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RESUMEN




En los ultimos afos se han reportado diversos trabajos en todo el Mundo, en los cuales se ha
demostrado que la Nano medicina es una aplicaciéon de la Nanotecnologia para la prevencién y
tratamiento de patologias con gran impacto en la poblacién mundial y es una de las vertientes mas
prometedoras en la Ciencia y Tecnologia.

Diversos trabajos, han reportado resultados con potencial citotéxico, proponiendo la elaboracion
de nanoparticulas con diferentes métodos y materiales, todos ellos con el propédsito de ofrecer una
mejor y mayor esperanza de vida, en personas que estan siendo afectadas por enfermedades
mortales, tal como es el caso del Cancer.

El cdncer es la principal causa de muerte tanto en México como en el Mundo; por lo que se han
buscado diversas formas, en las que sea posible eliminar o disminuir a las células cancerosas. La
Etnomedicina es una ciencia, multidisciplinaria que ha traido consigo un intercambio cultural y de
conocimiento que incluye el empleo de plantas con propiedades bioldgicas, como por ejemplo la
capacidad antitumoral; ademas, que éstas presentan una menor toxicidad y mejor eficacia para el
tratamiento del cancer, comparado con algunos otros farmacos.

Se ha elegido, Kalanchoe perteneciente a la familia Crasulaceae, ya que en México se utiliza para
tratar el cdncer de una manera tradicional.

En este trabajo, fueron estudiadas diferentes fracciones que se obtuvieron del extracto
acuoetanolico del Kalanchoe daigremontiana o también conocido como Aranto, (previamente se
obtuvieron resultados satisfactorios) de acuerdo con una polaridad decreciente, con la finalidad de
evaluar el posible efecto citotdxico en alguna de ellas.

El método que se utilizd para obtener diferentes fracciones a partir del extracto acuoetanolico del
Aranto, fue la Técnica por Cromatografia Preparativa.

La linea celular que se utilizd, fue la de cdncer de mama MDA-MB-231 y se realizaron ensayos de
viabilidad (ensayo MTT) en las células de cancer de mama, los cuales indicaron que la fraccion 3 del
extracto, tuvo el mejor efecto citotéxico comparada con los controles y las otras fracciones, fue el
procesado con etanol/ agua en una proporcién 3:1, obteniendo un valor ICso de 69.37 pg/ml al
tiempo de 24 h.

Se realizaron ensayos de viabilidad, en células normales en linea celular de epitelio mamario
MCF10A; en el que también tuvo un efecto citotdxico positivo, teniendo un valor de ICso de 105.6
pg/ml para el tiempo de 24h. Por lo que se decidi6 realizar la nanoencapsulacion, por el método de
secado por aspersion (spray dryer), debido a las ventajas que ofrece en el tamafio y morfologia que
presenta la nanocapsula al final del proceso, y su presentacién como producto final siendo polvos.

También, se realizd la caracterizacién de la Fraccidn, por técnicas quimicas; UV-Vis, FTIR, y por
Técnicas cromatograficas de HPLC.



Posteriormente, se realizaron 5 formulaciones para obtener nanocapsulas como sigue:

1. Nanocdpsulas de PLGA (NPPLGA), esta formulacién funciona como control, Unicamente es
el polimero nanoencapsulado.

Nanocapsulas de Extracto Crudo de Aranto (NPEC).

Nanocdapsulas de Fraccidn obtenida del Extracto Crudo de Aranto (NPF).

Nanocdapsulas de Paclitaxel o también conocido como Taxol (NPT).

Nanocdapsulas de Bufalin (NPB).

vk wnN

Una vez que se obtuvieron las nanocdpsulas, se realizaron las pruebas pertinentes a la
caracterizacién, para determinar su tamafo, morfologia (por SEM) y carga superficial (Potencial Z).

Nuevamente se realizaron ensayos de viabilidad usando las dos lineas celulares, cabe mencionar
gue para el caso de NPF se obtuvieron resultados muy buenos; para los ensayos con la linea MDA-
MB-231, su ICso fue de 37.92 pug/ml y para MCF10A el valor de ICso fue de 582.5 pug/ml lo cual nos
indica que no hubo muerte celular significativa, todos los ensayos fueron hechos por triplicado.

Por ultimo se determiné la eficiencia de encapsulacion y el tiempo de liberacion In vitro para cada
una de la nanocépsulas, por el modelo matematico propuesto por los autores (Hai Wang, 2011)

Estos resultados podrian ser prometedores para trabajos a futuro, ya que seria importante conocer
de forma mas detallada, cual es la causa por la cual estas nanocdpsulas estan siendo selectivas entre
una linea celular y otra. De esta forma podrian proponerse nuevas formulaciones farmacéuticas en
el drea de nano medicina y una buena alternativa para combatir diferentes tipos de enfermedades.






In recent years they have reported various jobs around the world, which have shown that Nano
medicine is an application of nanotechnology to the prevention and treatment of diseases with great
impact on the world population and is one of the slopes most promising in Science and Technology.
Various papers have reported results with potential, proposing the development of nanoparticles
with different methods and materials, all with the purpose of offering a better and longer life
expectancy in people who are being affected by deadly diseases, as is the case Cancer.

Cancer is the leading cause of death in Mexico and in the World; so they have sought various ways
in which possible eliminate or reduce the cancer cells.

Ethnomedicine is a science that has brought multidisciplinary cultural exchange and knowledge
which includes the use of plants with biological properties, such as anti-tumor capacity; moreover,
they present lower toxicity and improved efficacy for the treatment of cancer, compared to some
other drugs. Has been chosen, Kalanchoe crassulaceae belonging to the family, because in Mexico
it is used to treat cancer in a traditional way.

In this work were studied different fractions that were obtained from acuoetanolico extract of
Kalanchoe daigremontiana or also known as Aranto, (previously satisfactory results were obtained)
according to a decreasing polarity, in order to assess the possible cytotoxic effect on some of them.
The method used to obtain different fractions from acuoetanolico Aranto extract was the technique
by preparative chromatography. The cell line used was breast MDA-MB-231 cancer and viability
assays (MTT assay) in the cells of breast cancer, which indicated that the fraction 3 extract, had a
better cytotoxic effect were made compared with the rest it was processed with ethanol / water in
a 3: 1 to give an ICso value of 69.37 ug / ml at 24 h time. Viability tests were performed on normal
cells in mammary epithelial cell line MCF10A; which also it had a positive cytotoxic effect, having an
ICso value of 105.6 ug / ml for 24h time. So it was decided to nano-encapsulation, by the method of
spray drying (spray dryer), due to the advantages in size and morphology that presents the
nanocapsules at the end of the process, and its presentation as a final product being powders.
Fraction characterization was also carried out, by chemical techniques; UV-Vis, FTIR, and by HPLC
chromatographic techniques.

Subsequently, five formulations were conducted to obtain nanocapsules as follows:

1. Nanocapsules of PLGA (NPPLGA), this formulation serves as control, is only the nanoencapsulated
polymer.

2. Extract Crude nanocapsules Aranto (NPEC).

3. Fraction nanocapsules crude extract obtained from Aranto (NPF).

4. Paclitaxel or Taxol Nanocapsules (NPT).

5. Nanocapsules bufalin (NPB).

Once the nanocapsules were obtained evidence relevant to the characterization were performed to
determine its size, morphology (SEM) and surface charge (Z potential).

Again viability assays were performed using both cell lines, it is noteworthy that for the case of MPN
very good results were obtained; for assays with MDA-MB-231 line, its ICso was 37.92 ug / ml and
MCF10A the ICs value was 582.5 mg / ml which indicates no significant cell death, all tests were
done by triplicate.

Finally encapsulation efficiency and release time in vitro was determined for each of the
nanocapsules, by the mathematical model proposed by the authors (Hai Wang, 2011)

These results could be promising for future work, since it would be important to know in a more
detailed, which is the reason why these nanocapsules are being targeted from a cell line and
another. In this way they could be proposed new pharmaceutical formulations in the area of
nanomedicine and a good alternative to fight different types of diseases.
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ANTECEDENTES




1.- El cancer.

El cancer se desarrolla mediante una acumulacidn de cambios genéticos. Las alteraciones de este
tipo pueden heredarse o adquirirse mediante la accidn de carcindgenos fisicos, infecciosos o
guimicos. El cdncer proviene de una interaccidén entre la genética y las exposiciones ambientales.

Aspectos genéticos del cancer: El cancer es una enfermedad genética.

O Aparece como consecuencia de una serie de alteraciones somdticas del DNA, que culminan
en una proliferacion celular desmedida.

O Presenta cambios de secuencias del acido nucleico (mutaciones).

O Las mutaciones son el resultado de errores aleatorios de réplica, exposicién a carcindgenos
(como la radiacion), o deficiencia de los procesos de reparacion del DNA.

Practicamente todos los canceres nacen de una sola célula y este origen clonal constituye un signo
decisivo para diferenciar entre neoplasia e hiperplasia. Se necesitan indefectiblemente multiples
mutaciones acumulativas para que un tumor evolucione de su fenotipo normal a otro totalmente
canceroso. Se creen necesarias de cinco a diez mutaciones acumuladas para que una célula
evolucione de su fenotipo normal a otro totalmente maligno. (Harrison. Principios de Medicina
Interna, 19e Dennis Kasper, et. al, pp. 492 2016)

Clases generales de genes cancerigenos.
Se conocen dos grandes clases de genes vinculados con el cancer:

Aguellos que de manera directa alteran de forma positiva (oncogenes) o negativa (genes
oncosupresores), el crecimiento y proliferacion de las células. Estos genes acttan en la proliferacién
tumoral gracias a su capacidad de controlar la division celular. Los oncogenes son regulados de
manera muy estricta en las células normales. En las células neoplasicas dichos genes experimentan
mutaciones que anulan tal control y originan una mayor actividad del producto génico. La mutacion
surge en un soélo alelo del oncogén y actia de forma dominante. La funcién normal de los genes
oncosupresores es frenar la proliferacion celular, funcién de control que se pierde en el cancer.
Debido a la naturaleza diploide de las células es necesario que queden inactivados ambos alelos
para que se pierda totalmente la funcion de un gen oncosupresor y ello culmine en un mecanismo
recesivo a nivel celular, indicando que es necesaria la inactivacién de ambas copias de un gen
oncosupresor para que surja el cancer. (Harrison. Principios de Medicina Interna, 17e Dennis Kasper,
et. al, pp. 492, 2009)

La segunda clase de genes del cdncer, que son los “cuidadores”, estos no afectan directamente la
proliferacién celular, sino mas bien a la capacidad de la célula para conservar la identidad de su
genoma, al haber deficiencia de los genes mencionados, las células muestran una cifra mayor de
mutaciones en todos sus genes, incluidos los oncogenes y los oncosupresores. Loeb et al., 2015,
planteo la existencia de este fenotipo mutador para explicar la forma en que durante la vida de una
persona se suceden fendmenos multiples de mutacién necesarios para la cancero génesis. Se ha
constatado un fenotipo de mutacién del cancer, tanto en la secuencia de nucleétidos como en
niveles cromosoémicos.




Mecanismo de inactivacion de los genes oncosupresores.

O Mutaciones puntuales: Cambios en una o varias bases en la regién codificadora de los genes
oncosupresores, generan productos proteinicos truncados o proteinas no funcionales.

o Deleciones: Hacen que se pierda algun producto funcional, a veces todo el gen o incluso
todo un brazo del cromosoma, y con esto se pierde la heterocigosidad en el DNA del tumor,
en comparacién con el DNA correspondiente del tejido normal.

Biologia de la célula cancerosa y angiogénesis.

El cdncer es una enfermedad genética, el fenotipo maligno o canceroso, implica mutaciones en
genes diferentes que regulan en la célula, su proliferacion, supervivencia, reparaciéon de DNA y otros
aspectos como motilidad, invasién y angiogénesis (Harrison. Principios de Medicina Interna, 17e
Dennis Kasper, et. al, pp. 498, 2009).

Dos rasgos caracteristicos definen al cancer:

O El crecimiento celular no regulado.
o Lainvasion histica/ metdstasis.

Las mutaciones cancerigenas suelen activar vias de transduccién de sefiales que culminan en la
proliferacién aberrante de células y perturbaciones de programas de diferenciacién histoespecificas
(Harrison. Principios de Medicina Interna, 17e Dennis Kasper, et. al, pp. 498, 2009).

Por otro lado la célula normal posee mecanismos de proteccidén que le permiten los dafios en el DNA
qgue ocurren durante la sintesis del mismo y la mitosis. No obstante si una célula normal ha sido
dafiada al grado en que es imposible su reparacidn, activa una via suicida y asi evita la lesién al
organo (Harrison. Principios de Medicina Interna, 17e Dennis Kasper, et. al, pp. 498, 2009).

Las vias de muerte celular estan alteradas cominmente en las células cancerosas, lo cual hace que
vivan células lesionadas que normalmente moririan (Harrison. Principios de Medicina Interna, 17e
Dennis Kasper, et. al, pp. 498, 2009).

