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Resumen

El cancer de pulmén es una de las principales causas de muerte por cancer en todo el mundo. Aunque la
eficacia de los tratamientos actuales es implacablemente parcial, las tasas de mortalidad siguen siendo
elevadas. Asi pues, la nanotecnologia a través de la nanomedicina es una herramienta prometedora en
distintos campos de las ciencias de la vida para el tratamiento de diversas enfermedades. En este sentido,
se sintetizaron nanoparticulas de oro (AuNPs) como nanoparticulas anticancerigenas bioldgicamente activas
mediante el método de sintesis verde, simple y respetuoso con el medio ambiente utilizando polifenoles de
cascaras de xoconostle (Xo) y se caracterizaron mediante analisis de difraccion de rayos X (XRD) que revelo
la naturaleza cristalina de las AuNPs. Las medidas de microscopia electronica de transmision (TEM)
mostraron que las AuNPs biosintetizadas de Xo eran principalmente esféricas con un tamafio medio de 5-
100 nm, el analisis de dispersiéon dinamica de la luz (DLS) indicé que las AuNPs tenian un tamafio de 100
nm. Tras la caracterizacion de las Xo-AuNPs, se evalud su potencial citotoxico frente a lineas celulares de
cancer de pulmén (A549) y de fibroblastos NIH3T3 empleando ensayos MTT y LDH. El ensayo MTT reveld
que las AuNPs producen toxicidad en funcion de la dosis contra el crecimiento de las células A549 e indico
la naturaleza no téxica de las Xo-AuNPs para las células de fibroblastos NIH3T3 a 500 pg/mL. Estos
resultados indican que las Xo-AuNPs son agentes estabilizadores apropiados y poseen potentes efectos
antiproliferativos contra A549. Por lo tanto, las Xo-AuNPs dopados de polifenoles los cuales potencializan sus
actividades antiproliferativas, podrian ser portadores prometedores de farmacos y una estrategia terapéutica
contra el cancer.

Abstract

Cancer is one of the leading causes of cancer deaths worldwide. Although the efficiency of current treatments
is relentlessly partial, mortality rates are still high. Thus, nanotechnology through nanomedicine is a promising
tool for different fields of life sciences for the treatment of various diseases. In this regard, gold nanoparticles
(AuNPs) as anticancer biologically active nanoparticles were synthesized through the green, simple and
environmentally friendly synthesis method using polyphenols from xoconostle (Xo) husks they were
characterized by X-ray diffraction (XRD) analysis revealed the crystalline nature of AuNPs, by Fourier-
transform infrared (FTIR) spectroscopy for determining the functional groups responsible for reducing gold
ions and capping AuNPs, Transmission electron microscopy (TEM) measurements showed that the
biosynthesized Xo-AuNPs were mainly spherical with an average size of 5-100 nm, and dynamic light
scattering (DLS) analysis indicated that AuNPs had an approximate size around 100 nm. After the
characterization of these synthesized AuNPs, their cytotoxic potential was evaluated against lung cancer cell
lines (A549) and NIH3T3 fibroblast cells line employing MTT and LDH tests. MTT assay revealed that AUNPs
produce toxicity based on the dose-dependent against A549 cells growth and indicated the non-toxic nature
of AuNPs for NIH3T3 fibroblast cells at 500 ug/mL. These results point out that the Xo-AuNPs are apposite
stabilizing agents and possess potent antiproliferative effects against A549 cell lines. Therefore, polyphenol-
doped Xo-AuNPs, which enhance their antiproliferative activities, could be promising drug carriers and a
therapeutic strategy against cancer.
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Introduccion

