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RESUMEN

En la actualidad existen mdultiples tratamientos contra el cancer, entre los que se encuentran los
farmacos alquilantes como el cisplatino. Sin embargo, las investigaciones actualmente se enfocan en
la busqueda de nuevos tratamientos con compuestos menos dafiinos para el paciente. En el presente
trabajo se sintetizaron materiales nanoestructurados de Cu/TiO2 los cuales son mas efectivos que los
farmacos convencionales en el tratamiento del cancer, ya que se obtienen nanoparticulas entre 5y 10
nm, las cuales son capaces cruzar las diferentes barreras celulares y llegar a su DNA destruyéndolo.
Se usaron diferentes precursores de Cobre para preparar los nanobiocatalizadores para optimizar el
mejor quimioterapico. Todos degradan el DNA pero a diferente velocidad, tienen un diametro de poro
de 1 a 20 nm y se presenta la cinética de degradacion en funcion del tiempo, siendo el CuCl, el mas
rapido seguido del Cu(NH4)2Cla.
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ABSTRACT

At present there are many treatments for cancer, including alkylating agents such as cisplatin are.
However, research now focuses on finding new treatments with less harmful compounds to the patient.
In this paper nanostructured materials Cu/TiO2 which are more effective than conventional drugs in the
treatment of cancer, since nanoparticles are obtained between 5 and 10 nm were synthesized, which
are able to cross the different cell barriers and destroying their DNA. Different copper precursors used
to prepare the nanobiocatalizadores to optimize the best chemoteherapeutic. All degrade DNA but at
different rates, have a pore diameter of 1 to 20 nm and the degradation kinetics occurs fastest in CuCl»
and followed by Cu(NHa4)2Cla.

Key words: nanobiocatalizadores cupper/titania, DNA.
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INTRODUCCION

En los Ultimos afios con la aplicacion de la nanotecnologia ha habido un rapido desarrollo en la industria
y la medicina, debido a que los nanomateriales poseen distintas propiedades funcionales, ademas que
estan acondicionados para dirigirse a blancos terapéuticos especificos (Magsood et al., 2014).

El cancer constituye mas de 100 tipos de enfermedades con diferente epidemiologia y factores de
riesgo (Stratton et al., 2009). En México en 2013, el cancer fue la tercera causa de muerte y se estima
gue cada afo se detectan 128,000 casos nuevos (SSA; 2013). Actualmente el papel del DNA en el
control de las funciones vitales celulares se convierte en una excelente diana para el tratamiento contra
el cancer, siendo una alternativa para el tratamiento de esta enfermedad (L6pez T et al., 2013).

La FDA ha aprobado el uso de diversos medicamentos nanoparticulados para el cancer entre ellos el
Abraxane® (paclitaxel) (Ping y Rusell, 2013), Doxil® (doxorubicin) entre otros, ademas de estar en
etapas clinicas y subclinicas otros principios activos usando la nanotecnologia (Engelberth et al., 2014).
En México se ha desarrollado una nueva forma de tratar el cAncer usando nanobiocatalizadores Sol-
gel (Lépez et al., 2008., Lopez et al., 2010 y Lépez et al., 2013) cogelados con diversos complejos
metalicos de platino y Cobre al mismo tiempo que la titania.

Estudios reportan que nanoparticulas con complejos de diferentes metales, entre ellos el Cobre Il (Cu
II) son capaces de degradar el DNA afectando las funciones vitales de las células cancerosas (Lopez
T et al., 2010). En este trabajo se realiz6 un estudio in vitro de la degradacién de DNA con diversas
nanoparticulas de titania dopadas con varios precursores de Cobre a diferentes concentraciones.

METODOLOGIA

Espectroscopia de UV-Vis de liquidos

Se realizaron suspensiones de 5, 10 y 20 mg de las nanoparticulas y precursores de Cobre en 25 mL
de etanol y agua destilada, se dejaron reposar por 15 minutos, se filtraron 3 mL de la suspensién con
membranas de polipropileno de 0.22 pm y se realiz6 un escaneo de 200 a 800 nm en el
espectrofotbmetro 2008 SA13 (Scinco® Co.LTD) y el espectrofotometro DU730 (BeckmanCoulter®)
utilizando celdas de cuarzo de oscuras (Beckman Coulter®) de 1 cm y como blanco etanol absoluto o
agua destilada, los datos obtenidos se analizaron con el software Lab Pro Plus®.

