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ABSTRACT: Oral cancer, one of the main causes of mortality worldwide, is commonly treated with
chemoradiotherapy. However, these therapies have limitations. Recent research focuses on the
use of nanoparticles like MgO and ZnO to improve treatment and to evaluate the nanocytotoxic
effect of MgO and ZnO nanoparticles on lymphoblastic-origin cancer cells. Lymphoblastic-origin
primary culture cancer cells characterized by immunohistochemistry (IHC) were used, and nano-
cytotoxicity tests were performed using MgO and ZnO nanoparticles at concentrations ranging
from 0 to 1.33 mg/mL. Cell viability was measured using the MTT assay by UV-Vis. Statistical
analysis was carried out using the t-student test and ANOVA (p < 0.05). Histopathological analy-
ses confirmed the presence of oral lymphoblastic neoplastic lesions with specific characteristics,
positive for cyclin D1 and negative for CD3. The results showed slight toxicity at the maximum
dose for both nanoparticles (80% for MgO and 94% for Zn0O) with statistically significant dose-
dependent reduction (p < 0.05). MgO and ZnO nanoparticles have a slight cytotoxic effect on
lymphoblastic cancer cells, so it is necessary to develop more effective chemotherapeutic treat-
ments based on nanoparticles in combination with antitumor agents to confirm this hypothesis.
KEYWORDS: oral cancer, nanoparticles, anti-tumor, dose-response.

RESUMEN: El cancer oral, una de las principales causas de mortalidad a nivel mundial, se trata
cominmente con quimiorradioterapia. No obstante, estas terapias tienen limitaciones. Investi-
gaciones recientes se enfocan en el uso de nanoparticulas (NPs) como MgO y ZnO para mejorar
el tratamiento. Y, para evaluar el efecto citotoxico de NPs de MgO y ZnO en células cancerigenas
de origen linfoblastico, se utilizaron células cancerigenas de cultivo primario de origen linfo-
blastico caracterizadas por inmunohistoquimica (HIC) y se realizaron pruebas de citotoxicidad
utilizando NPs de MgO y ZnO en concentraciones de 0 a 1.33 mg/mL. La viabilidad celular se
midio mediante el ensayo MTT por UV-Vis. El analisis estadistico fue mediante la prueba de t-
student y ANOVA (p < 0.05). Los analisis histopatoldgicos confirmaron la presencia de lesiones
neoplasicas linfoblasticas orales con caracteristicas especificas, positivo a ciclina D1y negativo
a CD3. Los resultados mostraron ligera toxicidad a la maxima dosis para ambas NPs (80% MgO
y 94% Zn0) reduccion estadisticamente significativa (p < 0.05) dosis-dependiente. Las NPs de
MgO y ZnO tienen un ligero efecto citotdxico en células cancerosas linfoblasticas, por lo cual es
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necesario desarrollar tratamientos quimioterapéuticos mas efectivos basados en nanoparticu-
las en combinacion con agentes antitumorales para confirmar esta hipoétesis.
PALABRAS CLAVE: nanoparticulas, cancer oral, anti-tumor, dosis-respuesta.

Introduccion

El cancer contintia siendo un significativo problema de salud publica y una de
las principales causas de mortalidad y morbilidad a nivel mundial. En Estados
Unidos, se proyecta para el afio 2023 un registro de aproximadamente
1,958,310 nuevos casos de cancer y 609,820 fallecimientos debido a esta en-
fermedad (Siegel et al., 2023). Las neoplasias hematol6gicas ocupan el tercer
lugar en incidencia, después de los canceres de pulmén y mama. En México,
el cdncer es la novena causa de muerte, siendo los linfomas, las leucemias y
los mielomas los tipos mas comunes, representando el 10% de todos los diag-
noésticos de cancer (Alsahafi et al., 2019; Song et al., 2022).