En la actualidad, el cancer sigue siendo una grave amenaza para la salud publica, con tasas de mortalidad
en aumento tanto en los paises desarrollados como en los paises en desarrollo, con 9,6 millones de muertes
por cancer y 18,1 millones de nuevos casos en todo el mundo en 2018 (Bray et al., 2018; Datkhile et al.,
2021). Sin embargo, para 2027 se estima que la tasa de mortalidad aumentara en un 70%, causada
principalmente por el cancer de mama, prostata, pulmén y colorrectal. Entre los principales tipos de cancer,
el cancer de pulmoén (CP) contribuye a una cuarta parte de las tasas de mortalidad por cancer, y también
tiene una tasa de supervivencia de solo el 17,8% (Zhang et al., 2019). El CP se considera la principal causa
de muerte en todo el mundo, afectando tanto a hombres como a mujeres por ser uno de los canceres mas
letales y extendidos (Momchilova et al., 2022; B. Sun et al., 2019), caracterizado por dos tipos principales de
cancer de pulmén, siendo el mas comun el CP de células no pequefias de crecimiento lento. Mientras que el
CP de células pequefias es mas agresivo y menos frecuente (Knox, 2021; Momchilova et al., 2022). En este
sentido, recientemente la aplicacion de la nanotecnologia en nanomedicina busca revolucionar los materiales
y técnicas para el diagnostico y tratamiento del cancer, ya que la nanotecnologia tiene la capacidad de
aumentar la selectividad y aumentar el efecto de los tratamientos para atacar y estimular la muerte de las
células cancerosas minimizando los efectos secundarios en las células sanas (Gmeiner & Ghosh, 2014;
Lorenzo-Anota et al., 2021). Por otro lado, diversos estudios indican que las plantas poseen metabolitos
secundarios tales como alcaloides, esteroides, y compuestos fitoquimicos (flavonoides). Estos ultimos actdan
como agentes reductores y convierten las sales metalicas en nanoparticulas metalicas (Singh et al., 2021).
Ademas, ejercen actividades bioldgicas y ayudan a prevenir diversas enfermedades como la osteoporosis,
diabetes mellitus, cancer, enfermedades cardiovasculares y neurogenerativas (Abbas et al., 2017). Por lo
tanto, los frutos de C. imbricate poseen compuestos bioactivos como acidos fendlicos, acido cafeoil tartarico,
acido 5-5'-dehidrodiferulico, flavonoides como sinensetina, catequina, dihidroquercetina, quercetina,
delfinidina y algunos taninos, que han demostrado ejercen capacidades antioxidantes (Coutifio-Laguna et al.,
2022). De manera que pueden ejercer propiedades medicinales y mecanismos de accién para combatir
enfermedades como la diabetes y el cancer (Balandran-Quintana et al., 2019).

Introduction

Today, cancer remains a serious public health threat, with mortality rates rising in both developed and
developing countries, with 9.6 million cancer deaths and 18.1 million new cases worldwide in 2018 (Bray et
al., 2018; Datkhile et al., 2021). However, by 2027, the mortality rate is estimated to increase by 70%, caused
mainly by breast, prostate, lung and colorectal cancer. Among the major cancer types, lung cancer (LC)
contributes to a quarter of cancer mortality rates, and also has a survival rate of only 17.8% (Zhang et al.,
2019). LC is considered the leading cause of death worldwide, affecting both men and women as one of the
most lethal and widespread cancers (Momchilova et al., 2022; Sun et al., 2019), characterized by two main
types of lung cancer, the most common being slow-growing non-small cell LC. While small cell LC is more
aggressive and less frequent (Knox, 2021; Momchilova et al., 2022). In this sense, recently the application of
nanotechnology in nanomedicine seeks to revolutionize materials and techniques for the diagnosis and
treatment of cancer, as nanotechnology has the ability to increase the selectivity and enhance the effect of
treatments to target and stimulate the death of cancer cells while minimising side effects on healthy cells
(Gmeiner & Ghosh, 2014; Lorenzo-Anota et al., 2021). On the other hand, several studies indicate that plants
possess secondary metabolites such as alkaloids, steroids, and phytochemical compounds (flavonoids). The
latter act as reducing agents and convert metal salts into metal nanoparticles (Singh et al., 2021). In addition,
they exert biological activities and help prevent various diseases such as osteoporosis, diabetes mellitus,
cancer, cardiovascular and neurogenerative diseases (Abbas et al., 2017). Therefore, the fruits of C. imbricate
possess bioactive compounds such as phenolic acids, caffeoyl tartaric acid, 5-5-dehydrodiferulic acid,
flavonoids such as sinensetin, catechin, dihydroquercetin, quercetin, delphinidin and some tannins, which
have been shown to exert antioxidant capacities (Coutifio-Laguna et al., 2022). Thus, they may exert medicinal
properties and mechanisms of action to combat diseases such as diabetes and cancer (Balandran-Quintana
etal., 2019).
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Materiales y métodos