Las células cancerosas suelen existir en un medio con baja tension de oxigeno (hipoxia) y privacion
de nutrientes y la presion selectiva culmina en la perpetuaciéon de variantes neopldsicas que
sobreviven en estas circunstancias.

La aparicién de nuevas caracteristicas fenotipicas incluye las que facilitan la invasién y la metastasis,
asi como la capacidad de atravesar las membranas basales, emigrar a través de la matriz extracelular
y de alli al compartimiento vascular y generar vasos nuevos para que sustenten la colonizacién en
sitios remotos (Harrison. Principios de Medicina Interna, 17e Dennis Kasper, et. al, pp. 498, 2009).

Caracteristicas fenotipicas de las células cancerosas.

o Proliferacion celular desregulada:

Aungue las células cancerigenas anormales mueren mas rapido que las normales, la tasa de muerte
celular no es suficiente para compensar la formacion de nuevas células.




La pérdida de los reguladores negativos (oncogenes supresores como Rb y p53) y el incremento de
los reguladores (oncogenes como Ras y Myc) ocasionan un control aberrante del ciclo celular y
comprende la pérdida de las respuestas restrictivas normales (Harrison. Principios de Medicina
Interna, 17e Dennis Kasper, et. al, pp. 499, 2009).

O Incapacidad para la diferenciacién:

Este desequilibrio es el resultado tanto de defectos genéticos en las células cancerigenas, como de
(- laincapacidad del organismo para detectar y destruir estas células), lo que ocasiona una detencion
en una fase anterior a la diferenciacidon terminal (Harrison. Principios de Medicina Interna, 17e
Dennis Kasper, et. al, pp. 499, 2009).

O Pérdidas de las vias apoptdticas normales:

La inactivaciéon de p53 aumenta en miembros de la familia Bcl — 2; este defecto prolonga la
supervivencia de células con mutaciones oncogénicas e inestabilidad genética y permite la
expansion y diversificacion clénales dentro del tumor, sin activar vias de muerte fisioldgicas de la
célula (Harrison. Principios de Medicina Interna, 17e Dennis Kasper, et. al, pp. 499, 2009).

O Inestabilidad genética:

Defectos en las vias de reparacion de DNA que culminan en mutaciones de un solo nucledtido u
oligonucledtidos (como la inestabilidad de microsatélites, MIN) o mas frecuentemente inestabilidad
cromosomica (CIN) que ocasiona aneuploidia. Es causada por la pérdida de funcién p53, BRCAI / 2,
genes de reparacién de discordancia y otros (Harrison. Principios de Medicina Interna, 17e Dennis
Kasper, et. al, pp. 499, 2009).

o Pérdida de senectud replicativa:

Las células normales dejan de dividirse después de 25 a 50 duplicaciones de poblacidn. El paro o
detencién son regulados por Rb, p16 N2 y por vias de p53. La réplica ulterior ocasiona pérdida de
telomeros con crisis. Las células supervivientes a menudo quedan con graves anormalidades
cromosomicas, y la pérdida de la funcién de p53 anula las vias restrictivas y permite que las células
neopldsicas escapen a la detencién del ciclo celular (Harrison. Principios de Medicina Interna, 17e
Dennis Kasper, et. al, pp. 499, 2009).

o0 Intensificacion de la angiogénesis:

Es causada por la mayor expresién génica de factores proangiégenos (VEGF, FGF, IL -8) por parte de
células del tumor, del estroma o por pérdida de los reguladores negativos (endostatina, tumstatina,
trombospondina) (Harrison. Principios de Medicina Interna, 17e Dennis Kasper, et. al, pp. 499,
2009).

La division celular normal o anormal dependerda de una serie de eventos extracelulares e
intracelulares; dentro de estos eventos mitogénicos y de diferenciacion celular, el EGF (del Inglés
Epidermal Growth Factor) y el PDGF (del Inglés Platelet Derived Growth Factor) como proteinas
inductoras de estos efectos y su sitio receptor como modulador y ejecutor de los mismos; juegan
un papel esencial. La union del EGF a su sitio receptor provoca la activacién del receptor con su
consecuente internalizacion intracelular y por via de la tirosina cinasa envia las sefiales de




transduccion al nucleo y de esta forma estimula el crecimiento celular. Muchos tumores malignos
sobreexpresan y amplifican los sitios receptores de membrana para el factor de crecimiento
epidérmico, este hecho le transfiere un indice de crecimiento, invasién y metastasis que los
convierte en muy agresivos. (Osorio, et al. 2009)

o Invasion:

En este evento se presenta la pérdida de contactos intracelulares (como uniones de nexos,
cadherens) y una mayor produccion de metaloproteinasas de matriz (MMP). A menudo asume la
forma de transicion epitelial a mesenquimatosa (EMT), con células epiteliales ancladas que se
transforman en fibroblastos muy similares a los mdviles.

O Metastasis:

Propagacion de células tumorales a los ganglios linfaticos o tejidos distantes. Fendmeno limitado
por la capacidad de las células tumorales para sobrevivir en un entorno extrafio (Harrison. Principios
de Medicina Interna, 17e Dennis Kasper, et. al, pp. 499, 2009).

o Evasidén del sistema inmunitario:

Disminucién del nimero de moléculas de MHC, clases | y II; induccién de la tolerancia de células T;
inhibicion de la funcidn normal de las células dendriticas, de las células T; o de ambos tipos, variantes
de perdida antigénica y heterogenicidad clonal.

En circunstancias normales, la actividad de tirosincinasa es breve y es revertida por las
tirosinfosfatasas proteinicas.

En muchos canceres de humanos, las tirosincinasas o componentes de las vias subsiguientes son
activadas por mutacién, amplificacidon génica o translocaciones cromosdmicas (Bruce Alberts, et al
1996).

Los canceres se clasifican de acuerdo con el tejido y con el tipo celular a partir de los que se originan.
Los canceres procedentes de células epiteliales se denominan carcinomas; los que proceden de
tejido conjuntivo o de células musculares se denominan sarcomas. Entre los canceres que no
encajan en ninguna de estas dos amplias categorias se encuentran las diversas formas de leucemia,
derivadas de células hematopoyéticas, y los canceres derivados de células del sistema nervioso
(Bruce Alberts, et al 1996).

1.2.- Cancer de mama.

El cdncer de mama es un tumor maligno que se origina en las células de la mama. Un tumor maligno
es un grupo de células cancerosas que crecen en un determinado drgano o tejido y posteriormente
pueden propagarse a areas distantes del cuerpo (metastasis) (American Cancer Society, 2014).

Las influencias que provocan que la célula iniciada progrese a través del proceso carcinogénico y
sufra cambios en su fenotipo se denominan “promotores”, como los estrogenos para el cancer de
mama.




La glandula mamaria normal en la mujer se compone principalmente de los lobulillos (glandulas
productoras de leche), conductos (pequefios tubos que llevan la leche de los lobulillos al pezdn) y
estroma (tejido graso y tejido conectivo que rodea los conductos y Idbulos, los vasos sanguineos, y
vasos linfaticos) (American Cancer Society, 2014).
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Fig. 1 Esquema en el que se muestra glandula mamaria normal, tomado de Sam and Ammy Collins
(American Cancer Society, 2014).

La mayoria de los canceres de seno comienzan en las células que recubren los conductos (cdncer
ductal), otros en las células que recubren los lobulillos (cancer lobular).

Clasificacion del cancer de mama.

El cdncer de mama se divide en categorias de acuerdo a diferentes esquemas, cada uno basado en
diferentes criterios y para servir a un propdsito diferente; las clasificaciones se basan principalmente
en: el tipo histopatoldgico, el grado del tumor, el estadio del tumor y la expresidén de proteinas y
genes (American Cancer Society, 2014).

o Tipo histopatoldgico.

La mayoria de los cdnceres de mama son carcinomas, un tipo de cancer que comienza en las células
epiteliales de la mama. De hecho, los canceres de mama son a menudo un tipo de carcinoma
llamado adenocarcinoma, que es el carcinoma que comienza en el tejido glandular (American
Cancer Society, 2014).

Carcinoma ductal in situ.

El carcinoma ductal in situ (DCIS; también conocido como carcinoma intraductal) se considera no
invasiva o cancer de mama pre-invasiva. La diferencia entre DCIS y cancer invasivo es que las células
no se han diseminado (invadido) a través de las paredes de los conductos en que rodea el tejido
mamario. Debido a que no ha invadido, el DCIS no puede propagarse (metastasis) fuera de la mama.
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Fig. 2 Esquema en el que se muestra carcinoma ductal in situ, tomado de Sam and Ammy Collins
(American Cancer Society, 2014).

Carcinoma lobular in situ.

En el carcinoma lobular in situ (LCIS) las células cancerosas crecen en los Iébulos de las glandulas
productoras de leche de la mama, pero no crecen a través de la pared de los I6bulos. LCIS (también
llamado neoplasia lobular) a veces se agrupa con el carcinoma ductal in situ (DCIS), como un cancer
de mama no invasivo, pero podria convertirse en un cdncer invasivo si no es tratado. Las mujeres
con esta condicidn tienen de 7 a 11 veces mas riesgo de desarrollar cancer invasivo en cualquiera
de los senos (American Cancer Society, 2014).
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Fig. 3 Esquema en el que se muestra carcinoma lobular in situ, tomado de Sam and Ammy Collins
(American Cancer Society, 2014).

Carcinoma ductal Invasivo (o infiltrante).

El carcinoma ductal Invasivo o infiltrante (IDC) es el tipo mas comun de cancer de mama se inicia en
un conducto de leche de la mama, las células localizadas a través de la pared del conducto se lisan,
y entonces las células de cancer crecen en el tejido graso de la mama. En este punto, puede ser
capaz de propagarse (metastasis) a otras partes del cuerpo a través del sistema linfatico y el torrente
sanguineo. Sobre 8 de 10 los canceres de mama invasivos son carcinomas ductales infiltrantes.




Carcinoma lobular Invasivo (o infiltrante).

El Carcinoma lobular invasivo (CDI) comienza en las glandulas productoras de leche (lobulillos).
Como IDC, puede propagarse (metastasis) a otras partes del cuerpo. Aproximadamente 1 de cada
10 canceres de mama invasivo es una CIT. Carcinoma lobular invasivo puede ser mas dificil de
detectar por una mamografia que el carcinoma ductal invasivo (American Cancer Society, 2014).

O Grado de cancer de mama

Esta clasificacién se basa en la observacion del tejido de mama obtenido de una biopsia en el cual
se detecta el grado de diferenciacion de las células y las alteraciones estructurales del tejido. La
determinacién del grado puede ayudar a predecir el pronéstico de una mujer.

De tal forma que un menor grado indica un cancer de crecimiento lento que es menos probable que
se extienda, mientras que un nimero mas alto indica un cancer de crecimiento mas rapido que es
mas probable que se propague. El grado del tumor es un factor para decidir si se necesita un
tratamiento adicional después de la cirugia.

Para los canceres invasivos, el grado histoldgico del tumor se llama a veces la floracién- Grado
Richardson, grado Nottingham, grado Scarff-Bloom-Richardson, o grado Elston-Ellis. A veces, el
grado se expresa con palabras en lugar de los nimeros:

Grado 1 es el mismo que bien diferenciado
Grado 2 es el mismo que moderadamente diferenciado.
Grado 3 es el mismo que pobremente diferenciado

Canceres de Grado 3 tienden a crecer y diseminarse mads rapidamente (American Cancer Society,
2014).

O Receptores hormonales y el estado de HER2.

Los médicos a menudo dividen los canceres de mama invasivos en grupos basados en la presencia
de receptores hormonales (ER y PR) y si el cdncer expresa HER2 (American Cancer Society, 2014).

Los receptores hormonales son proteinas que se expresan diferencialmente en las células mamarias
normales y en las células de cdncer de mama lo que hace que esta caracteristica sea considerada
para aplicar el tratamiento correspondiente.

Los cdnceres de mama que tienen receptores de estrégeno se refieren a menudo como ER-positivo
(o ER +), mientras que los que contienen receptores de progesterona se denominan canceres PR-
positivo (o PR +).

Receptores hormonales positivos: Si las células de cancer de mama contienen receptores a
estrégeno o progesterona, pueden ser llamados receptores hormonales positivos (o simplemente
hormonal positivo).

Los cdnceres de mama que son receptores hormonales positivos pueden ser tratados con
medicamentos que reducen los niveles de estrogeno o receptores que bloquean a los de estrégeno.
Esto incluye cdnceres que son ER-negativo, pero PR-positivo. Canceres con receptores hormonales
positivos tienden a crecer mas lentamente que los que son receptores hormonales negativos.




Canceres con receptores hormonales positivos son mas comudn en las mujeres después de la
menopausia (American Cancer Society, 2014).

Receptores hormonales negativos: Si las células de cancer de mama no presentan los receptores de
estrogeno o receptores de progesterona.