En los dltimos tiempos, la nanotecnologia ha ganado cada vez mas im-
portancia en el diagnéstico y tratamiento del cdncer, con el objetivo de me-
jorar la calidad de vida de los pacientes. Este campo ha experimentado un sig-
nificativo avance, con la aprobacién de mdas de 50 farmacos, basados en
nanotecnologia, por la Administracién de Alimentos y Medicamentos de Es-
tados Unidos (FDA). Estos farmacos han demostrado su potencial para me-
jorar la eficacia del tratamiento del cancer y reducir al minimo los efectos se-
cundarios (Song et al., 2022). Las neoplasias malignas de cabeza y cuello son
tradicionalmente tratadas mediante cirugia, radioterapia o una combinacién
de ambas, dependiendo del tamafio, tipo y ubicacién del tumor (Taneja et al.,
2021; Yang et al., 2021; Li et al., 2008). En afios recientes, las nanoparticulas
(NPs) han recibido una atencién creciente debido a sus caracteristicas tinicas
y prometedoras.

Las terapias convencionales para el cancer oral, como la cirugia, radiote-
rapia y quimioterapia, han sido pilares en el tratamiento durante afios. Sin
embargo, presentan limitaciones haciéndolas menos idéneas para este pro-
posito. El tratamiento intensivo del cancer puede generar efectos tdxicos en
las células normales, y la mucosa oral es particularmente vulnerable debido
a su rapida renovacion celular (Keefe et al., 2007; Lalla et al., 2011). Tanto la
quimioterapia como la radioterapia pueden impactar directa e indirecta-
mente en la cavidad oral, debido a factores como la alta tasa de renovacién
celular, la compleja microflora y el trauma asociado con la funcién oral. Estos
tratamientos pueden desencadenar complicaciones orales reflejando los
efectos en todo el sistema gastrointestinal.

La nanotecnologia ha emergido como una herramienta innovadora en
este campo, superando las restricciones de las terapias convencionales. La li-
teratura cientifica actual ha demostrado que diversas NPs, tanto organicas
como inorganicas, se han empleado como vehiculos o acarreadores para li-
berar farmacos en diversos tipos de cdncer, incluyendo el carcinoma de cé-
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lulas escamosas en lengua y cabeza y cuello, entre otros. Estos estudios han
indicado que medicamentos como cisplatino, 5-fluoracilo, metotrexato,
doxorrubicina, entre otros, al ser recubiertos con nanopolimeros ofrecen re-
sultados superiores en comparacién con las drogas convencionales para el
tratamiento del cdncer de interés (Yang et al., 2021; Li et al., 2008).

Las NPs y los nanoacarreadores (NCs) son prometedores para inhibir el
crecimiento de células cancerosas al inducir la formacién de especies reac-
tivas de oxigeno (ROS) y activar rutas de apoptosis. Esto los convierte en una
opcidn atractiva en el tratamiento del cancer y ha llevado a investigaciones
adicionales. Evaluar sus propiedades y mecanismos en condiciones de labo-
ratorio es crucial antes de su uso clinico. Junto con la nanomedicina, estos
tratamientos aprovechan nanomateriales inorganicos como NPs ZnO y NPs
MgO, demostrando selectividad citotéxica e induccién de ROS. Los NCs re-
ducen células cancerosas viables, afectando su morfologia y expresiéon de
proteinas tumorales (Garcia-Contreras et al., 2014; Behzadi et al., 2018;
Mendoza-Martinez et al., 2023). Sin embargo, la literatura sobre estudios re-
lacionados con estos nanoacarreadores es limitada, lo cual resalta la nece-
sidad de mds investigacién para comprender completamente su potencial en
la terapia contra el cancer.

El objetivo de la presente investigacidn fue el de evaluar el efecto citoté-
xico de las NPs de MgO y ZnO en contacto con las células cancerigenas de
origen linfobldstico en un modelo de cultivo celular primario y proponer el
mecanismo celular de la muerte celular de la interaccién célula con las NPs.