Los frutos de Xoconostle Cylindropuntia imbricata (Haw.) F.M. Knuth (Xo) fueron colectados en el poblado
«El Garambullo» ubicado a la latitud: 25°03'46.0 «N, longitud: -101°29'27.9 »W, y altitud: 2050 msnm. La
obtencién del extracto y fraccion rica en polifenoles a partir de cascaras de Xo se realizé de acuerdo con el
método descrito en estudios previos utilizando el equipo de extraccion asistida por ultrasonido-microondas
(UMAE) (Coutifio-Laguna et al., 2022). La sintesis de las AuNPs utilizando extracto de C. imbricata se derivo
por reduccion de Au®* a Au® utilizando solucién de HAuCls de 1 mM de Hidrégeno tetracloroaurato (I1)
trihidrato (HAuCl4.3H20) segun la metodologia descrita por Mukherjee et al., 2012. Las caracterizaciones de
las Xo-AuNPs se realizaron con la ayuda de diferentes técnicas nanotecnoldgicas. La fase cristalina y la
composicion de las AuNPs sintetizadas se midieron mediante analisis de difraccion de rayos X (DRX), la
deteccion de enlaces covalentes de posibles grupos funcionales de biomoléculas de cascara se examiné
mediante espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (FTIR), el tamafio y el diametro dinamico de
las nanoparticulas mediante tecnologia de dispersion dinamica de luz (DLS). Por ultimo, se utilizé microscopia
electrénica de transmision (TEM) para determinar el tamafio y la morfologia de las Xo-AuNPs. Tras la
caracterizacion de las AuNPs sintetizadas, se evalud su potencial citotoxico frente a lineas celulares de
cancer de pulmoén (A549) y fibroblastos NIH3T3 mediante ensayos MTT (Datkhile et al., 2021) y LDH
(Gurunathan et al., 2014).

Materials and methods

Xoconostle Cylindropuntia imbricata (Haw.) F.M. Knuth fruits (Xo) were collected at the “El Garambullo” town
located at latitude: 25°03'46.0"N, longitude: -101°29'27.9"W, and altitude: 2050 masl. The extract and
polyphenols rich fraction obtention from Xo husks were carried out according to the method described in
previous studies using the equipment Ultrasound—Microwave assisted extraction (UMAE) (Coutifio-Laguna et
al., 2022). The synthesis of the AuNPs using C. imbricata extract was derived by reduction of Au®* to Au®
using HAuCl4 solution of 1 mM Hydrogen tetrachloroaurate (lll) trihydrate (HAuCI4.3H20) according to the
methodology described by Mukherjee et al., 2012. Therefore, Characterizations of Xo-AuNPs were done with
the help of different nanotechnology techniques. The crystalline phase and composition of synthesized AuNPs
were measured by X-ray diffraction (XRD) analysis, Detection of covalent bonds of possible functional groups
from husks biomolecules were examined by Fourier-transform infrared (FTIR) spectroscopy, Size and dynamic
diameter of the nanoparticles using dynamic light scattering (DLS) technology. Finally, Transmission electron
microscopy (TEM) was used to determine the size, and morphology of Xo-AuNPs. Following, characterization
of these synthesized AuNPs, their cytotoxic potential against lung cancer cell lines (A549) and NIH3T3
fibroblasts was evaluated using MTT assay (Datkhile et al., 2021) and LDH assays (Gurunathan et al., 2014).

