los huevos con los xenoimplantes, en las mismas condiciones
iniciales por 4 dias, para finalmente disecar la CAM con los xenoimplantes
(figura 1D).

Cultivo celular, trazado y formacion de tumoraciones para
xenoimplante

Para hacer los xenoimplantes utilizamos la linea celular de carcinoma mama-
rio humano MCF7, las cultivamos en medio DMEM adicionado con 10% de
suero fetal bovino y 1% de antibiético, a 37 °C y atmosfera con 5% CO:. Una
vez alcanzada una confluencia celular del 80%, las células fueron trazadas
con Lysotreaker® Red (LTR) (Invitrogen, USA) por 30 min. Més adelante,
hicimos lavados con bufer de fosfatos, las células se recuperaron de las cajas
de cultivo, se centrifugaron a 3,500 rpm, y se procedi6 a sembrar 1 X 10 cé-
lulas MCF7 en 30 pl de Matrigel™. En 5 xenoimplantes MCF7/Matrigel™ se
adiciono 10 pl de nanoAu de 20 nm [6.59 X 10° nanoAu/mL] (Sigma-Aldrich
No. 753610), se consideré como el grupo de exposicién. El grupo control se
conformé con 5 xenoimplantes de MCF7/Matrigel™. Posteriormente, se co-
locaron los xenoimplantes en CAMs independientes, como se muestra en la
figura 1C.

Inmunodeteccion

Una vez transcurrido el tiempo de exposicién, se disec6 la CAM con los xe-
noimplantes y fueron inmediatamente fijados con una solucién al 4% de for-
maldehido en bufer de fosfatos por 24 h, después, los tejidos se deshidrata-
ron y los incluimos en parafina, se realizaron cortes coronales de 5 pm
mediante micr6tomo (Leica, Alemania), y se montaron en portaobjetos elec-
trocargados. Las muestras se rehidrataron y se hizo recuperacién de antige-
nos con bufer de citratos (BioGenex, USA) en autoclave a 15 lb de presién
por 5 min y, finalmente, se adicioné anticuerpos anti-Ki-67 (ABCam, UK) y
anti-B-catenina (Santacruz, EU) en concentracién 1/200, las muestras se in-
cubaron toda la noche a 4°C. Una vez trascurrido el tiempo de incubacién,
tratamos las muestras con anticuerpo secundario Alexa Fluor 488 anti-rab-
bit (Life Technology, USA) por 1 h a temperatura ambiente, los nucleos celu-
lares se tifieron con ioduro de propidio y/o DAPI (Santacruz, USA) diluidos
1/1000. Por dltimo, las muestras se montaron y se observaron en un micros-
copio confocal LSM 780 NLO (Carl Zeiss, Alemania). Se obtuvieron micro-
fotografias panoramicas compuestas de la CAM/xenoimplante con aumento
de 10X (software, ZEN 2010). Se procesaron microfotografias con aumen-
to 40X de las distintas zonas histolégicas de las muestras.
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Analisis de los datos

Para la cuantificacién de células en proliferacién, se utiliz6 el software Ima-
ge J. Los datos estan representados como promedio, desviacién estdndar, y
se realizo el anélisis de varianza (ANOVA) para comparacion entre grupos.
Los valores de significancia los calculamos por la prueba t de Student con va-
lorp < 0.05.

Resultados y discusion

El modelo de 1a CAM del embrién de pollo nos permitid, de una manera ra-
pida y econdémica, evaluar el efecto de las nanoAu sobre células de carcinoma
mamario humano MCF7 in vivo, como una alternativa al modelo murino, en
el cual, los altos costos en la adquisicién de los ratones nude (nu/nu), la ma-
nutencién, los cuidados, instalaciones especiales que se requieren, asi como
el tiempo de crecimiento tumoral de 4-8 semanas (Fogh et al., 1977), son un
impedimento para su utilizacién. La CAM del embrién de pollo es un mode-
lo utilizado para el estudio de tumores y la metastasis desde principios del si-
glo pasado (Rous y Murphy, 1911). Los embriones de pollo, al presentar de
manera temporal inmunodeficiencia natural, aceptan el trasplante de tejidos
de diversas especies (xenoimplante). La CAM también presenta gran vascu-
larizacién que permite el rapido crecimiento de los xenoimplantes de entre
2y 5 dias después de la implantacién (Fidler, 1975).