Materiales y métodos

Caracterizacion NPs ZnO y MgO

Las NPs de ZnO [ £ 50 nm, peso molecular (g/mol): 81.39, Sigma-Aldrich] y
MgO [ £ 50 nm, peso molecular (g/mol): 40.31, Sigma-Aldrich] en polvo co-
merciales se caracterizaron por difraccién de rayos X (DRX) para verificar su
estructura cristalina con los patrones de difraccién establecidos en las cartas
cristalogréficas correspondientes a estos materiales.

Los patrones de difraccién de rayos X para todas las muestras sinteti-
zadas se obtuvieron usando un equipo D2 Phaser (Bruker, Billerica, MA,
EUA), con barridos en el rango 28 de 20° a 80° e incrementos de 0.02°, con
una fuente de radiacién CuKal (A = 0.15405 nm) a 30 kV, 20 mA. Las mues-
tras se usaron en forma de polvos.

Subcultivo celular

Las células fueron aisladas, cultivadas y caracterizadas como se reporté por
Mendoza-Martinez et al. (2023), en una investigacién previa del grupo de in-
vestigacién. El protocolo de aislamiento celular, registrado bajo el nimero
CE_16 004_SN, fue aprobado por el comité de bioética. Esta aprobacién ga-
rantiza el cumplimiento de las leyes nacionales de salud y la Declaracién de
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Helsinki, incluyendo los procedimientos de consentimiento informado obte-
nidos antes del procedimiento de extraccién. Se obtuvieron las células canceri-
genas de origen linfobldstico del stock del banco del Laboratorio de Investiga-
cién Interdisciplinaria (LII) dela ENES Unidad Leén, UNAM. Se descongelaron
y se subcultivaron en un plato para cultivo celular de 10 cm con medio de cul-
tivo MEM suplementado (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), el cual contenia
10% de suero fetal bovino (SFB, Sigma-Aldrich), 1% antibiético (penicilina G y
estreptomicina, 100,000 UI/mL 100 mg/mL, Penstrep, Sigma-Aldrich), 1% de
aminodcido (L-Glutamina, Sigma-Aldrich). Se dejé 15 dias en la incubadora
realizando un cambio de medio cada 48 horas para el mantenimiento de la via-
bilidad y confluencia celulares del 90%.

Ensayo de citotoxicidad

Las células fueron subcultivadas, con una divisién celular 9-12, en placas de
96 pocillos a una densidad celular de 1 x 10° células/mL por exclusién de azul
de tripano (Sigma-Aldrich) en un microscopio invertido de contraste de fa-
ses (Leica, Wetzlar, Germany) durante 48 horas para lograr un adhesién y
confluencia celular. Las NPs de ZnO y MgO fueron expuestas a radiacién ul-
travioleta (253.7 nm, 52 pW/cm? Germicidal T8, General Electric, Lynn,
Massachusetts, USA), durante 30 minutos para su esterilizacion. Las NPs de
ZnO y MgO fueron suspendidas en medio de cultivo MEM e inoculadas en
las células de forma independiente con una dosis de 0 a 1.33 mg/mL (Men-
doza-Martinez et al., 2023). La viabilidad celular se evalué con bromuro de
3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolio (MTT, Sigma-Aldrich), el cual
se incubd con las células durante 7 horas. Después de la incubacion, el for-
mazan producido se disolvié con dimetilsulféxido (DMSO, Karal, Le6n, Gua-
najuato, México), y la absorbancia a 570 nm se midié utilizando un lector de
espectrofotometria de microplacas (Multiskan Go, Thermo-scientific, Hel-
sinki, Finlandia). La citotoxicidad se evalué de acuerdo con la norma ISO
10993-5:2009.

Analisis estadistico

Los datos se analizaron mediante el cdlculo de la media, desviacién estandar
y porcentaje. Posteriormente, se sometieron a pruebas de normalidad de
Shapiro-Wilk y pruebas de t-student y ANOVA. La significacién se establecié
conun p £ 0.05.