Resultados y discusion

Las nanoparticulas de oro (AuNPs) sintetizadas mediante el método de sintesis verde utilizando polifenoles
de cascaras de xoconostle (Xo) demostraron que pueden actuar como agentes reductores para la conversion
de iones Au®* en Au®, debido a la presencia de O-H en los polifenoles, esos electrones se transfieren a Au®*
y se reducen a Au® (Doan et al., 2020; Latha et al., 2019). La caracterizacion de las Xo-AuNPs mediante el
analisis XRD revelé la naturaleza cristalina de las AuNPs mediante picos predominantes en el patrén de
difraccion XRD, caracteristicos en angulos 2 0 de 38°, 44°,64°y 77°, que pueden correlacionarse y que estan
indexados en los planos tipicos de reflexion de Braggde XRDen (111),(200),(220)y (3 1 1)y reflejados
con el archivo de datos estandar (ICDD PDF no 004-0784) (Ver Fig. 1a). El FTIR revelo espectros de las Xo-
AuNPs (Fig. 1b) observando bandas anchas centradas en 3380-3100 cm™ que se asignan a las vibraciones
de estiramiento de los grupos O-H de alcaloides, lignanos, esteroides y principalmente a flavonoides,
presentados en los polifenoles de la cascara (Doan et al., 2020). El tamafio y la forma de las nanoparticulas
se confirmaron mediante analisis TEM (Fig. 1c), que demuestran que las Xo-AuNPs tienen forma esférica y
son casi monodispersas, aunque en algunos casos se aprecia una pequefia agregacion, y sus tamarfios
medios son de ~50-100 nm, resultados que concuerdan con las diferentes familias de planos cristalograficos
(111), (200), (220) y (311) de la estructura cubica pura centrada en la cara del oro (Latha et al., 2019). Los
diferentes tamafios hidrodinamicos de las AuNPs medidos por DLS y TEM indicaron que las AuNPs
sintetizadas con polifenoles de las cascara de Xo podian estar rodeadas por una densa capa de polifenoles
como: quercetina, kaempferol, acido elagico, epicatequina, y otros. Estos compuestos juegan un papel
importante en la separacion de las AuNPs, evitando la coagulacion y aglomeracion para mantenerlas estables
en suspensioén coloidal y obteniendo posibles formas esféricas (Doan et al., 2020; Mukherjee et al., 2012),
debid probablemente a la envoltura de polifenoles (De Matteis et al., 2021). Finalmente, El ICso de las Xo-
AuNPs necesario para inhibir el crecimiento de las células A549 tras 24 h de exposicion fue de 439 pg/mL
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para las Xo-AuNPs y se observé una inhibicion maxima del crecimiento (~50-60 %) de las células A549.
Curiosamente, se observé que las células NIH3T3 tratadas con Xo-AuNPs no mostraban efectos citotdxicos
significativos que redujeran la viabilidad celular a concentraciones de 62.5-500 pg/mL. Sin embargo, las
nanoparticulas exhibieron un efecto citotoxico a la concentracion mas alta (1000 pg/mL) para Xo-AuNPs, lo
que sugiere que las AuNPs sintetizadas poseen propiedades biocompatibles para la entrega de polifenoles
(Gurunathan et al., 2014; B. Sun et al., 2019), y son inductores selectivos de muerte celular solo en células
cancerosas (Ahn et al., 2018; B. Sun et al., 2019). Al causar efectos citotéxicos como la disminucién de la
funcion mitocondrial y la liberacion de lactato deshidrogenasa (LDH) (Botha et al., 2019; Siva et al., 2021).
Estos resultados indican que las Xo-AuNPs son agentes estabilizadores apropiados y poseen potentes
efectos antiproliferativos contra las lineas celulares A549.