El tratamiento con medicamentos de terapia hormonal no es Util para estos tipos de cancer. Estos
canceres tienden a crecer mas rapidamente que los canceres con receptores hormonales positivos.
Céanceres negativos de la hormona receptor-son mas comunes en mujeres que aun no han pasado
por la menopausia (American Cancer Society, 2014).

HER?2 positivo: Las células cancerosas expresan la proteina HER2. Estos canceres pueden ser tratados
con farmacos que se dirigen HER2 (American Cancer Society, 2014).

HER2 negativos: Cuando las células tumorales no expresan HER2 (American Cancer Society, 2014).

Triple negativo: Si las células de cdncer de mama no tienen receptores de estrégeno o progesterona
y no expresan HER2, se les llama triple negativo. Estos canceres tienden a ocurrir con mds frecuencia
en las mujeres mas jovenesy en las mujeres que son afro-americano o Hispano / Latina. Los canceres
de mama triple negativo tienden a crecer y diseminarse mas rdpidamente que la mayoria de otros
tipos de cancer de mama. Debido a que las células tumorales no tienen receptores ER o PR, la terapia
hormonal no es util en el tratamiento de estos canceres.

Triple-positivo: Este término se utiliza para describir los cdnceres que son ER-positivo, PR-positivos,
y tienen demasiada HER2. Estos canceres pueden ser tratados con medicamentos hormonales, asi
como farmacos que se dirigen HER2.

O Expresién génica
De acuerdo con caracteristicas moleculares, se divide en cuatro grupos:
Los tipos luminales son receptor de estrégeno (ER) -positivo.

Los patrones de expresidn génica de estos canceres son similares a las células normales que revisten
el conductos mamarios y las glandulas (el interior de un conducto o glandula se llama su lumen).
Luminal A: Estos cdnceres son de bajo grado, tienden a crecer con bastante lentitud, y tienen el
mejor prondstico.

Luminal B: Estos canceres en general crecen algo mas rapido que el cdncer Luminal Ay su prondstico
no es tan bueno.

Tipo de HER2: Estos canceres tienen copias adicionales del gen HER2. Estos tipos de cancer tienden
a crecer mas rapidamente y tienen un peor prondstico, aunque a menudo se pueden tratar
exitosamente con terapias especificas dirigidas a HER2 que a menudo se dan junto con
quimioterapia.

Tipo Basal: La mayoria de estos canceres son la llamada de tipo triple negativo, es decir, carecen de
receptores de estrogeno o progesterona y tienen HER2. Este tipo es mds comun entre las mujeres
con gen BRCA1 mutaciones. Por razones que no se entienden bien, este tipo de cancer es mas




comun entre las mujeres mas jovenes y afro-americanos. Estos son canceres de alto grado que
tienden a crecer rapidamente y tienen un pronéstico desalentador.

1.3.-Estadisticas de cancer de mama.

A nivel mundial, el cdncer de mama se ubica entre las principales causas de muerte por cancer junto
con el cancer de pulmodn, higado, estémago y colon (OMS, 2014). En México, para la poblacién de
20 afios y mas, es la cuarta causa de mortalidad por tumores malignos (7.9%); en tanto que en los
hombres, apenas representa 0.1% de las defunciones por cancer (OMS, 2014).

Por grupos de edad, los fallecimientos de mujeres de 20 afios y mds muestran un incremento
conforme aumenta la edad. Entre las mujeres de 40 a 49 aios, la tasa de mortalidad observada por
cancer de mama es de 14.36 y de 29.50 para las mujeres de 50 a 59 afios; en las de 75 a 79 aios es
de 47.27, alcanzando la tasa de mortalidad mas alta en el grupo de 80 afios y mas con 64
fallecimientos por cada 100 mil mujeres de ese grupo de edad.

Por entidad federativa, Coahuila tiene la tasa mas alta de mortalidad por cancer de mama entre
mujeres mayores de 20 afios, con 28.58 % por cada 100 mil, superando ligeramente al Distrito
Federal, con 20.12 % y a Sonora con 19.75 % fallecimientos por cada 100 mil mujeres. Por otro lado,
Quintana Roo, Campeche y Oaxaca, son los estados con las tasas mas bajas (8.00 %, 7.60 % y 7.13%
por cada 100 mil mujeres de 20 afios y mas, respectivamente). De manera general, se observa que
en el norte del pais, asi como en Jalisco, Colima, Aguascalientes, Morelos y el Distrito Federal,
presentan tasas superiores a 15.92 %, mientras en el sur, no rebasan el 10.69%.

Datos de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS, 2015) sefialan que cada afo se detectan 1.38
millones de casos nuevos y ocurren 458 mil muertes por esta enfermedad en la Ciudad de México
(OPS, 2014).

Segun datos de la Organizacién Panamericana de la Salud (OPS), en el continente americano, el
cancer de mama es el mds comun entre las mujeres (29% respecto del total de casos de cancer) y
es la segunda causa de muerte por tumores malignos para este grupo de poblacién, superada
Unicamente por el cancer de pulmaén (15 contra 18 por ciento); para el afio 2030, la OPS estima mas
de 596 000 casos nuevos y mas de 142 100 muertes en la region, principalmente en la zona de
América Latina y el Caribe (OPS, 2014 )

1.4.-Tipos generales de tratamiento para el
cancer de mama.

Los principales tipos de tratamiento para el cdncer de mama son:

Cirugia
Radioterapia
Quimioterapia
Hormonoterapia
Terapia dirigida

O O O O O
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Los tratamientos pueden ser clasificados en grupos amplios, sobre la base de cémo funcionan y
cuando son usados.

Terapia Local y Terapia sistémica.

La terapia local esta destinada a tratar un tumor en el sitio sin afectar al resto del cuerpo; la cirugia
y la radioterapia son ejemplos de terapias locales.

La terapia sistémica se refiere a los medicamentos que se pueden dar por via oral o directamente
en el torrente sanguineo para llegar a las células cancerosas en cualquier parte del cuerpo; la
guimioterapia, la hormonoterapia y terapia dirigida son tratamientos sistémicos (American Cancer
Society, 2014).

Terapia Adyuvante y terapia neoadyuvante

Se conoce como terapia adyuvante, al tratamiento adicional a la quimioterapia, radioterapia, que
se les da a los pacientes después de la cirugia para ayudar a evitar que el cancer regrese. Se cree
que, incluso en las primeras etapas de cancer de mama, las células cancerosas pueden desprenderse
del tumor primario de mama y comienzan a extenderse. Estas células no se pueden detectar en un
examen fisico o visto en las radiografias u otras pruebas de imagen, y que no causan sintomas. Pero
pueden migrar hasta convertirse en nuevos tumores en los tejidos cercanos, pueden ser en otros
drganos e incluso en los huesos. El objetivo de la terapia adyuvante consiste en matar a estas célula
ocultas. Tanto la terapia sistémica (como la quimioterapia, la hormonoterapia, y la terapia dirigida)
y la radiacién pueden ser utilizados como terapia adyuvante (American Cancer Society, 2014).

La terapia neoadyuvante, es un tratamiento que tiene como objetivo reducir el tumor con la
esperanza de evitar una operacion extensa. Algunos pacientes reciben tratamiento, como la
guimioterapia o la terapia hormonal, antes de la cirugia. También disminuye la posibilidad de que
el cancer regrese después. Muchos pacientes que reciben terapia neoadyuvante no necesitaran
terapia adyuvante, o seria minima (American Cancer Society, 2014).

La cirugia para el cancer de mama

La cirugia a menudo es necesario para extirpar un tumor de mama. Opciones para esto incluyen la
cirugia conservadora de la mama y mastectomia.

La cirugia también se utiliza para comprobar la propagacién del cancer en los ganglios linfaticos de
la axila, opciones para esto incluyen una biopsia de ganglio linfatico centinela y diseccién en los
ganglios linfaticos axilares (American Cancer Society, 2014).

La radioterapia para el cancer de mama

La radioterapia es un tratamiento con rayos de alta energia o particulas que destruyen las células
cancerosas. La radiacién en la mama a menudo se administra después de la cirugia conservadora de
la mama para ayudar a eliminar a las células tumorales que hubieran quedado después de la cirugia
(American Cancer Society, 2014).
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La quimioterapia para el cancer de mama

La quimioterapia es el tratamiento con medicamentos contra el cancer que se pueden administrar
por via intravenosa o por via oral. Los medicamentos viajan a través del torrente sanguineo para
llegar a las células cancerosas presentes en diferentes 6érganos o tejidos del cuerpo. La
guimioterapia se administra en ciclos, en donde después de cada periodo de tratamiento se da un
periodo de recuperacion. El tratamiento suele durar varios meses (American Cancer Society, 2014).

Cuando la terapia se administra a pacientes sin evidencia de cancer después de la cirugia, se llama
terapia adyuvante. La cirugia se utiliza para eliminar todo el cdncer que se puede ver, pero la terapia
adyuvante se usa para destruir cualquier célula cancerosa que puede haber sido dejado o
propagado, pero no se puede ver, incluso en las pruebas de imagen. Si estas células se dejan crecer,
pueden establecer nuevos tumores en otros lugares en el cuerpo.

La terapia adyuvante después de la cirugia conservadora de la mama o mastectomia reduce el riesgo
de que vuelva el cancer de mama.

Antes de la cirugia (quimioterapia neoadyuvante): es tomar los tratamientos antes de la cirugia en
lugar de después; la quimioterapia neoadyuvante tiene dos beneficios.

En primer lugar, la quimioterapia puede reducir el tamano del tumor de manera que se puede
extirpar con cirugia menos extensa. También, dando quimioterapia antes de la extirpacién del
tumor, los médicos pueden ver mejor cémo responde el cancer. Si el primer grupo de medicamentos
no reducen el tumor, el médico sabrd que otros fdrmacos son necesarios.

Para el cancer de mama avanzado: La quimioterapia también se puede usar como el principal
tratamiento para las mujeres cuyo cancer se ha diseminado fuera de la zona del pecho y las axilas,
ya sea cuando es diagnosticado o después de los tratamientos iniciales. La duracién del tratamiento
depende de si el cancer se reduce y qué tan bien tolera el tratamiento (American Cancer Society,
2014).

En la mayoria de los casos (especialmente adyuvante y tratamiento neoadyuvante), la quimioterapia
es mas eficaz cuando se utilizan combinaciones de mds de un medicamento. Se estan usando
muchas combinaciones, y no esta claro que cualquier combinacién Unica es claramente la mejor.
Los estudios clinicos siguen para comparar los tratamientos mas eficaces de hoy en contra de algo
que puede ser mejor (American Cancer Society, 2014).

Los medicamentos de quimioterapia mas comunes utilizados para el cancer de mama incluyen las
antraciclinas (tales como doxorrubicina / Adriamycin® y epirubicina / Ellence®) y los taxanos (por
ejemplo, paclitaxel / Taxol® y docetaxel / Taxotere ®). Estos se pueden usar en combinacién con
ciertas otras drogas, como el fluorouracilo (5-FU), ciclofosfamida (Cytoxan®), y carboplatino
(American Cancer Society, 2014).

Para los canceres que son HER2 positivo, el farmaco dirigido trastuzumab (Herceptin®) es a menudo
dado con uno de los taxanos. El pertuzumab (Perjeta®) también se puede combinar con trastuzumab
y docetaxel (American Cancer Society, 2014).

Algunos de los medicamentos utilizados en la quimioterapia para el tratamiento de mujeres con
cancer de mama avanzado, son:
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Docetaxel

Paclitaxel

Agentes Platinum (cisplatino, carboplatino)
Vinorelbine (Navelbine®)

Capecitabine (Xeloda®)

Doxorrubicina Liposomal (Doxil®)
Gemcitabine (Gemzar®)

Mitoxantrone

Ixabepilone (Ixempra®)

Paclitaxel Aloumina (nab-paclitaxel o Abraxane®)
Eribulin (Halaven®)

O O OO O O O O o0 o0 oo

Todavia algunas combinaciones, tales como carboplatino o cisplatino y gemcitabina se utilizan
comunmente para tratar el cancer de mama avanzado (American Cancer Society, 2014).

Los mecanismos generales por los que los antineoplasicos citostaticos controlan el cancer, se basan
en la inhibicién de la multiplicacién celular y del crecimiento tumoral, que pueden tener lugar en la
célula a varios niveles: sintesis y funcidn de las macromoléculas; organizacién citoplasmatica;
sintesis y funcién de la membrana celular; entorno de la célula cancerosa en crecimiento (American
Cancer Society, 2014).

Los farmacos citotdoxicos bloquean el ciclo celular (Fig. 4). Cuando las lesiones en el ADN son
detectadas, el gen supresor p53, detiene a las células en la fase G1 del ciclo celular, impidiéndoles
pasar a la fase S. Entonces el gen supresor induce mecanismos reparadores o proteinas
desencadenantes, que causan apoptosis (American Cancer Society, 2014).

Todos los farmacos tumorales citotdxicos pueden interferir con la progresion de las células a lo largo
del ciclo celular, lo que conlleva la sincronizacidon y enlentece a las células que proliferan
rapidamente. Esto conduce a una disminucién de la sensibilidad a los farmacos de fase S.