Resultados

Caracterizacion estructural de las NPs ZnO y MgO

La figura 1 muestra los patrones de difraccién de las NPs de ZnO y MgO. El
difractograma obtenido para MgO presenta a los dngulos 20 a 36.80°,
42.85°, 62.23°, 74.56° y 78.52° y los planos corresponde a las reflexiones
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(111), (200), (220), (311) y (222), respectivamente. Todos estos datos co-
rresponden a la carta cristalografica N°00-045-0946 de la JCPDS de una fase
periclasa, la cual es tipica para materiales a base de magnesio. Para el caso del
difractograma de ZnO se observan los siguientes dngulos en 26: 31°, 34°,
36°, 48°, 56°, 63° y 68°, los planos correspondientes a estos dngulos son:
(100), (002), (101), (102), (103) y (112), respectivamente. Estos patrones de
difraccién corresponden a una estructura cristalina Wurtzita de acuerdo con
la carta cristalografica N°36-1451.

FIGURA 1. Patrones de difraccion de las NPs de MgO y ZnO.
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Los picos caracteristicos corresponden a las fases periclasa y Wurtzita, respectivamente, segln las
cartas cristalograficas JCPDS N°00-045-0946 y N°36-1451.
Fuente: Elaboracion de los autores.

Ensayo de citotoxicidad

La figura 2 muestra la actividad citotdxica en cultivo con células cancerigenas
de origen linfoblastico con una reduccién estadisticamente significativa (p <
0.05) dosis-dependiente en contacto con NPs ZnO y MgO (viabilidad a 1.33
mg/mL = 80 + 3.3% y 73 + 3.5%, respectivamente) en comparacién con el
grupo control y con una ligera citotoxicidad (50-75%) a la dosis méaxima y sin
diferencia significativa entre NPs ZnO y MgO en las mismas concentraciones.

Discusion

El uso de NPs de 6xidos metalicos ha sido estudiado anteriormente (Kumar
et al., 2015; DeLong et al., 2019; Singh et al., 2020;), especialmente las de
ZnO, en el tratamiento de varios tipos de cincer, como el cervical, de mama,
de pulmén y de cabeza y cuello, con resultados prometedores. No obstante,
se destaca la escasez de estudios con exploracién en el uso de nanoparticulas
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FIGURA 2. Actividad citotoxica de las NPs ZnO y MgO en cultivo con células cancerigenas de origen
linfoblastico.
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Las células se inocularon a una densidad 1 x 10° células/mL las cuales se pusieron en contacto con las
NPs de 0-1.33 mg/mL durante 24 horas. Después de la incubacion, se determind el nimero relativo
de células viables mediante el ensayo MTT. Cada valor representa la media + desviacion estandar de
ensayos triplicados (n = 9), prueba t-student (NPs ZnO y Mg0), ANOVA (Control, NPs ZnO y Mg0), MTT
= Bromuro de tetrazolio 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolio; NPs ZnO = nanoparticulas de
oxido de zinc; NPs MgO = nanoparticulas de 6xido de magnesio.

Fuente: Elaboracion de los autores.

de ZnO como nanoacarreadores de firmacos antineoplasicos y evaluando su
eficacia. De manera similar, Deng et al. (2021) llevaron a cabo un estudio en
esferoides tumorales tratados con doxorrubicina conjugada con NPs de Zn y
Cuy encontraron ser los conjugados de antineoplasicos con NPs de Zn signi-
ficativamente maés citotéxicos a una concentracién de 0.01 mg/mL (10 pg/
mL).