Results and Discussion

Gold nanoparticles (AuNPs) synthesized by green synthesis method using polyphenols from xoconostle (Xo)
shells showed that they can act as reducing agents for the conversion of Au®* ions to Au®, due to the presence
of O-H in the polyphenols, those electrons are transferred to Au®* and reduced to Au® (Doan et al., 2020; Latha
et al., 2019). Characterization of Xo-AuNPs by (XRD) analysis revealed the crystalline nature of AuNPs by
predominant peaks in the XRD diffraction pattern, characteristic at 2 6 angles of 38°, 44°, 64° and 77°, which
can be correlated and which are indexed in the typical XRD Bragg reflection planesat (111 1), (200), (22
20)and (3 1 1) and mirrored with the standard data file (ICDD PDF no 004-0784) (See Fig. 1a). FTIR revealed
spectra of the Xo-AuNPs (Fig. 1b) observing broad bands centred at 3380-3100 cm™ that are assigned to the
stretching vibrations of the O-H groups of alkaloids, lignans, steroids and mainly flavonoids, present in the
shell polyphenols (Doan et al., 2020). The size and shape of the nanoparticles were confirmed by TEM
analysis (Fig. 1c), which show that the Xo-AuNPs are spherical in shape and almost monodisperse, although
in some cases a small aggregation is visible, and their average sizes are ~50-100 nm, results that agree with
the different crystallographic plane families (111), (200), (220) and (311) of the pure cubic structure centred
on the gold face (Latha et al., 2019). The different hydrodynamic sizes of AuUNPs measured by DLS (Fig. 1d)
and TEM indicated that the AuNPs synthesized with Xo shell could be surrounded by a dense layer of
polyphenols such as: quercetin, kaempferol, ellagic acid, epicatechin, and others. These compounds play an
important role in the separation of AuNPs, preventing coagulation and agglomeration to keep them stable in
colloidal suspension and obtaining possible spherical shapes (Doan et al., 2020; Mukherjee et al., 2012),
probably due to the polyphenol envelope (De Matteis et al., 2021). Finally, The ICso of Xo-AuNPs required to
inhibit A549 cell growth after 24 h of exposure was 439 ug/mL for Xo-AuNPs and a maximum growth inhibition
(~50-60 %) of A549 cells was observed (Fig. 1e). Interestingly, it was observed that NIH3T3 cells treated with
Xo-AuNPs did not show significant cytotoxic effects that reduced cell viability at concentrations of 62.5-500
pg/mL. However, the nanoparticles exhibited a cytotoxic effect at the highest concentration (1000 pug/mL) for
both Xo-AuNPs, suggesting that the synthesized AuNPs possess biocompatible properties for polyphenol
delivery (Gurunathan et al., 2014; Sun et al., 2019), and are selective inducers of cell death only in cancer
cells (Ahn et al., 2018; B. Sun et al., 2019). By causing cytotoxic effects such as decreased mitochondrial
function and lactate dehydrogenase (LDH) release (Botha et al., 2019; Siva et al., 2021). These results indicate
that Xo-AuNPs are suitable stabilizing agents and possess potent anti-proliferative effects against A549 cell
lines.
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Figura 1. a) Patrén de difraccion de rayos X de las AuNPs sintetizadas con polifenoles obtenidos de Xo; b) FT-IR PRF obtenido de los extractos de
cdscara de Xo antes de la sintesis, y espectros FT-IR de las Xo-AuNPs; c) Andlisis TEM de las Xo-AuNPs; d) Histograma de distribucién de tamarios de
las Xo-AuNPs obtenidos a partir de las distribuciones de didmetros DLS; e) Efecto de las Xo-AuNPs sintetizadas sobre la viabilidad celular de las
células humanas de cdncer de pulmén A549 y de las células NIH3T3.

Figure 1. a) X-ray diffraction pattern of synthesized AuNPs with polyphenols obtained from Xo; b) FT-IR PRF obtained from Xo husk extracts before
the synthesis, and FT-IR spectra of Xo-AuNPs; c) TEM analysis of Xo-AuNPs; d) Size distribution histogram of Xo-AuNPs obtained from DLS diameter
distributions; e) Effect of synthesized Xo-AuNPs on cell viability of A549 human lung cancer cells and NIH3T3 cells.

Conclusiones

Las Xo-AuNPs sintetizadas poseen formas esférica de pequefio tamafio, rodeadas por una capa visible de
polifenoles. En consecuencia, se corrobora que las Xo-AuNPs sintetizadas indujeron citotoxicidad en células
A549, demostrando que las AuNPs penetraron a través de la membrana celular y causaron cambios
ultraestructurales como efecto citotdxico por la liberacion de la enzima LDH desde el citoplasma celular al
medio de cultivo resultando en dafio de la membrana y lisis celulares, pero sin causar dafio citotdxico
significativo en células NIH3T3. Por lo tanto, estos resultados indican que las Xo-AuNPs son agentes
estabilizadores apropiados y poseen potentes efectos antiproliferativos contra las lineas celulares A549.

Conclusions

The synthesized Xo-AuNPs possess small spherical shapes, surrounded by a visible layer of polyphenols.
Consequently, this research corroborates that the synthesized Xo-AuNPs induced cytotoxicity in A549 cells,
demonstrating that the AuNPs penetrated through the cell membrane and caused ultrastructural changes as
a cytotoxic effect by the release of the LDH enzyme from the cell cytoplasm into the culture medium resulting
in cell membrane damage and cell lysis, but without causing significant cytotoxic damage in NIH3T3 cells.
Therefore, these results indicate that Xo-AuNPs are suitable stabilizing agents and possess potent anti-
proliferative effects against A549 cell lines.
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