El nimero de interacciones individuales entre un farmaco y las moléculas blanco requeridas para
matar a una Unica célula puede ser enorme. Se estima, que deben unirse un millén de moléculas de
cisplatino al ADN de una Unica célula para eliminarla (American Cancer Society, 2014). Segun su
relacidn con el ciclo celular, se ha demostrado para ciertos farmacos citotdxicos como los alcaloides
de la vinca y antimetabolitos, actian sdlo sobre las células en proliferacion activa; otros pueden
ejercer su accion también sobre células, en vasos de neoformacién y que desemboca en la fase de
crecimiento exponencial, que durard mientras no se haga critica la masa respecto de su nutricién
vascular (American Cancer Society, 2014).

Otros pueden ejercer su accién también sobre células en Go, como algunos alquilantes y antibidticos.
Los antimetabolitos, al interferir en la incorporacidn del sustrato normal en las cadenas, de acidos
nucleicos, sélo actuan en fase S; los alcaloides de la vinca inician su accidn en esta misma fase, pero
su efecto letal ocurre en el momento de la metafase en que la ausencia del huso mitdtico impide la
migracion de los cromosomas para originar dos células (American Cancer Society, 2014). Para los
agentes alquilantes, al impedir los fenédmenos de replicacion del material genético, el momento de
mayor toxicidad corresponde al fin de las fase SG1y G;, aunque, no esta restringido al ciclo de
multiplicacidn. Estas diferencias de objetivo son una de las bases de la poliquimioterapia, que
intenta potenciar la citotoxicidad de varios agentes utilizados en forma conjunta (American Cancer
Society, 2014).

La mayoria de los antineoplasicos se pueden agrupar, de acuerdo a si dependen de que la célula
esté en una determinada fase de ciclo y en este caso, de si su actividad es mayor, cuando la célula
esté en una fase especifica de éste (American Cancer Society, 2014).
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Los farmacos que son mas activos contra las células que estan en una fase especifica, del ciclo celular
se denominan farmacos especificos de una fase del ciclo celular, (Fig. 4 y Tabla 1) La ciclofosfamida
y otros agentes alquilantes son activos sobre todas las células, pero tienen una mayor actividad
sobre las células en fase G 1/S. En otros agentes cicloespecificos como los antimetabolitos, que
matan sélo a las células en crecimiento activo, el aumento de la dosis tiene un efecto meseta, ya
que el crecimiento celular se vuelve mas lenta con la quimioterapia y prolongar la duracion de la
exposicién, aumentard la muerte celular (American Cancer Society, 2014). Las curvas de
sobreviviencia especificas de fase muestran una meseta, sin aumento de muertes a dosis mayores.
Sin embargo, puede alcanzarse una mayor mortalidad, cuando se aumenta el tiempo de exposicidn,
pero no la dosis.

Los farmacos que producen este tipo de curva son: los farmacos citotéxicos antimetabolitos como
citarabina, tioguanina e hidroxiurea, que son activos sélo en la fase S; epipodofilotoxinas y alcaloides
de la vinca, que tienen una toxicidad letal maxima durante la fase M; bleomicina, con una actividad
maxima en la fase G,. Con los farmacos especificos de fase, existe una limitacién de niumero de
células, que pueden ser destruidas con una Unica exposicién al farmaco instantanea, ya que
solamente moririan aquellas células que estén en la fase sensible. Una dosis mas alta, no matara
mas células. La destruccién de un mayor numero de células, requiere o una exposicion prolongada
al farmaco o dosis repetidas de éste, lo que permitira a las células entrar en la fase sensible del ciclo.
Farmacos no especificos del ciclo celular. Existe otro grupo de farmacos, que muestra actividad
matando a las células en cualquier etapa del ciclo celular, incluso células en descanso. Los agentes
incluidos en esta categoria, se denominan farmacos no especificos del ciclo celular e incluyen a la
mecloretamina, melfaldn, 5-fluorouracilo, cisplatino, glucocorticosteroides, y las nitrosoureas. Para
los agentes no dependientes del ciclo como la radiacién o los agentes alquilantes, el aumento de la
dosis incrementa la muerte celular (Osorio, et al., 2006).

Los medicamentos de quimioterapia funcionan al atacar a las células que se dividen rapidamente,
lo cual es por qué funcionan contra las células cancerosas. Sin embargo, otras células en el cuerpo,
como las de la médula ésea, el revestimiento de la boca y los intestinos, y los foliculos pilosos,
también se dividen rapidamente. Estas células también pueden verse afectadas por la quimioterapia
(American Cancer Society, 2014).
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Bleomicina
Etopdsido
Paclitaxel

Especifico de fase S:
Arabindsido de
citosina

Hidroxiurea

Especifico de fase S,
autolimitante:
6-Mercaptopurina
Metotrexato
Inespecifico de fase:

Vincristina
Vinblastina
Vindesina
Vinorelvina

O €=—————
O mmm———

Alguilantes, nitrosureas, antibidticos antitumora-
les, procarbacina, cisplatino, dacarbacina

Asparaginasa
Corticoesteroides

Apoptosis

Cladribina
(Transicion
G,/S)

Fig. 4 Sitio de accién de agentes quimioterapicos en relacion al ciclo celular.

Tabla 1. Antineoplasicos especificos de una fase del ciclo celular

Fase de mayor Clase Tipo
actividad
Intervalo 1(G1) Producto natural  Enzima

Transicion G1/S
Sintesis de ADN (S)

Intervalo 2 (G,)

Mitosis (M)

Hormona
Antimetabolito
Antimetabolito
Antimetabolito
Antimetabolito
Producto natural
Varios

Producto natural

Producto natural
Producto natural

Producto natural

Corticosteroide
Analogo de purina
Andlogo de pirimidina
Analogo de acido félico
Andlogo de purina
Inhibidor de la
topoisomerasa |

Urea sustituida
Antibidtico

Inhibidor de la
topoisomerasa Il
Polimeralizacidn y
estabilizacion de
microtubulos

Inhibidor mitético

Farmacos tipicos

Asparaginasa
Prednisona

Cladribina

Citarabina, fluorouracilo,
gemcitabina
Metrotrexato
Tioguanina, fludarabina
Topotecan

Hidroxiurea

Bleomicina

Etoposido

Paclitaxel (taxol)

Vinblastina, Vincristina,
Vindesina, Vinorelvina.
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Posibles efectos colaterales

Pérdida de cabello y cambio en uias
Llagas en la boca

Pérdida del apetito o aumento del apetito
Nausea y vomitos

Bajo recuento de células sanguineas

O O O 0O O

La quimioterapia puede afectar la formacién de células de la médula ésea lo que puede provocar:

o Incremento de infecciones (de bajo recuento de gldbulos blancos)
O Moretones o sangrado (de recuentos bajos de plaguetas)
O Fatiga (de los recuentos de gldbulos rojos bajos y otras razones)

Estos efectos secundarios suelen durar poco tiempo y desaparecen después de finalizar el
tratamiento (American Cancer Society, 2014).

Para las mujeres jovenes, los cambios en los periodos menstruales son muy comunes, la menopausia
prematura (no tener mas periodos menstruales) y también infertilidad puede ocurrir y puede ser
permanente. Cuando esto sucede, hay un mayor riesgo de pérdida dsea y osteoporosis (American
Cancer Society, 2014).

Neuropatia: Muchos de los medicamentos utilizados para tratar el cdncer de mama, incluyendo los
taxanos (docetaxel y paclitaxel), agentes de platino (carboplatino, cisplatino), vinorelbina, eribulina,
y la ixabepilona, pueden dafiar los nervios fuera del cerebro y la médula espinal. A veces esto puede
conducir a sintomas (principalmente en las manos y pies), como entumecimiento, dolor, ardor,
hormigueo, sensibilidad al frio o al calor, o debilidad. En la mayoria de los casos estos sintomas
desaparecen una vez que se detiene el tratamiento, pero puede durar mucho tiempo en algunas
mujeres (American Cancer Society, 2014).

El dafo del corazén: La doxorubicina, epirubicina, y algunos otros medicamentos puede causar
permanente dafio cardiaco (llamada cardiomiopatia). El riesgo de que esto ocurra depende de la
cantidad de farmaco administrada, y es mas alto si el medicamento se utiliza durante un periodo
prolongado o en dosis altas (American Cancer Society, 2014).

En muy raras ocasiones, ciertos medicamentos de quimioterapia pueden dafar de forma
permanente la médula ésea, conduciendo a una enfermedad llamada sindrome mielodisplasico o
incluso leucemia aguda mieloide, un cdncer que amenaza la vida de las células blancas de la sangre.
Cuando esto sucede, es generalmente dentro de 10 afios después del tratamiento (American Cancer
Society, 2014).

La terapia hormonal para el cancer de mama

Es otra forma de terapia sistémica. Se utiliza mas a menudo como una terapia adyuvante para
ayudar a reducir el riesgo de que el cancer regrese después de la cirugia, pero se puede utilizar como
tratamiento neoadyuvante, también se utiliza para tratar el cancer que ha llegado después del
tratamiento o se ha diseminado (American Cancer Society, 2014).
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Los ovarios de una mujer son la principal fuente de la hormona estrégeno hasta la menopausia.
Después de la menopausia, cantidades mds pequefias todavia se segregan en el tejido graso del
cuerpo, donde una hormona producida por la gldndula suprarrenal se convierte en estrégeno. El
estrogeno promueve el crecimiento de cadnceres que son receptores hormonales positivos.
Aproximadamente 2 de 3 de los canceres de mama son receptores hormonales positivos - contienen
receptores para hormonas de estrégeno (canceres ER-positivo) y / o progesterona (canceres PR-
positivo) (American Cancer Society, 2014).

Farmacos que bloquean el estrégeno.

Tamoxifeno: El tamoxifeno bloquea a los receptores de estrégeno receptores en las células del
cancer de mama, impidiendo que el estrégeno se una a ellos y por lo tanto detiene el crecimiento
de las células. Mientras que el tamoxifeno actla como un anti-estrégeno en las células mamarias,
actla como un estrégeno en otros tejidos, como el Utero y los huesos (American Cancer Society,
2014).

Los efectos secundarios mas comunes de estos medicamentos incluyen fatiga, sofocos, sequedad
vaginal o descarga, y cambios de humor. Estos medicamentos pueden aumentar el riesgo de
desarrollar cancer de Utero (cancer de endometrio y sarcoma uterino) en mujeres que han pasado
por la menopausia. Raras veces puede ocasionar trombosis venosa profunda, embolia pulmonar,
riesgo de un ataque al corazoén, y adelgazamiento de los huesos (American Cancer Society, 2014).

Los beneficios de tomar estos medicamentos superan los riesgos para la mayoria de mujeres con
la hormona receptor positivo de cdncer de mama invasivo.

Toremifeno (Fareston®): es un medicamento similar al tamoxifeno. También es un SERM (marcador
selectivo del receptor estrogénico) y tiene efectos secundarios similares. Sélo se aprobd para tratar
el cdncer de mama metastdasico. Este medicamento no es probable que funcione si el tamoxifeno se
ha utilizado y dejado de funcionar (American Cancer Society, 2014).

El fulvestrant (Faslodex®): es un medicamento que bloquea el receptor primario estrogeno. No es
un SERM - actia como un anti-estrogeno a través del cuerpo, es usado para tratar cancer de mama
metastasico (American Cancer Society, 2014).

Tratamientos para bajar los niveles de estrégeno

Inhibidores de la aromatasa (IA): Existen tres farmacos que detienen la produccion de estrégeno en
la posmenopausia y son el letrozol (Femara), anastrozol (Arimidex), y exemestano (Aromasin). Ellos
trabajan al bloquear la enzima aromatasa en el tejido graso que se encarga de producir pequeias
cantidades de estrdgeno en las mujeres posmenopausicas. Los ovarios no pueden dejar de producir
estrégeno, por lo que sélo son eficaces en mujeres cuyos ovarios no estan funcionando, ya sea
debido a la menopausia o debido al tratamiento con la hormona luteinizante liberadora de hormona
(American Cancer Society, 2014).

Megestrol de etilo (Megace®) es un medicamento similar a la progesterona usado que se puede
utilizar como una hormona tratamiento del cdncer de mama avanzado, por lo general para las
mujeres cuyos canceres no responden a los otros tratamientos hormonales. Su principal efecto
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secundario es el aumento de peso, y que a veces es utilizado en dosis mas altas para revertir la
pérdida de peso para las personas con cancer avanzado (American Cancer Society, 2014).

Los andrégenos (hormonas masculinas) rara vez pueden ser considerados después de que otros
tratamientos hormonales para cancer de mama avanzado se han intentado. A veces son eficaces,
pero pueden causar caracteristicas masculinas para desarrollar tales como un aumento de vello
corporal y una voz mas profunda (American Cancer Society, 2014).