Analisis de fisisorcion de nitrégeno (BET)

Se pesaron entre 200 y 400 mg de solamente las nanoparticulas y TiO2 en celdas del equipo de
desgasificacion con filtro para el pretratamiento de la muestra en las siguientes condiciones: 50° C a
alto vacio por 48 horas. Se coloc6 N; liquido en el aparato y las celdas en los puertos del equipo BET
PREP II® Vac y BEL SORP Il mini® (BEL Japan®.inc) de fisisiorcion de nitrdgeno. Se colocaron los
parametros en el software BelSorp Mini® con las siguientes condiciones de corrida temperatura de 77
K con presion relativa de 0.01-0.99 P/P,. 1os datos se tratan con el software BEL MASTER®.

Extraccion de DNA

Se tomaron muestras de sangre periférica a 2 adultos sanos en tubos con EDTA, la extracciéon de DNA
se realizé con el Kit Wizard® Genomic DNA Extraction (Promega®) siguiendo las especificaciones del
proveedor, para la cuantificacion de DNA se utiliz6 un biofotémetro de la marca Eppendorf, haciendo
soluciones con 5 puL de DNA y 45 pL de agua libre de nucleasas, leyéndolo a 260 y 280 nm y haciendo
la correccion por dilucion. Para determinar la integridad del DNA extraido se realizé una electroforesis
en gel de agarosa al 1% afiadiendo 5 pL de DNA y 1 uL de buffer de carga 6X a 120 V por 60 minutos,
pasado ese tiempo, el gel se colocé en bromuro de etidio por 15 minutos y se revel6 en el
transiluminador Gel Doc XR (Bio-Rad®) con el software Quantity-One®.
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Degradacion de DNA in vitro

Se realizaron suspensiones de 50 ug/uL de nanoparticulas y titania en agua libre de nucleasas, se
tomaron 20 UL de esta suspensién y se le afladieron a 20 pL de DNA a una concentracion de 20 ug/uL.
Se tomaron 2 pL de esta suspension a los 0, 20, 40, 60, 180, 480 y 1440 minutos, a cada tiempo se
realizd un gel de agarosa al 1% con las siguientes condiciones de corrida: 120 V por 60 minutos,
después de este tiempo, el gel se tifio en bromuro de etidio por 15 minutos y se reveldé en el
transiluminador Gel Doc XR (Bio-Rad®) con el Software Quantity-One®.

RESULTADOS Y DISCUSION

Espectroscopia de UV-Vis

Se encontré el pico caracteristico del TiO2 ¢» 380 nm al igual que la transicibn comudn del atomo de
Cobre entre 280 y 290 nm para cada nanoparticula, ademas que se conservan los picos de absorcion
de los precursores en todas las concentraciones de las nanoestructuras (Figura 1 y Figura 2).

Analisis de fisisorcion de nitrégeno (BET)

El tamafio de poro de las nanoparticulas dopadas aumenta solo en la nanoparticula de CuCl; al 10%,
en las demés disminuye a un tamafo entre 2 y 5 nm (Tabla 1), ademas los isotermas de adsorcion
muestran que los hanocompuestos entran en la clasificacion IV asociada a materiales mesoporosos.

Extraccion y degradacion de DNA in vitro

La degradacion de DNA (Figura 3) se empieza a observar desde los 15 minutos de incubacién con las
nanoparticulas de CuCl; en los 3 porcentajes utilizados (Fig. 3 carriles 8, 9 y 10), degradando
completamente el DNA a los 180 minutos. Las nanoestructuras de Cu(NH.).Cls (Fig. 3 carriles 2, 3y 4)
comienzan a degradar el DNA a partir de los 30 minutos de iniciada la reaccion y finaliza a los 540
minutos. Por otro lado, las nanoparticulas de Cu(Oac), (Fig. 3 carriles 5, 6 y 7) y Cu(acac). (Fig. 3
carriles 11, 12 y 13) degradan el DNA a partir de los 180 minutos y finalizan a los 720 minutos. La Unica
nanoestrutura que no degrado el DNA después de los 1440 minutos de tratamiento fue la nanoparticula
de Cu(acac)2/TiO2 al 5% (Fig. 3 carril 12), sin embargo después de 48 horas del inicio del tratamiento
ya habia degradado todo el DNA. El control de DNA permanecio integro durante todo el tratamiento
(Fig 3. carril 1), el control de TiO2 tampoco degrado el material genético durante las 24 horas del
proceso (Fig. 3 carril 14), mientras que el cis-Pt lo degrado por completo a los 360 minutos (Fig. 3 carril
15). Lakshmipraba et al., en 2013 reportan pruebas con polimeros de complejos de Cobre con una
disminucion de la intensidad de fluorescencia en DNA y RNA a diferentes tiempos de tratamiento. Por
otro lado Lopez et al., en 2010 publicaron pruebas de nanoparticulas de TiO2 y SiO, con complejos de
acido cloroplatinico (H2PtCls) en donde los complejos empezaron a degradar el DNA a partir de los 30
min y a los 3600 min ya se habia degradado el DNA. La variacion de los resultados puede deberse a
gue se utilizaron suspensiones saturadas de nanoparticulas de 200 pug/uL mientras que en esta
investigacion se utilizaron concentraciones de 50 pg/uL, ademas que la concentracion de DNA fue
menor (1.28 pg/pL).
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Tabla 1. Datos BET de las nanoparticulas con complejo de Cobre
a las diferentes concentraciones 2.5, 5y 10 % comparadas con TiO2 REF