Para evidenciar si las nanoAu de 20 nm interfieren en la proliferacién
y/o invasién de las células de carcinoma mamario humano MCF7, en condi-
ciones in vivo, trazamos inicialmente las células MCF7 con Lysotreaker Red,
formamos xenoimplantes con Matrigel™, y les adicionamos o no, nanoAu de
20 nm; procesamos los tejidos para microscopia confocal y rastreamos la dis-
tribucién de las células MCE7 en la CAM, asimismo, cuantificamos la proli-
feracién celular con Ki-67 y mediante -catenina e indagamos la integridad
de la membrana peri-xenoimplante.

Caracteristicas histologicas de la CAM/xenoimplante

Encontramos que en todas las CAM/xenoimplantes del experimento se pre-
sentaron 4 zonas con caracteristicas histoldgicas facilmente diferenciables:
1. La membrana inferior (miC), compuesta de células propias de la CAM, con
caracteristicas endodérmicas y que separan la CAM del vitelo. 2. Una mem-
brana peri-xenoimplante (mpX) formada por envolvimiento de las células de
la membrana inferior de la CAM. 3. La zona propia del xenoimplante (zX).
4. La zona vascular (zV), rica en vasos sanguineos y vasos aéreos. En la figu-
ra 2B se muestra un esquema de las zonas histolégicas que serdn descritas en

este trabajo.
g
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Trazado y distribucion de las células MCF7 en la CAM/xenoimplante

Enla figura 2A mostramos la tincién del trazado de las células MCFE7 in vitro,
se observa la caracteristica tincién puntual color rojo proveniente de los liso-
somas dentro del citoplasma de las células, la tincién roja del LTR no es uni-
forme en todo el citoplasma de las células. La distribucién de las células
MCE?7 trazadas, tanto en los xenoimplantes tratados con nanoAu, como en
los xenoimplantes control, mostré gran cantidad de células MCE7 en la zona
del xenoimplante (zX) (figura 2C y F) como era de esperarse; también las lo-
calizamos en la zona vascular (zV) (figura 2D y G), incluso las rastreamos en
zonas intactas de la CAM (ziC) muy alejadas del sitio original de la siembra
del xenoimplante (figuras 2E y H). El patrén de tincién del LTR no permite

FIGURA 2. Trazado, seguimiento y distribucion histologica de las células de carcinoma mamario hu-
mano MCF7 en los xenoimplantes después de 4 dias de re-incubacion. El trazado celular se realiz6 en
condiciones in vitro, como se muestra en A, la tincion roja en el citoplasma de las células corresponde
a los lisosomas (cabeza de fecha), los niicleos celulares en color cyan. B. Esquema de la zonificacion
histologica que presentaron todos los xenoimplantes del experimento. De C a H, seguimiento de las
células MCF7 trazadas, en todas las zonas histologicas de los xenoimplantes encontramos células
MCF7. Abreviaturas N= Nicleo celular; miC= Membrana inferior de la CAM; mpX= Membrana peri-xe-
noimplante; zV= Zona vascular de la CAM; ziC= Zona intacta de la CAM.

Zona intacta ziC

NanoAu

Control

Fuente: Elaboracion propia.
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contabilizar el numero de células MCF7 en las distintas zonas histolégicas,
sin embargo, estimamos que la presencia de células MCE7 en la zV y la ziC
fue menor en el grupo de xenoimplantes tratados con nanoAu en compara-
ci6én con los de control.

Proliferacion celular

Se determiné el efecto de las nanoAu sobre la capacidad de proliferacién de
las células MCE7 por medio de la inmunodeteccién de Ki-67, marcador am-
pliamente utilizado en el cdncer de mama, al mostrar resultados similares
con el indice mitético y bromodesoxiuridina (Thor et al., 1999). Encontra-
mos un patrén distintivo en los xenoimplantes del grupo control, consisten-
te en un “cinturén” de células MCF7 proliferantes, en la zX (figura 3A y Al).
Por el contrario, en los xenoimplantes del grupo tratado con nanoAu, ese ca-
racter fue menos evidente (figura 3B y B1). El “cintur6n” de células en proli-
feracién observado en el grupo control, lo encontramos en la porcién infe-
rior del xenoimplante, en vecindad con la miC; sin embargo, ésta no se
encontraba presente (figura 3A). Por otro lado, el vitelo del embrién de pollo
es rico en nutrientes, pues proporciona los requerimientos necesarios para el
crecimiento constante del embrién (Armstrong, 1982). Es probable que las
células MCF7 de los xenoimplantes sin tratamiento, causaran la desintegra-
cién de la membrana basal entre las células de la miC, propiciando asi, su
desaparicién. La pérdida de la miC permiti6 acceso directo a la gran cantidad
de nutrientes del vitelo, lo cual podria favorecer la proliferacién de las célu-
las MCF7; en contraparte, el grupo de xenoimplantes tratados con nanoAu,
la miC, no sufri6 cambios en su estructura (figura 3B).