La terapia dirigida para el cancer de mama

Estos medicamentos dirigidos funcionan de forma diferente de los medicamentos de quimioterapia
estandar (quimioterapia). Ellos a menudo son diferentes (y menos severos) en efectos secundarios.

Los farmacos que se dirigen a la / neu HER2

En aproximadamente 1 de cada 5 pacientes con cdncer de mama, las células cancerosas tienen
sobreexpresado promotor de crecimiento, proteina conocida como HER2 / neu (o simplemente
HER2) en su superficie. Los canceres de mama con demasiada cantidad de esta proteina tienden a
crecer y propagarse mas agresivamente.

Un numero de farmacos han sido desarrollados que se dirigen a esta proteina:

Trastuzumab (Herceptin)

Pertuzumab (Perjeta®)

Emtansina Ado-trastuzumab (Kadcyla ™)
Lapatinib (Tykerb)

O O O O

El trastuzumab y pertuzumab son anticuerpos monoclonales - versiones artificiales de una proteina
del sistema inmune especifica, se administran en la vena. Trastuzumab se puede utilizar para tratar
el cdncer de mama en etapa temprana y tardia. Cuando se utiliza para tratar el cdncer de mama
temprana, este medicamento generalmente se administra durante un afo. Para el cadncer de mama
avanzado, el tratamiento no se detiene después de un afio y puede durar mucho tiempo.
Pertuzumab se puede dar con la terapia de trastuzumab y quimioterapia para tratar cancer de mama
avanzado. Esta combinacién también se utiliza para tratar el cdncer de mama temprano antes de la
cirugia (American Cancer Society, 2014).

Emtansina Ado-trastuzumab es un anticuerpo monoclonal unido a un medicamento de
guimioterapia, ello también se da Intravenosa, se utiliza para tratar el cAncer de mama avanzado en
mujeres que ya han sido tratados con trastuzumab (American Cancer Society, 2014).

Lapatinib es un farmaco dirigido que no es un anticuerpo. Se administra en forma de pastilla, se
utiliza para tratar el cancer de mama avanzado.

Los efectos secundarios de estos farmacos son a menudo leves.

Algunas mujeres han desarrollado dafio cardiaco durante o después del tratamiento con los
farmacos de anticuerpos (trastuzumab, pertuzumab y trastuzumab-ado emtansina). Esto puede
llevar a un problema llamada insuficiencia cardiaca congestiva. El riesgo de problemas del corazén
es mayor cuando estos medicamentos se administran con ciertos medicamentos de quimioterapia
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gue también pueden causar dafio al corazdn, tales como doxorrubicina (Adriamycin) y epirubicina
(Ellence).

El lapatinib puede causar diarrea severa, También puede causar sindrome mano-pie, en la que que
las manos y los pies pueden presentar enrojecimiento y causar ampollas.

Los medicamentos que ayudan a medicamentos de terapia de hormonas:

Palbociclib (Ibrance®) es un medicamento que se puede utilizar junto con un inhibidor de aromatasa
para tratar a las mujeres con cancer de mama con receptores hormonales positivos HER2-negativo.
Este medicamento bloquea proteinas en la célula llamada quinasa dependiente de ciclina (CDK) 4y
CDK®, el blogueo de estas proteinas ayuda a detener las células que se reproducen rapidamente
(American Cancer Society, 2014).

Los efectos secundarios suelen ser leves e incluyen bajos niveles de gldbulos rojos (anemia), fatiga,
nauseas, Ulceras bucales, pérdida de cabello y diarrea. Bajos recuentos de glébulos blancos severos
también pueden ocurrir, que aumentan el riesgo de infeccidn grave.

Everolimus (Afinitor®) es un medicamento que se puede utilizar junto con un medicamento para la
terapia hormonal para tratar a las mujeres con cancer de mama con receptores hormonales
positivos. Este farmaco bloquea a mTOR, una proteina en las células que normalmente promueve
su crecimiento y divisién. Al bloquear esta proteina, everolimus puede ayudar a detener el
crecimiento de células cancerosas, también puede dejar de desarrollar nuevos vasos sanguineos en
el tumor, lo que limita su crecimiento. (American Cancer Society, 2014).

Exemestano (Aromasin) este medicamento estd aprobado para el tratamiento de estadios
avanzados en canceres con receptores hormonales positivos, HER2-negativo, y en mujeres que han
pasado por la menopausia. Estd destinado a ser utilizado en estas mujeres si sus canceres han
crecido mientras estaban en tratamiento con letrozol o anastrozol o bien (o el cdncer comenzé a
crecer en breve después de que se suspende el tratamiento con estos farmacos). Esta aprobacion
se basé en un estudio que mostré que la administracidon de everolimus con exemestano fue mejor
que el exemestano sélo en reducir los tumores y detener su crecimiento en las mujeres post-
menopausicas con la hormona receptor positivo, cancer HER2-negativo de mama que habian dejado
de responder a letrozol o anastrozol (American Cancer Society, 2014).

Los efectos secundarios comunes de este medicamento incluyen llagas en la boca, diarrea, nduseas,
fatiga, sensacion, recuentos de cansancio o debilidad bajos de sangre, dificultad para respirar y tos.
Everolimus puede también aumentar los lipidos en sangre (colesterol y triglicéridos) y aztcar en la
sangre, también puede aumentar su riesgo de infecciones graves (American Cancer Society, 2014).

1.5.- Kalanchoe daigremontiana (Aranto)

El género Kalanchoe, es propio de Madagascar (la cuarta isla mas grande del mundo, situada a 400
km de la costa este de Africa), que también cuenta con algunas especies diseminadas por el sury
sureste africano, India, China y Brasil. Este género comprende, 125 especies y pertenece a la familia
de las crasuldceas, a las que se les puede identificar con facilidad mediante un andlisis floral; posee
flores gametopétalas (con los pétalos soldados entre si), tetrameras (dividida en cuatro sépalos,
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cuatro pétalos, cuatro ovarios, con cuatro glandulas en su base, y cuatro estilos) y diplostémonas
(el nUmero de estambres es doble). Es una planta suculenta y xerdfita, que se adapta facilmente a
la sequia, por lo que se puede desarrollar bien en regiones donde no hiela (Cardenas, 2009).
Kalanchoe proviene del vocablo chino “kalan-chowi” (que cae y se desarrolla), y actualmente
despierta un gran interés en su actividad bioldgica (Cardenas, 2009) (Fig. 5).

Fig. 5 Kalanchoe daigremontiana.
Compuestos quimicos del K. daigremontiana

Las sustancias mas notables, biosintetizadas por las diferentes especies de este género, pertenecen
a dos familias quimicas: los glucésidos de flavonoides, un conjunto de pigmentos vegetales y los
acidos grasos y triterpenoides como los bufadiendlidos que tienen actividad citotéxica ante
diferentes lineas celulares cancerigenas (Lopez, et al., 2009), y cuyo nombre se debe a que se
aislaron por primera vez, de las secreciones de piel de sapo B. regularis (africano)y B. melanostictus
(asiatico) (Cardenas, 2009), (Ellison, et. al, 1962).

Las cuticulas de las plantas constan de cutina, un poliéster insoluble de los acidos grasos y glicerol
(Pollard et al., 2008), y complejas mezclas de ceras que son solubles en disolventes organicos (Jetter
et al., 2007); (Maarseveen, et al., 2009).

Estas ceras comprenden tipicamente, varios compuestos tales como: derivados de acidos grasos de
cadena larga (VLCFAs), aldehidos, cetonas, alcoholes primarios y secundarios, alcanos y ésteres de
alquilo, ademas, triterpenoides, tocoferoles y compuestos aromaticos, pueden estar presentes en
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cantidades caracteristicas que van desde concentraciones traza en algunas especies y para otras
aproximadamente > 50% de las ceras totales (Maarseveen, et al., 2009).

Los bufadiendlidos, son esteroides cardioactivos cuya eficacia en el tratamiento de enfermedades
cardiacas ya era conocida por los antiguos egipcios (Cardenas, 2009). Poseen el nucleo tetraciclico
tipico de los esteroides (ciclopentano- perhidrofenantreno) al que se le une un anillo
pentadiendlido, una estructura quimica semejante a otros compuestos, con actividad bioldgica,
como el 4cido ursdlico un triterpeno pentaciclico presente en muchas plantas medicinales, que ha
sido descrito como inhibidor de varios pasos clave de la angiogénesis (proceso morfogenético en el
gue se generan nuevos capilares a partir de vasos sanguineos preexistentes) (Cardenas, 2009). Fué
examinada la composicién del K. daigremontiana en raices, hojas, estambres y flores por las técnicas
de TLC, HPLC, y H* NMR y se identificaron catorce esteroles los cuales fueron: colesterol, 24 (28) -
metilcolesterol, 24 — metil — 23 dehidrocolesterol, 24 —metil- 24 — dehidrocolesterol, 24 o-
metilcolesterol, 24 B-metilcolesterol, 24- B- etil-22, 25 (27) bis- dehidrocolesterol, 24- dimetil- 25
(27)- dehidrocolesterol, 24 B — etil — 25 (27)- dehidrocolesterol (clerosterol), 24 — etil — 24 —
dehidrocolesterol (24-etildesmosterol), trans — 24- etilidenecolesterol (isofucosterol), 24 a-
etilcolesterol (sitosterol) y 24 a — etilcolesta — 5, 22- dienol (stigmasterol) (Kalinowska, 1990).

Las hojas producen primordialmente 24 B- etilesteroles, estambres y flores producen en igual
proporcidon 24 ay 24 B — etilesteroles y las raices 24 a-etilesteroles (Kalinowska, 1990). Ademas las
hojas de K. daigremontiana en ambas superficies adaxial y abaxial presentan ceras intracuticular y
epicuticular, conteniendo cantidades aproximadamente iguales de triterpenoides y derivados de
acidos grasos de cadena muy larga (VLCFA) (Maarseveen, et al., 2009). La fraccidn de triterpenoides
consistié de: glutinol (8-19% de la cera total) y friedelin (4-9%), junto con pequefias cantidades de
glutanol, acetato de glutinol, epifriedelanol, germanicol y B-amirina. Y para los compuestos
derivados (VLCFA) alcanos de C,;-C55 (19-37% de la cera total), aldehidos C;;, — C54 (3 - 7%), y acidos
grasos de C;, y C3, (0.2-3%), alcoholes primarios de C,¢-C;4 (4-8%), y ésteres de alquilo de C,,-Cs; (2-
9%). Se encontré que las ceras tienen diferentes cantidades de triterpenoides, en donde la cera
intracuticular, contiene un mayor porcentaje de triterpenoides que la epicuticular y la Unica cetona
triterpenoide presente, mostré una distribucién opuesta con mayor proporcién en la cera
epicuticular, los derivados de acidos (VLCFA) también se acumulan con mayores porcentajes en la
epicuticular que en la intracuticular los cristales de cera epicuticular se observaron en ambas
superficies de las hojas adaxial y abaxial (Maarseveen, et al., 2009).

En 1984 dos principios téxicos de K. daigremontiana fueron aislados y estructuralmente
identificados como bufadiendlidos con un patrén de sustitucién inusual. Daigremontianin, un nuevo
compuesto, y bersaldegenin-1,3,5-ortoacetato que también se encontrd en Kalanchoe tubiflora por
Hamet, estos compuestos muestran una pronunciada actividad sedante, un efecto inotrépico
positivo y actividad a nivel del sistema nervioso central (SNC) (Wagner, et al., 1984).

Se han estudiado dos especies de Crassulaceae (K. daigremontiana Hamet et Perr y K. tubiflora
Hamet), que han sido reportadas como toxicas en la literatura (Friedrich, et al., 1968), y de los cuales
lograron aislar y determinar la estructura de los dos principales principios activos de K.
daigremontiana.

Los compuestos, 1y 2, (ver Fig. 6 y Fig. 7 respectivamente) mostraron un fuerte efecto sedante en
ratones a dosis bajas (0.1-0.5 mg/ kg de ratdn, segln las pruebas de motilidad) y pueden llegar a ser

21




toxicos a altas concentraciones, induciendo la paralisis y la contraccién espasmaddica del musculo
(Wagner, et al., 1984).

Una mezcla de 1y 2 se obtuvo a partir de la fraccidn de diclorometano de un extracto metandlico
se prepard una columna de cromatografia y también se realizé TLC en silice gel, utilizando acetato
de etilo / tolueno / acetona = 10:3: 2 v/v/v como eluyente.

Se prepard una columna RP-18 en HPLC con un 30% acetonitrilo obteniendo los compuestos 1y 2
puros (Wagner, et al., 1984).

Las formulas moleculares determinadas son CasH3009 para 1 (MW = 486) y CasH3207 para 2 (MW =
456) por MS y andlisis elemental cuantitativo (Wagner, et al., 1984).

El espectro de H-RMN indicé una lactona insaturada formada por seis miembros, un grupo aldehido,
2-grupos CHs-y un sistema de anillos aromaticos terpenoides (Wagner, et al., 1984), (Fig. 6).