Mientras tanto, se ha observado (Chia et al., 2015) una disminucién de
la viabilidad celular a dosis de 6.12 y 12.5 pg/mL en cultivo celular 2D utili-
zando NPs impregnadas con platino, mostrando citotoxicidad significativa a
partir de una dosis mayor a 0.25 mg/mL (250 pg/mL), indicando diferencias
en la efectividad de las dos formulaciones de NPs. En otro estudio (Franke et
al., 2018), la administracién de cisplatino a través de NPs resulté en una in-
duccioén significativa de dafio al ADN a dosis bajas (0.015 mg/mL), contras-
tando con nuestros hallazgos, los cuales mostraron un efecto citotéxico a
una concentracién mayor de 0.03 mg/mlL, resaltando la importancia de com-
prender los matices de las diferentes formulaciones de nanoparticulas-far-
macos para lograr los resultados terapéuticos deseados. Mendoza-Martinez
et al. reportaron en 2023 el uso de nanoportadores de NPs de ZnO y MgO en
combinacién con agentes antineoplasicos como el 5-fluorouracilo y el cispla-
tino en cultivos 3D de esferoides de células cancerigenas. Observaron una
reduccién en la viabilidad celular y una disminucién en la actividad tumoral
en los esferoides de células cancerigenas de origen linfoide.

Se ha reportado que las NPs de ZnO y MgO reducen significativamente
la viabilidad de células cancerigenas mediante el mecanismo de apoptosis
por la via intrinseca, también conocida como la via mitocondrial (figura 3),
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(Wong et al., 2011; Carneiro et al., 2020; Kashyap et al., 2021), el cual es un
mecanismo celular complejo y altamente regulado activindose en respuesta
a sefiales de estrés intracelular tales como dafio al ADN, estrés en el reticulo
endoplasmico (RER), o la falta de factores de crecimiento (Xu et al., 2019).
Este proceso comienza con la deteccién de estrés celular, el cual desencadena
cambios en el equilibrio de las proteinas de la familia BCL-2 en la membrana
mitocondrial. Estas proteinas son clave en la regulacién de la apoptosis y son
sintetizadas en la célula a través del proceso de expresién génica que invo-
lucra la transcripcién y traduccién del gen BCL2 (Rautureau et al., 2010;
Goldar et al., 2015).

FIGURA 3. Internalizacion celular de las NPs de ZnO y MgO y muerte celular.
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Se ilustra la via de internalizacion en células tumorales a través de la via endocitica, y el destino
intracelular de los iones de Zn* y/o Mg?* liberados, con consecuencia en la integridad del ADN y de
la actividad mitocondrial. El nicleo celular, muestra dafio en el ADN, correlacionandose con las alte-
raciones en el ciclo celular asociadas con el cancer; ademas, la liberacion de iones de zinc y magnesio
de las NPs perturban la homeostasis idnica y junto con el dafio al ADN y el aumento de especies reac-
tivas de oxigeno (ROS), se activa la proteina p53. Esta activacion conduce a la expresion de proteinas
pro-apoptodticas como Bax y Bak. Se destacan los sitios de produccion de ROS en las mitocondrias
induciendo a estrés oxidativo inducido por las NPs y la liberacion de citocromo C, dando paso a la
formacion del apoptosoma, como resultado de la activacion de la caspasa-9y la formacion de cuerpos
apoptoticos, lo cual indica el proceso de muerte celular programada en accion. Por Gltimo, se visualiza
la ruptura de la membrana celular y la degradacion del citoesqueleto, como las etapas finales de la
apoptosis.

Fuente: Elaboracion de los autores.