Posteriormente, cuantificamos la proliferacién celular global entre
ambos grupos del experimento; encontramos en el grupo de xenoimplantes
tratados con nanoAu, una disminucién significativa del 39.49%, de las cé-
lulas en proliferacién en comparacién con los xenoimplantes control (figura
3A, By C). También, comparamos la proliferacién en la luz de los vasos san-
guineos y encontramos que, en los xenoimplantes del grupo con tratamiento
de nanoAu, el namero de células en proliferacién disminuy6 en 5 veces com-
parandolo con el grupo control (figura 3C1). Generalmente, se considera que
la proliferacién celular tiene relacién con la evolucién clinica del cidncer de
mama; asi, el incremento de la actividad proliferativa se correlaciona fuerte-
mente con mal pronéstico (Diest et al., 2004). Por lo tanto, uno de los
grandes retos en el combate de esta enfermedad es bajar el indice de prolife-
racién. Nuestros datos muestran que las nanoAu lograron bajar la prolifera-
cién en alrededor del 40% en comparacién con los xenoimplantes sin trata-
miento, incluso pudimos evidenciar que en los xenoimplantes tratados con
nanoAu se registr6é también una menor actividad proliferante que pudiera
provenir de células MCF7 que invadieron la vasculatura, desafortunada-
mente por microscopia confocal no fue posible identificar el trazador LTR en
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FIGURA 3. Proliferacion celular. Ay B microfotografias panoramicas compuestas de xenoimplantes con
inmunodeteccion de Ki-67. En A xenoimplante control, se observa un prominente “cinturén” de células
MCF7 en proliferacion dentro de la zona del xenoimplante (cabeza de flechas), también hay abundante
proliferacion celular en la zona vascular; la membrana inferior de la CAM, esta ausente (*). B, xenoim-
plante con tratamiento de nanoAu, el “cinturon” proliferante es menos evidente; la proliferacion de
la zona vascular también es menor en comparacion con A. A1y B1, magnificacion del “cinturén proli-
ferante”. A2 y B2, magnificacion de vasos sanguineo, mostrando células MCF7 en proliferacion. En C,
grafica que muestra disminucion en la proliferacion en los xenoimplantes con tratamiento de nanoAu.
C1, grafica de la proliferacion en la vasculatura de los xenoimplantes.
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Fuente: Elaboracion propia.

la luz vascular, debido, en parte, a que los eritrocitos emiten alta autoflores-
cencia al ser excitados con la linea laser que utilizamos para visualizar LTR;
sin embargo, en muestras tefiidas por la técnica de hematoxilina-eosina
(HE), identificamos en la luz vascular células con forma redonda y el nicleo
central, estas caracteristicas no son propias de los eritrocitos de las aves (fi-
gura 1 de datos suplementarios).

Pérdida de continuidad de la membrana peri-xenoimplante

Derivado de observaciones de cortes histolégicos tefiidos por la técnica HE,
observamos en algunas preparaciones, la aparente presencia de “puntos de
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FIGURA 1 DE DATOS SUPLEMENTARIOS. Corte coronal de un xenoimplante del grupo control. Tincion de
hematoxilina-eosina. A y A1, luz vascular de un xenoimplante, se observan algunas células redondas
de escaso citoplasmay con un gran niicleo central (cabezas de flecha en A1), mismas que contrastan
con las caracteristicas propias de los eritrocitos de las aves. Abundante citoplasma aplanado y nicleo
difuso (flecha azul en A1)

Fuente: Elaboracion propia.