Fig.6 Daigremontianin (1) Fig. 7 Bersaldegenin1,3,5 ortoacetato (2)

La Fig. 6 muestra que este bufadiendlido, Daigremontianin (1) tiene una estructura formada por
anillos A, B, Cy D en configuracién cis / trans / cis, un grupo ortoéster acético unido al anillo Ay a
su vez un grupo hidroxi / ceto en el C 11y C 12 respectivamente, (poco comun) hasta el momento;
se ha encontrado en el bufadiendlido Arenobufagin ( Kalinowska, et al., 1990).

El compuesto, llamado Daigremontianin parece representar el primer hallazgo encontrado de un
bufadiendlido en una especie de Kalanchoe (Wagner, et al., 1984). El compuesto 2 difiere del
compuesto 1 en 30 unidades masa; segun la técnica de H-NMR este compuesto (2) no presenta
sustituyentes en las posiciones del C 11y 12, segiin como lo muestra la Fig. 7 (Wagner, et al., 1986).
Se han aislado y elucidado estructuralmente por rayos X y espectroscopia de Hy C -NMR, cinco
bufadiendlidos biosintéticamente del K. daigremontiana. Los compuestos fueron identificados
como bersaldegenin 1,3,5-ortoacetato(2), bersaldegenin 1-acetato (4), bersaldegenin 3-acetato (3),
1,3,5-ortoacetato (daigremontianin 1) y daigremontianin 3- acetato (5) (Lotter, et al., 1986).

Para llevar a cabo, la localizacién y el aislamiento de estos principios activos se ocuparon diversos
solventes para asi obtener diferentes fracciones; se uso éter de petrdleo CH,Cl,, BuOH y H,O (Lotter,
et al., 1986).

5

H3C—

O=0

-0

Fig.8 Bersaldegenin 3-acetato (3) Fig. 9 Bersaldegenin 1-acetato (4)
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Se observa que ambos compuestos 3 y 4 Fig. 8 y 9; han tenido un cambio con respecto a los
compuestos 1y 2 (Wagner, et al., 1986), formando el grupo acetilo (Lotter, et al., 1986).

Fig. 10 Estructura de daigremontianin 3- acetato (5)

Se puede observar la presencia de un nuevo grupo metil, Fig.10 esto puede ser debido a los
desplazamientos quimicos reasignando asi a un grupo acetil. “Compuesto 5” (Lotter, et al., 1986).

Usos del Kalanchoe daigremontiana

Los compuestos insecticidas son muy importantes en el campo Agricola, ya que son necesarios en
el control de plagas de insectos. En especial el Kalanchoe es una fuente natural prometedora de
compuestos insecticidas (Maharani, et al., 2008).

La planta es usada en Indonesia por la medicina tradicional para el tratamiento de infecciones
reumatismo, tos, fiebre y la inflamacién (Hutapea, 1994).

El uso de las especies de Kalanchoe en la medicina tradicional, se ha enfocado al tratamiento de
enfermedades infecciosas, inflamatorias y cancerosas; estudios recientes han demostrado su
capacidad antitumoral, antihistaminica, antiinflamatoria (independiente de ciclooxigenasa-2) e
inmunomoduladora asi como actividad citotdxica sobre células procedentes de la leucemia
linfoblastica (Cardenas, 2009).

De una serie de bufadiendlidos naturales se ha estudiado, mediante la determinacién de su
actividad antitumoral a varias lineas celulares como las células KB, el carcinoma de pulmén humano
A 549, células tumorales de colon HCT - 8 (11, 12), carcinoma humano de la nasofaringe, y en
carcinosarcoma intramuscular, reportando asi actividad inhibitoria como sigue para el compuesto
(1) I1Cso= 0.4 uM, para (2) ICso= 1.6 uM, para (3) ICs,=3uM, para el (4) y (5) ICs,>4 UM (Supratman, et
al., 2001).

Actualmente han evaluado in vitro la citotoxicidad de algunas especies de Kalanchoe (K. pinnata, K.
daigremontiana, y K. flammea) en lineas celulares de cancer cérvico — uterino y de prdstata y de
acuerdo con lo reportado el mejor extracto, con base en la disminucién de la proliferacién celular
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fué el hexanico de K. flammea, ya que desde una concentracién de 1.562 pg/ml mata a las células
Hela y el extracto alcohdlico y acetilico de K. flammea a la misma concentracidn mata a las células
PC3. Ninguno de los extractos a las diferentes concentraciones utilizadas dafio a los linfocitos
(células sanas) (Herrera, et al., 2009). También se ha estudiado la especie Kalanchoe tubiflora H.
Para su evaluacion citotdxica en las siguientes lineas celulares de cancer Kb (nasofaringeo), Hep
(laringeo), MCF-3 (mama) y PC — 3 (préstata). Se encontrd que los extractos obtenidos de K. tubiflora
de solventes de mediana y alta polaridad, tuvieron una respuesta selectiva favorable en las lineas
Kb y Hep — 2, la linea MCF-7 fué menos sensible y la PC-3 no presentd respuesta positiva al
tratamiento con los extractos, por lo que Kalanchoe tubiflora H. pudiera presentar actividad
antineopldsica contra algunos otros tipos de cdncer (Martinez, et al., 2009).

En otro contexto, Williams y Smith (1984) han informado de que las hojas de esta planta eran toxicas
para polluelos en una dosis de 8.12 mg por gramo de peso corporal, pero los principios
guimicamente caracterizados no fueron téxicos. Varios componentes fendlicos y flavonoides
glucésidos aislados por Gaind y Gupta de las hojas de K. daigremontiana no se caracterizaron
totalmente ( Homans y Fuchs, 1970; Gaind y Gupta, 1971).

El Metil daigremontiani, es un insecticida bufadiendlido que se aislé de las hojas de K.
daigremontiana x tubiflora (Crassulaceae) junto con cuatro bufadiendlidos conocidos. Su estructura
fue establecida por espectroscopia, este compuesto se evalud contra el tercer estadio de larvas de
gusanos de seda (Bombyx mori). Los resultados sugieren que el ortoéster y o— pirona han
desempenado un papel muy importante como actividad insecticida (Supratman, et al., 2001).

El extracto metandlico de las hojas secas de K. daigremontiana fué concentrado y se extrajo con
clorhidro de metileno, compararon sus resultados con los estdndares que son los compuestos 1y 2
mencionados anteriormente y observaron que los componentes que aislaron de acuerdo con su
metodologia fueron el ortoacetato y la a- pirona, asi también apreciaron que cuando esta presente
el oxigeno en los sustituyentes en la posicién del C11y C12 existe una actividad insecticida mejorada
probada en gusanos de seda, ( Maharani, et al., 2008). Hasta ahora, se conocen 9 bufadiendlidos en
total, 2 de ellos extraidos del K. pinnata (briofilin C “6”, y briofilin A “7”), 5 extraidos del K.
daigremontiana y 2 modificados quimicamente tratados con una base y posteriormente con un
acido para poder fraccionarlos y asi obtener el metil — isobriofilinato A (8) y el metil —
isobersaldegenin -1, 3, 5 — ortoacetato (9) todos ellos mostrando actividad insecticida (Supratman,
et al., 2001).

Cinco bufadiendlidos aislados de las hojas de la planta Kalanchoe fueron extraidos usando MeOH,
fué concentrado y sometido a presion reducida hasta obtener un residuo café oscuro,
posteriormente se utilizd CH,Cl, y H,0 para fraccionar sus componentes, todo esto para realizar
pruebas con efectos inhibitorios, en principios de antigeno en virus Epstein Barr (EBV - EA) para
activacion en células Raji inducidas por promotor de tumor, 12 — O — tetradecanoilforbol — 13-
acetato. Todos estos bufadiendlidos presentan actividad inhibitoria, principalmente el briofilin A (7)
exhibe la mejor marca de inhibicién (ICso = 0.4 uM), estos resultados muestran una fuerte esperanza
en que los bufadiendlidos tengan un gran potencial como nuevos agentes quimiopreventivos para
el cancer (Supratman, et al., 2001).

Bufadiendlidos, actividad antitumoral y mecanismo de accion.
Los glucdsidos cardiacos tienen como molécula base, el ciclopentanoperhidrofenantreno, sustituido
en el carbono 17 con un pentadiendlido para los cardendlidos y un butendlido en los bufadiendlidos,

(Steyn et. al., 1997).
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Fig. 11 Estructura quimica de los glucosidos cardiacos, tomada de (Tesis Universidad de El Salvador, Jorge
Martinez, et. al., 2011)

Los bufadiendlidos son triterpenos, esteroides de 24 carbonos, y tienen como caracteristica
estructural la presencia de 6 anillos de lactona (a-pirona) y una doble insaturacion en la posicidn
17B, ver Fig. 11.

Los bufadiendlidos poseen un amplio rango de bioactividades incluyendo cardiotdnicas, excreciéon
sodio — renal / estimulacidn en presidén sanguinea, inmunoregulacidn y antineoplasia. De todas las
actividades descritas para los bufadiendlidos, la actividad antitumoral es un dato muy interesante
en las investigaciones, en donde los bufadiendlidos se obtienen de fuentes como plantas, animales
y biotransformacién (Huimin Gao, et. al, 2010).

Estos han sido evaluados en una variedad de células de cancer, incluso humanas, leucemia,
hepatoma, carcinoma, pulmodn, gastrointestinal y canceres de mama. Todos los bufadiendlidos
mostraron una actividad potencialmente citotdxica. Interesantemente, existen diferencias
caracteristicas en el potencial de estos compuestos con estructuras similares (Huimin Gao, et. al,
2010).

Para esta instancia los compuestos: bersaldegenin — 1 — acetato, bersaldegenin 3- acetato, y
kalanhybrin A, B, Cy daigredorigenin — 3 — acetato, de la familia crassulaceae fueron evaluados su
citotoxicidad para MCF- 7 (mama), NCI — H460 (pulmén) y SF -268 (derivado de glioma) lineas
celulares (Huimin Gao, et. al, 2010).

El compuesto, bersaldegenin 3- acetato y daigredorigenin — 3 — acetato, mostraron casi una
completa inhibicidn de las lineas celulares MCF-7 y NCI — H460, a una concentracion de 4 ug/ml. El
compuesto bersaldegenin — 1 — acetato, mostro una citotoxicidad mas débil en MCF-7 (linea celular)
y tuvo una actividad inhibitoria similar en linea celular NCI — H460.

Los bufadiendlidos monoglicosidos, particularmente mostraron una respuesta similar, para
carcinoma en células escamosa (HSC-2), y cancer en piel (A375). Aunque los bufadiendlidos
glucdsidos indican actividad citotdxica en ambas lineas celulares; tanto células tumorales y en
células normales, los bufadiendlidos glucésidos, prevén una alta especificidad al tumory por lo tanto
una citotoxicidad similar mds débil en células normales. Estos resultados sugieren que los
monosacaridos unidos en la aglicona del bufadiendlido contribuyen a la mediacién de la
especificidad del tumor (Huimin Gao, et. al, 2010).
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De acuerdo con (Huimin Gao, et. al, 2010), proponen que la 1 — 3 hidroxilacién y 3- epimerizacidn,
podria mejorar la citotoxicidad de los derivados del cinobufagin. En contraste con una minima
modificacidn en la estructura de los bufadiendlidos como es una sustitucidn con (3 — 3- hidroxi, 3-
cetona, o 16 — deacetil), estos grupos conseguidos por una transformacidon microbial, resulto
decrecer el efecto citotdxico, es decir estos metabolitos de cinobufagin fueron menos citotdxicos
que el cinobufagin.

El bufalin ha demostrado que induce la diferenciacidon de células y apoptosis, eventos que se
entrelazan y son regulados por distintas proteinas. El bufalin induce apoptosis, y fue caracterizado
por el arresto del ciclo celular en la fase Go /Gi1 en la baja regulacion de las proteinas pro —
supervivencia, BCl -2 y BCl —XLy sobrerregulacién de las proteinas pro- apoptdéticas, Bax y hendidura
de caspasa — 9 (Huimin Gao, et. al, 2010).

En andrégeno — dependiente y células de cancer de prdstata independientes el bufalin y
cinobufagin, incrementa los niveles de calcio intracelular y causa apoptosis via mitocondrial, junto
con la translocacidn de Bax, liberando el citocromo c, y la activacidn de caspasas. En una revisién de
Mijatovic, discute el potencial de los esteroides cardiotdnicos, que ejercen actividad antineoplasica
debido a su interaccién con la bomba de sodio (Huimin Gao, et. al, 2010).