Cuando se activan las proteinas pro-apoptéticas de la familia Bcl-2,
como Bax, Bak y Bid, estas translocan la membrana mitocondrial y pueden
formar poros o alterar su permeabilidad, llevando a la liberacién de factores
pro-apoptéticos desde el espacio intermembrana mitocondrial al citosol. El
citocromo c es el més significativo de estos factores, y una vez liberado en el
citosol, se une a Apaf-1 en presencia de ATP o dATP. Esta unién induce a
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Apaf-1 a oligomerizar y formar el apoptosoma, un complejo que sirve como
plataforma para la activacién de la caspasa-9. La caspasa-9, al activarse, pro-
cesa las caspasas ejecutoras, como la caspasa-3 y la caspasa-7, que son res-
ponsables de desencadenar la serie de eventos bioquimicos y morfoldgicos
los cuales caracterizan la apoptosis, incluyendo la fragmentacién del ADN y
la formacién de cuerpos apoptéticos (Kiraz et al., 2016; Rautureau et al.,
2010). Este proceso esta regulado por varios puntos de control, incluyendo
las proteinas inhibidoras de la apoptosis (IAP) y factores de supervivencia
que pueden modular la actividad de las proteinas BCL-2 y la integridad de la
membrana mitocondrial. La funcién de BCL-2 es inhibir la apoptosis y man-
tener la integridad de la membrana mitocondrial, previniendo la liberacién
de citocromo c y otros factores pro-apoptéticos. Las proteinas BCL-2, esen-
ciales en células del sistema inmunitario como los linfocitos, también se en-
cuentran en otras células que experimentan alto estrés o renovacién. La ex-
presién de BCL2 es inducida por factores de crecimiento y citoquinas a través
de rutas de sefializacién como la via PI3K/AKT y la via RAS/RAF/MEK/ERK,
asi como por la activaciéon transcripcional dependiente de NF-kB. La traduc-
cién de BCL-2 puede ocurrir tanto en el citosol como en el RER, y lalocaliza-
cién subcelular de la proteina BCL-2 puede variar, encontrdndose en la mem-
branamitocondrialexterna, el RERylamembrananuclear (Mohammadinejad
etal., 2019). La regulacién de la actividad de BCL-2 y su expresién es critica,
pues las alteraciones pueden llevar a patologias como el cancer, donde la re-
sistencia a la apoptosis representa un problema clinico significativo. Por
ende, BCL-2 es un importante objetivo terapéutico para tratar ciertos tipos
de cancer y enfermedades donde la regulacién de la apoptosis es funda-
mental. La formacién del apoptosoma, si bien estd vinculada con la funcién
mitocondrial, ocurre en el citosol y no en la mitocondria, convirtiendo la li-
beracién de citocromo c en un enlace crucial entre el estrés celular y la acti-
vacién de la maquinaria apoptética citosoélica.

El equilibrio entre la supervivencia y la muerte celular es esencial para el
desarrollo de los organismos. Sin embargo, su alteracién conduce a enferme-
dades, incluyendo el cancer. La muerte celular programada, en particular la
apoptosis, observada por primera vez en el desarrollo de sapos en la década
de 1840, es fundamental en este equilibrio. La apoptosis tiene dos vias prin-
cipales: la extrinseca, iniciada a través de receptores de muerte, y la intrin-
seca o mitocondrial, la cual involucra una interaccién compleja entre las pro-
teinas proapoptéticas y antiapoptéticas de la familia BCL-2. Las células
cancerosas evaden la apoptosis utilizando proteinas anti-apoptéticas BCL-2.
Este proceso es regulado finamente por varios mecanismos en las células
cancerigenas. Un regulador clave es el supresor tumoral p53, conocido como
el guardidn del genoma, el cual juega un papel crucial en la prevencién de la tu-
morogénesis e inhibicién del progreso del cancer (Hao et al., 2023), funciona
como un factor de transcripcién y un inductor de apoptosis. Sin embargo, la
activacion inapropiada de pS3 puede causar anomalias en el desarrollo y en-
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fermedades como las ribosomopatias. El papel de p53 en la apoptosis ha sido
extensamente estudiado, con investigaciones recientes descubriendo nuevos
genes objetivo de p53 los cuales mejoran la interaccién entre p53 y BCL-XL
en las mitocondrias, aumentando la apoptosis (Marei et al., 2021).

Conclusiones

Las nanoparticulas de ZnO y MgO muestran un gran potencial en el trata-
miento del cdncer cuando se combinan con agentes antineoplasicos, sugi-
riendo asi una terapia primaria contra la mayoria de los tumores malignos.
Un punto crucial para considerar en relacién con los nanotransportadores es
su capacidad de internalizacién en las células cancerosas a través de la endo-
citosis. Por lo tanto, numerosos informes destacan la eficacia de las NPs in-
orgéanicas como vehiculos de agentes anticancerigenos, y estdn impulsando
la investigacién hacia el futuro de la nanomedicina.
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