fuga” enla mpX, lo que permitiria el paso de las células MCE7 entre la zX y la
zV (datos no mostrados); dado lo anterior, hicimos inmunodeteccién de
[-catenina para visualizar la estabilidad de las uniones entre las células que
integran la mpX. Encontramos en los xenoimplantes del grupo control, gran-
des areas con desintegracion de la mpX (figura 4A), incluso en algunos xe-
noimplantes, no fue posible distinguir el limite entre la zX de la zV, pensa-
mos que la desintegracién de la mpX permiti6 la invasién rdpida y constante
de las células MCF7 hacia la zV. Por el contrario en los xenoimplantes trata-
dos con nanoAu, encontramos mayor integridad de la mpX; no obstante, evi-
denciamos segmentos de la mpX donde las células perdian las uniones entre
ellas, a pesar de que atn se observa expresion cortical de -catenina, sugi-
riendo que la formacién de los “puntos de fuga” se debe a la pérdida de la
membrana basal de las células de la mpX. En el momento que las células de
la mpX perdieron su basamento, se alejaron unas de otras y permitieron la
invasién de las células MCF7 hacia la zV de manera paulatina (figura 4B y
B1). A pesar de la presencia de los “puntos de fuga”, la contencién de las cé-
lulas MCF7 dentro de la zX fue mayor en el grupo tratado con nanoAu que en
los xenoimplantes control (comparar 3A con 3B, zX), informacién que puede
estar relacionada con la disminucién del conteo global de la proliferaciéon de
los xenoimplantes tratados con nanoAu, pues es probable que la invasién
lenta desde la zX hacia la zZV impactara en la cuantificacién baja de la prolife-
racién, ya que, por otro lado, la rdpida invasion de las células MCF7 ala zV de
los xenoimplantes sin tratamiento tuvo mejores condiciones microambien-
tales para la proliferacién. Se conoce que la invasién local de los tumores
in situ depende de la degradacién de las proteinas de las membranas basales,
como coldgeno tipo IV o Vy protedlisis del coldgeno intersticial tipo I, IT o ITI
presente en el tejido conjuntivo que rodea los tumores, la familia de las
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FIGURA 4. Pérdida de continuidad de la membrana peri-xenoimplante. En A y B microfotografias pa-
noramicas compuestas con inmunodeteccion de B-catenina de los xenoimplantes control y con tra-
tamiento de nanoAu, respectivamente (se omitio la tincion nuclear). A, se observan evidentes areas
con desintegracion la mpX (cabezas de flecha). B1 magnificacién de un “punto de fuga” de un xenoim-
plante con tratamiento de nanoAu, las células de la mpX han perdido su basamento y comienzan a
separarse unas de otras; permitiendo que las células MCF-7 trazadas invadan la zV rica en nutrientes
(flechas cortas). B2 magnificacién de una zona de la mpX del mismo xenoimplante, donde aun sus
células no han perdido su membrana basal; la compartimentacion entre la zX y la zV es evidente.
Tinciones: nicleos celulares = cyan; B-catenina = amarillo; células MCF-7 trazadas = rojo. Abreviaturas:
mpX = membrana peri-xenoimplante; zV= zona vascular; zX = zona del xenoimplante.

Control NanoAu

200 um

20um

Fuente: Elaboracion propia.

metalopeptidasas (MMP) son las responsables de este proceso, incluso se les
considera como las principales mediadoras en las alteraciones observadas en
el microambiente tumoral durante la progresion del cdncer (Rucci et al.,
2011). Los niveles de expresion de las MMP estan relacionados con la con-
ducta invasora de los tumores (Vizoso et al., 2007); a pesar de que en nues-
tro estudio no indagamos el papel de las MMP, es conocido que las células
MCE?7 tienen alta expresién de la MMP-7, de la cual se puede utilizar su pa-
trén de expresién para calcular la probabilidad de metéstasis en el cancer de
mama (Jinga et al., 2006). En nuestro experimento fue posible observar dos
comportamientos distintos en la desintegracién de la mpX, incluso en algu-
nos xenoimplantes sin tratamiento, la desintegracién de la mpX fue total; en
contraparte, en los xenoimplantes con nanoAu, la desintegracién de la mpX
se restringié a los “puntos de fuga”, por lo que es probable que en las nanoAu,
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al disminuir la proliferacién de las células MCF7, su poblacién fuera menor,
retrasando de esta forma la invasién. También las nanoAu podrian haber in-
terferido en la sintesis y/o liberacién de las MMP-7 en condiciones in vivo y
en conjunto retrasaron la degradacién de la mpX.

Conclusiones

En este trabajo mostramos que las nanoAu de 20nm son capaces de inhibir
la proliferacién asi como retrasar la invasién de las células de carcinoma ma-
mario humano MCF7 en un modelo tumoral in vivo.
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