Los bufadiendlidos y los cardendlidos son descritos como glucésidos cardiacos y entre ellos son
similares en su actividad bioldgica debido a que incrementan la fuerza contractil del corazén por la
inhibicién de la enzima Na+ -K + - ATPasa asi como en su estructura (Xie y col., 2002 citado por
Mijatovic y col., 2007). La enzima Na+ -K + -ATPasa es el Unico receptor en la célula para los
glucdsidos cardiacos y es la responsable de la extrusion activa del Na+ intracelular en el intercambio
con el K+ extracelular (Xie y col., 2002 citado por Mijatovic y col., 2007). Los bufadiendlidos actian
uniéndose a un receptor extracelular especifico: la subunidad a del sodio, de la adenosina
trifosfatasa Na+, K + -ATPasa activada por potasio (Xie y col., 2002 citado por Mijatovic y col., 2007).
La Na+, K+ -ATPasa, es una enzima membranal altamente conservada esencial para la homeostasis
celular. La descripcidn clasica de la funcién de esta enzima es de un papel de “housekeeping” en el
mantenimiento de los gradientes de Na+ y K+, a través de la membrana plasmatica. Esos gradientes
son esenciales para la preservacion del potencial eléctrico de la membrana de todas las células, en
el control del volumen celular y en el transporte de muchos substratos organicos e inorganicos a
través de la membrana celular (Blanco y Mercer, 1998; Kaplan, 2002 citados por Mijatovic y col.,
2007). Esta enzima es un oligdmero compuesto por tres polipéptidos, las subunidades a, B, y FXYD,
hasta el momento se han descubierto en humanos diferentes isoformas de estas subunidades, 4a,
3By 7 FXYD (seis no se asocian con la Na+, K+ -ATPasa) (Lingrel y Kuntzweiler, 1994; Blanco y Mercer,
1998; Mohasberi y col., 2000; Kaplan, 2002 citados por Mijatovic y col., 2007). La subunidad a es
una proteina membranal que es responsable del transporte y de la funcidn catalitica de la enzima y
contiene los sitios de unién para los cationes, ATP y los bufadiendlidos (Lingrel y Kuntzweiler, 1994,
Blanco y Mercer, 1998; Mohasberi y col., 2000; Kaplan, 2002 citados por Mijatovic y col., 2007). La
subunidad B es un polipéptido transmembranal, tienen tres sitios de glicosilaciéon y 3 puentes
disulfuro. Esta subunidad aparentemente estd involucrada en la oclusién del K+ y en la modulacién
de la afinidad de la enzima con el Na+y el K+ y actia como chaperona estabilizando la plegacién del
polipéptido a para facilitar su liberacidn a la membrana plasmatica (Chow y Forte, 1995; Pressley,
1996; Blanco y Mercer, 1998 citados por Mijatovic y col., 2007). El tercer componente es una
proteina transmembranal segmentada denominada FXYD, la cual aparentemente modula la funcién

26




de la Na+, K + - ATPasa, y por lo tanto, la adaptacion de las propiedades cinéticas del transporte
activo de Na+ y K+ a las necesidades especificas de las diferentes células (Garty y Karlish, 2006;
Geering, 2006 citados por Mijatovic y col., 2007). Esta bien establecido que el sitio de union de los
bufadiendlidos en la Na+, K + -ATPasa, esta compuesto de aminodcidos locales entre la primeray la
segunda hélices transmembranales frente al medio extracelular (Lépez Diaz, 2011).

Por otro lado los requerimientos esenciales estructurales del bufalin para el incremento de la
citotoxicidad han sido identificados: Un anillo esteroide en posicién Cis C/D unido con un C14 b —
grupo hidroxilo y un anillo C17 b- 2 —pirona (Biao Ma, et. al., 2013).

1.6.- Nanotecnologia

La nanotecnologia representa actualmente un muy importante papel en la medicina y su aplicacion
al tratamiento, diagndstico, seguimiento y control de los sistemas bioldgicos, es bien conocida como
Nanomedicina (Vila, 2008).

El tamafio total de la particula puede desempefnar un papel importante, ya que las particulas
grandes pueden potencialmente inducir un dano permanente a la membrana celular, mientras que
las particulas pequefias pueden pasar a través de la membrana y ocasionar dafios dentro de la célula
(Yoshida et al., 2003). Particulas no esféricas, por otro lado, podrian generaruna respuesta bioldgica
diferente en comparacién con las nanoparticulas esféricas (Geng et al., 2007; Suh, et al., 2008).
Actualmente existe una diversidad de nanosistemas que se pueden utilizar en el campo de la
tecnologia farmacéutica, como por ejemplo nanoparticulas polimericas o metalicas, liposomas,
niosomas, micelas poliméricas, nanoparticulas lipidicas, dendrimeros, quantum, dots etc. Cuya
finalidad es incrementar la eficiencia in vivo de numerosos farmacos fundamentalmente
antineoplasicos (Vila, 2008).

Los nanosistemas en la nanotecnologia farmacéutica tienen como finalidad lo descrito a
continuacién:

O Proteger el farmaco de su degradacidn, tanto fisica, como quimica, es un aspecto esencial
cuando se piensa en la utilizacidn de los nuevos principios activos.

O Incrementar la absorcidon de farmacos facilitando su difusion a través de los epitelios,
importante para administracion parenteral de farmacos.

O Modificar las caracteristicas farmacocinéticas de los farmacos y con ello su perfil de
distribucidn a ciertos tejidos u érganos, para incrementar su eficacia o disminuir efectos

indeseables.

O Incrementar la penetracién y distribucién intracelular, aspecto importante cuando la diana
sobre la que va a actuar el fdrmaco se encuentra en la célula.

O Mejorar las técnicas de imagen y diagndstico in vivo.

27




Y a su vez los nanosistemas farmacéuticos en general deben de cumplir con las siguientes
especificaciones:

Deben de ser biocompatibles y biodegradables.

Tener un tamano de nanométrico.

Poseer una elevada capacidad de incorporacién del principio activo.

Presentar un prolongado tiempo de circulacidn en el torrente circulatorio.

Es deseable que el sistema presente una especifica o inespecifica capacidad de acumulacién
en determinados lugares del organismo.

O Ser razonablemente sencillos de preparar y de forma reproducible (Vila, 2008).

O O O OO

Nanoparticulas

El uso de nanoparticulas es una importante area de la investigacién en el campo de la nanomedicina,
ya que parecen prometedores como sistemas de administracién de farmacos debido a su liberacion
controlada y sostenida, tamafio subcelular, y biocompatibilidad con el tejido y con las células (Reis,
et al.,, 2006). Ademas, el uso de nanoparticulas minimiza la degradacién del principio activo,
incrementa su semivida en el interior del 6rgano a tratar y disminuye su toxicidad. Nanoparticulas
implica la formacién, de particulas cargadas de farmacos con didmetros que van desde 1 a 1000 nm.
(Reis, et al., 2006). El término nanoparticula engloba las nanocapsulas y nanoesferas; las
nanocapsulas son sistemas vesiculares en los que el farmaco se localiza en el interior de la particula,
generalmente disuelto en un vehiculo oleoso rodeado por una membrana polimérica. Las
nanoesferas, en cambio, son sistemas de tipo matricial donde el farmaco se suele encontrar
encapsulado en el interior de la matriz, (Rocha, 2009) es decir los medicamentos pueden ser
absorbidos en la superficie de la esfera o encapsulados dentro de la particula (Fig. 12) (Reis, et al.,
2006).

[
Farmaco distribuido
S uniformemente, no
existe nucleo

Farmaco concentrado,

> existe nucleo.

Fig. 12 Esquema de una nanoesfera (A) y una nanocapsula (B).

La superficie de las nanoparticulas, es una caracteristica muy importante ya que es una de las formas
por las que se puede seleccionar, la via de administracion de farmacos. Una vez que estan en el
torrente sanguineo, las nanoparticulas en general (no modifican su superficie) y las particulas con
carga negativa pueden ser rapidamente opsonizadas y eliminadas. Es bien sabido que el reticulo
endotelial, el higado y el bazo, son un gran obstaculo para las nanoparticulas, ya que estos drganos
tienen la capacidad de reconocer estos sistemas, y sacarlos de la circulacion sistémica, y, en
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consecuencia, evitar la entrega efectiva de las nanoparticulas en los érganos diana (Reis, et al.,
2006).

Por esta razén se ha optado por la modificacién superficial de las nanoparticulas con polimeros
hidrofilicos, esta es la forma mas comun para controlar el proceso de opsonizacidn y para mejorar
las propiedades de la superficie o revestimiento del sistema.

Esto se ha logrado, con la fijacion de polietilenglicol (PEG) a las cadenas de polimeros
biodegradables, tales como el acido polilactico (PLA) y poli lactico-co-glicélico (PLGA), ademas que
presentan una buena biodegradabilidad y biocompatibilidad, y han sido aprobados por la FDA. Asi,
las cadenas de PEG hidrofilicas permiten el control de la absorcidn de proteinasy péptidos, y ademas
le permitira regulacidon del comportamiento de células con respecto a la superficie del polimero
(Reis, et al., 2006).

Se conoce que modificando el peso molecular, su grado de hidrofilia y la proporcién de cada uno de
los polimeros, se puede controlar la velocidad de degradacidon de los mismos, el grado de
encapsulacién y el de liberacién del farmaco o principio activo (F. Rocha, et al., 2009). Asi como la
composicion polimérica de las nanoparticulas, cualquier sustancia adyuvante, y la droga asociada
(sus caracteristicas fisicoquimicas, peso molecular, la carga, etc), tienen una gran influencia en la
absorcidn, el patrén de biodistribucidn y eliminacidn (Reis, et al., 2006). Entre las distintas moléculas
encapsuladas en nanoparticulas formuladas con poliésteres se encuentran fdrmacos antitumorales,
antigenos, péptidos y proteinas, genes, etc, para el tratamiento y prevencién de distintas
enfermedades (Kim, et al., 2007; Pandey, et al., 2006).

1.7.- Polimeros empleados en la encapsulacion
de farmacos.

El desarrollo de un sistema inteligente, se suele iniciar disefiando un nuevo material, que
generalmente, es un polimero semisintético o sintético, por lo tanto, el progreso de la Ciencia de
Polimeros ha marcado decisivamente la evolucién de los sistemas inteligentes.

Muchos polimeros naturales, como la celulosa o la goma ardabiga, se vienen utilizando desde hace
siglos y hoy en dia otros muchos polimeros estan presentes, en la mayor parte de los medicamentos
desempenando papeles muy diversos. Los seres vivos cuentan con mecanismos propios de
reconocimiento especifico, de captacion selectiva y de transporte controlado de sustancias que
actuan en las células y en los orgdnulos celulares, en los que las macromoléculas juegan un papel
fundamental (Corcheiro, 2007).

Los sistemas inteligentes reproducen, en mayor o en menor medida, el comportamiento propio de
los sistemas bioldgicos, haciendo posible que se active o se module la liberacién del farmaco en
respuesta a sefiales, emitidas desde el exterior o por efecto de cambios en el entorno bioldgico.
Como consecuencia del proceso evolutivo, los seres vivos estdn creando continuamente nuevos
biopolimeros, (por ejemplo anticuerpos para agentes exdgenos o sustancias desconocidas) que
tienen un gran valor como modelos, cuando se aborda el desarrollo de materiales sintéticos,
destinados a desempefiar funciones similares a las de las macromoléculas naturales (Corcheiro,
2007).

Frente a las macromoléculas naturales, los polimeros sintéticos tienen algunas ventajas
importantes: a) se puede predecir su estructura de manera precisa; b) se obtienen por
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procedimientos versatiles y faciles de ajustar, para conseguir propiedades adaptadas a distintas
necesidades; y c¢) su produccién industrial resulta mas econdmica. Para que un polimero se pueda
utilizar como componente de un sistema inteligente de liberacién de medicamentos tiene que estar
dotado de funcionalidad. Por funcionalidad se entiende un efecto macromolecular especifico,
derivado de unas determinadas caracteristicas quimicas y estructurales, que se pueden manifestar
con diferentes niveles de complejidad. La hidrofobicidad superficial o la capacidad para inmovilizar
proteinas, son ejemplos de funcionalidad a un nivel muy bdsico. La funcionalidad mas compleja de
los polimeros sensibles, a estimulos se manifiesta, por ejemplo, como una aptitud para cambiar la
solubilidad, la forma, el volumen o el estado de agregacidn en respuesta a un estimulo externo (por
ejemplo, irradiacion, aplicacién de calor o de un campo eléctrico o magnético o compresidn) o a una
alteracion del medio (cambio de pH o incorporacion de una determinada sustancia). Ademas, el
polimero debe ser capaz de transformar el estimulo en una funcidn especifica, que se pueda
desempenar en el entorno bioldgico. Los polimeros sensibles a estimulos que responden
reversiblemente, activandose cuando se aplica el estimulo y desactivdndose cuando cesa, se
conocen como polimeros inteligentes. Para desarrollar sistemas inteligentes de liberacion de
medicamentos, se pueden incorporar polimeros dotados de esta cualidad a sistemas
convencionales, como liposomas, vesiculas, dendrimeros o particulas sélidas (Corcheiro, 2007).

Los sistemas de transporte a base de materiales poliméricos, en forma de nanoparticulas requieren
polimeros biocompatibles y biodegradables, estos polimeros deben ser completamente degradados
y eliminados del organismo. Asi estos, por su baja inmunogenicidad, pueden ser combinados con
una amplia variedad de farmacos y otras moléculas de interés terapéutico (Rocha, et al., 2009).