Muestra Area BET (m?%g" Volumen del Promedio del
D) poro Vm didametro del
(cm3(stp)g™ poro (nm)
Cu(NHa4)2Cl4/TiO2 563 129 2
2.5%
Cu(NH,)2Cl4/TiO2 5% 220 50 3
Cu(NH4)2Cl4/TiO2 10% 148 34 5
Cu(0ac),/Ti02 2.5% 433 99 3
Cu(Oac)./TiO2 5% 468 107 2
Cu(Oac),/TiO2 10% 551 126 2
CuCl2/TiO2 2.5% 378 87 3
CuCl,/TiO25% 327 75 5
CuCly/TiO2 10% 212 49 6
Cu(acac),/TiO2 2.5% 426 98 2
Cu(acac)./Ti025% 294 69 3
Cu(acac)./Ti0210% 460 106 3
TiO2 303 69 6
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Figura 1. Espectros de UV-Vis de liquidos de las nanoparticulas dopadas con complejos de Cobre
usando como medio etanol. a) Cu(NH4)2Cl4/ TiO2, b) CuCl,/ TiO2,

¢) Cu(Oac)./TiO02,d) Cu(acac)./ TiO2 al 2.5, 5y 10 % comparadas con TiO2 MP

y materia prima de cada compuesto de Cobre.

880



AT\

Revista Tendencias en Docencia e Investigacién en Quimica

Congreso
Internacional de

Docencia e
Ano 2015 Investigacion en
Azcapotzalco Quimica
Cu(Oac), MP
a) ] Cu(NH,),CI, ——CunH oM b)2: Cu(Oac), 5™
—Tio, 2

14 —— Cu(NH,),C1,TTiO, 5% g:zg:z;zgzgt :oz %

13 Cu(NH,),CI,TTI0, 5% - b it A

2] Cu(NH,),CITiO, 10% 401 WBac, Ty 10%

154

[}
- o
e g
(0] ©
2
: g
[7]
3 2
Ed <

T T T T T T 1
200 300 400 500 800 700 800
Longuitud de onda (nm)
——CuCl,MP
c) - CuCl, —To,
CuCI/TiO, 2.5%
——CuCiTio, 5%
CuCI,Tio, 10%
©
©
c
©
Fel
2
o
7]
Fel
<
T T T T T 1
200 300 400 500 600 700 800

Figura 2. Espectros de UV-Vis de las nanoparticulas Cobre-TiO2 usando como medio agua.
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Figura 3. Geles de agarosa al 1% Degradacion de DNA con nanopatrticulas de
titania-Cobre. Carril 1: DNA control; carriles 2, 3y 4: Cu(NH4)2Cl4/TiO2 al 2.5, 5y 10%
respectivamente; carriles 5, 6 y 7: Cu(Oac)»/TiO2 al 2.5, 5 y 10% respectivamente;
carriles 8, 9y 10: CuCl,/TiO2 al 2.5, 5y 10% respectivamente; carriles 11, 12 y 13:
Cu(acac)./TiO2 al 2.5, 5y 10% respectivamente; carril 14: TiO2; carril 15: cis-Pt

CONCLUSIONES

Las nanoestructuras de TiO2 dopadas con los precursores de Cobre liberan al compuesto de Cobre
tanto en medio acuoso como en medio con etanol segin lo mostrado en los espectros de UV-Vis, por
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otro lado, las nanoparticulas analizadas entran en la clasificacion IV de isotermas de
adsorcion/desorcion en las cuales el tamafio del poro esta entre 1 y 20 nm de didmetro.

Las nanoparticulas de CuCl/TiO2 son las que degradan mas rapido el DNA. Seguido de las
nanomateriales de Cu(NH.).Cls/TiO2. El cis-Pt degrada el DNA hasta 24 horas después de iniciado el
tratamiento, mientras que el TiO2 y la nanoparticula de Cu(acac)./TiO2 al 5% no degradaron DNA en
el tiempo estudiado.

Por lo que las nanoestructuras de Cu/TiO2 representan una opcion en el tratamiento de células con
cancer.
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