Poli-e-caprolactona (PCL)

Polimero en que sus principales ventajas son las de aumentar la semivida biolégica de eliminacidn
(es el tiempo necesario para que la cantidad de dicho medicamento presente en el organismo o en
el plasma sanguineo se reduzca a la mitad) como consecuencia de diversos procesos de eliminacion)
de las moléculas encapsuladas, lo que permite su uso en formulaciones nanoparticuladas para la
administracién de principios activos, para los cuales es necesaria una liberacion mantenida durante
periodos de tiempo muy largos. Y de generar durante su degradacidn una cantidad menor de
productos acidos comparada con el PLGA (Sinha, et al., 2004).

Poli (B-hidroxibutirato) (PHB)

Otro poliéster biodegradable es el poli (B-hidroxibutirato) (PHB), es estable a temperatura ambiente
y semicristalino, con una velocidad de degradacidon mds lenta que otros poliésteres empleados en
formulaciones de nanoparticulas, el PHB puede facilitar la liberacién de farmacos de bajo peso
molecular debido a la penetraciéon de agua y formacién de poros en la matriz polimérica
nanoparticulada (Pouton, et al., 1996).

Acido poli (B, L - malico) (PMLA)

Las nanoparticulas de PMLA han sido preparadas con el propdsito de encapsular proteinas de
distintos puntos isoeléctricos, manteniendo asi su actividad enzimatica durante periodos de tiempo
prolongados comparados con la enzima libre (Arias, et al., 2008). Actualmente existen distintas
combinaciones de polimeros principalmente con dos objetivos: modificar las propiedades de
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superficie de las nanoparticulas y disminuir la degradacion de las moléculas encapsuladas
(Mundargi, et al., 2008; Rieux, et al., 2006). La modificacién del PLGA juega un papel muy importante
ya que puede optimizar la estabilidad del farmaco encapsulado, su perfil de liberacion y/o dirigir las
nanoparticulas a una diana especifica. La pegilacién (modificacién superficial de la particula con
PEG), incrementa la semivida bioldgica de las moléculas encapsuladas en las nanoparticulas. Asi se
ha comprobado que nanoparticulas pegiladas de docetaxel posibilitan una mayor acumulacion del
antineopldsico en tumores sdlidos en ratén (Senthilkumar, et al., 2008).

Danhier (2009) observaron un mayor efecto inhibitorio inducido por el paclitaxel encapsulado en
nanoparticulas de PLGA pegiladas sobre el crecimiento tumoral en higado de ratén, comparado con
la administracién de Taxol® (Rocha, 2009).

Acido Poli — Lactico (PLA)/ Acido Poli — lactico- co- glicélido (PLGA).

Los poliésteres alifaticos, estdn formados por una sucesién de unidades monoméricas de acido
l[actico o bien de dimeros lactico-co-glicdlico estos biopolimeros han sido aprobados por la FDA. El
L-PLA y el PLGA son compuestos que corresponden respectivamente al homopolimero lineal del
acido poli-L-lactico y a copolimeros lineales del D, L acido lactico y glicdlico, los cuales se pueden
encontrar en proporciones monomeéricas variables, el peso molecular de PLA/PLGA es un parametro
que influye en la homogeneidad de la muestra. Por lo general, los polimeros de elevado peso
molecular dan lugar a sistemas nanoparticulados con un bajo indice de polidispersién (Zambaux, et
al., 1998). La ausencia de toxicidad de sus productos de degradacion y su modulable velocidad de
degradacion han hecho que el PLGA sea el poliéster mas utilizado en formulaciones
nanoparticuladas de aplicaciéon terapéutica (Gu, et al., 1992; Lemoine, et al., 1998; Fonseca, et al.,
2002; Dillen, et al., 2004; Ayalasomayajula, et al., 2004). Otra importante ventaja del PLGA sobre el
L-PLA, es que al presentar una velocidad de degradacién mas rdpida, la probabilidad de que ocurran
reacciones adversas debido a fragmentos cristalinos liberados por estos ultimos, es menor
(Bergsma, et al., 1995).

1.8.- Nanomedicina

La Nanomedicina, es una rama de la nanotecnologia, que se refiere a un drea muy especifica, a
escala molecular, y llevar a cabo la intervencidn médica para el tratamiento de enfermedades o para
reparar los tejidos dafiados.

La nanomedicina, es un campo en el que se incluye el uso de polimero-ADN complejos (polyplexes),
los conjugados polimero-farmaco, y las micelas poliméricas obteniendo farmacos hidrofébicos, ha
tenido un gran impacto y cada vez mas por su capacidad para mejorar la eficacia de la terapéutica
del cancer. Debido a su pequefio tamafio y excelente biocompatibilidad, los polimeros en que
agentes terapéuticos nanométricos pueden circular en el torrente sanguineo durante largos
periodos de tiempo, les permite llegar al sitio de destino. La biodistribucion de un determinado
farmaco es otro factor importante, cuando es administrado por via intravenosa, los farmacos
convencionales se distribuyen a lo largo de todo el cuerpo a través del torrente sanguineo y afectan
tanto a células malignas como a células normales.

La meta ideal es entregar una gran parte del farmaco que se administra al sitio de destino con una
duracidn suficientemente larga. Para lograr este objetivo, medicamentos contra el cancer deben
mostrar una liberacién sostenida, controlada y dirigida.

31




En la modificacién quimica ademas, se estan disefiando agentes terapéuticos de polimeros con
ligandos capaces de unirse especificamente a receptores que estan sobre-expresados en células de
cancer y asi poder aumentar notablemente la eficiencia terapéutica (Hyung, et al., 2008; Wang, et
al., 2010).

La nanoencapsulacion de los medicamentos (Nanomedicina) aumenta la eficacia, la especificidad,
la tolerabilidad y el indice terapéutico de los medicamentos correspondientes. Estos
nanomedicamentos tienen muchas ventajas en la proteccidn del principio activo en cuanto a su
degradacion y la interaccidn con el entorno biolégico, como por ejemplo, la biodisponibilidad, el
tiempo de retencién y la mejora de la penetracion intracelular (Acharya, et al., 2010).

Angiogénesis en el cancer

Casi todos los tejidos vasculares que tienen redes proporcionan a las células el oxigeno y los
nutrientes. La red vascular es un sistema estable, donde la formacion de los nuevos vasos
sanguineos normalmente sélo se ve durante el desarrollo embrionario o cicatrizacidn de la herida,
y en respuesta de la ovulacion (Hyung, et al., 2008). En el caso del cancer, los tumores sélidos mas
pequefios que son de |-2 mm3 no estdn vascularizados, porque el oxigeno y los nutrientes pueden
llegar al centro del tumor por difusién simple. Sin embargo, los tumores sdélidos (Fig.13) mas grandes
que presentan un volumen critico, de 2 mm? de entran en un estado de hipoxia celular que marca
el inicio de la angiogénesis tumoral, es decir, el surgimiento de nuevos vasos sanguineos de los vasos
ya existentes (Hyung, et al., 2008).

El desarrollo de vasos sanguineos nuevos es un acontecimiento importante en la progresion tumoral
ya que apoya el crecimiento del tumor y permite la diseminacién de las células cancerosas en todo
el cuerpo, lo que llamamos metastasis (Hyung, et al., 2008). La angiogénesis esta regulada por un
delicado equilibrio entre los factores capaces de estimular e inhibir- la formacién de vasos
sanguineos.

Esta balanza se inclina en favor de la angiogénesis en la hipoxia, el cdncer induce a las células para
liberar moléculas proangiogénicas como factores de crecimiento. Mas de 20 reguladores enddgenos
positivos de la angiogénesis han sido identificados hasta la fecha, incluyendo el factor de
crecimiento endotelial vascular (VEGF), factor de crecimiento transformador, factores de
crecimiento de fibroblastos, factor de crecimiento epidérmico, y angiogenina. Las células
endoteliales de los vasos sanguineos existentes responden a estas moléculas angiogénicas al
someterse a la diferenciacidon, la migracion vy proliferacion, y también secretan las
metaloproteinasas proteasas (MMP) en la matriz intracelular, que digieren a la matriz extracelular
lo que permite que los vasos sanguineos puedan irrigar el tumor en el tejido. Actualmente se estan
desarrollando medicamentos contra el cancer, que se basan en el concepto que la eliminacién de
los vasos sanguineos angiogénicos limitara el suministro de nutrientes y oxigeno a las células
cancerigenas provocando su muerte o bien reduciendo su tasa de crecimiento. En términos de
nanomedicina, ésta ha elaborado recientemente una nanocélula que comprende una central
nuclear a base de nanoparticulas con polimeros y dentro lipidos pegilados. Esta nanocélula se basa
en la liberacidn de dos agentes terapéuticos donde un agente antiangiogénico se libera desde el
exterior, sobre la vascularizacién de bloqueo, y luego un agente de quimioterapia libera
nanoparticulas desde el interior para eliminar las células cancerosas. Este estudio demostrd que la
combinacion de la quimioterapia tradicional con agentes antiangiogénicos acoplado a
nanoparticulas poliméricas mejora el indice terapéutico y reduce la toxicidad significativamente
(Hyung, et al., 2008).
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Difusion pasiva en el tumor

Estudios mds recientes han demostrado que el polimero conjugado con los farmacos y la
nanoparticulas muestran la circulacién prolongada en la sangre y se acumulan pasivamente en los
tumores, incluso en ausencia de ligandos, lo que sugiere la existencia de un mecanismo pasivo de
retencion.

Vasos sanguineos del tumor se caracterizan en general por anormalidades tales como una
proporcién relativamente alta de la proliferacién de células endoteliales, el aumento de tortuosidad,
la deficiencia de pericitos (células del sistema circulatorio) y aberrante formacion de la membrana.
Este defecto vascular estructural, que probablemente puede ser resultado de la rapida
vascularizacidn necesaria para proporcionar oxigeno y nutrientes para el crecimiento rapido del
tumor, disminuye el drenaje linfatico y hace que los vasos sean permeables a macromoléculas. Las
macromoléculas no son facilmente permeables de eliminar, por lo que son retenidas en el tumor.
Este fendmeno pasivo de orientacion, se ha llamado efecto de la penetracién y la retencion (EPR),
cabe sefialar que la permeabilidad del vaso sanguineo constituye la piedra angular del efecto EPR, y
este varia durante la progresién tumoral (Hyung, et al., 2008).

Efecto EPR

(Maeda et al., 2010) descubrié una gran diferencia en la absorcién de tumor entre los farmacos de
bajo peso molecular y farmacos macromoleculares biocompatibles (SMANCS) en tumores sélidos.
En una serie de estudios, el efecto EPR- fue descubierto usando macromoléculas biocompatibles
tales como la albumina (65 kDa), la transferrina (90 kDa), IgG (inmunoglobulina, 150 kDa), a2-
macroglobulina (240 kDa), ovomucoide de pollo obtenido de la clara de huevo (29 kDa, y glicos-
proteinas), SMANCS (16 kDa, con el caracter de unién a la albumina se convierte en 80 kDa) y
neocarzinostatin (12 kDa). Macromoléculas como la albimina, transferrina, IgG, SMANCS y
particulas lipidicas (Lipiodol) acumulado en el tumor sdlido tan notable, fueron retenidos por un
periodo muy prolongado de hasta 3 meses o mas (Maeda, et al., 2010). A partir de estos resultados
se concluyé especificamente en el campo de la oncologia, que moléculas de elevado peso molecular
(40 KDa o mas), y con un largo tiempo de permanencia en la sangre, asi como vehiculos
farmacéuticos nanoparticulares, son capaces de acumularse en diversos tejidos patoldgicos como
tumores solidos. Esto se debe a la infiltracidn y la retencion llamado efecto EPR (Vila, 2008).

Se reportd qué relacion existe entre el peso molecular (MW) y la dependencia del tiempo asociado
al fendomeno llamado "el aumento de la permeabilidad y retencién" (EPR) con respecto a tumores
solidos, en particular para determinar y definir la acumulacién de la fase inicial de las
macromoléculas en el tumor y tejidos normales asi como la relacién entre la concentracién de la
sangre y la eliminacidon del tejido. El aumento de copolimeros MW (> 50 K) mostraron
significativamente la acumulacidon mayor en el tumor después de 6 h, mientras que en copolimeros
de menor peso MW (<40 K) se elimina rapidamente debido a la rapida difusién en el torrente
sanguineo. La depuracion de la sangre también fue MW-dependiente; los copolimeros con MW
inferior muestran la rapida eliminacion.

Estos resultados sugieren que el "efecto EPR" en tumores sdlidos surge de la diferencia en la tasa
de espacio libre entre el tumor sdlido y los tejidos normales después de la penetracidn inicial de los
polimeros en estos tejidos (Maeda, et al., 2010).

Este fendmeno se basa en el hecho que el endotelio de los capilares que poseen estos tejidos con
células tumorales, en un esfuerzo por su rapido crecimiento, y estimular la produccion de nuevos
vasos sanguineos que estan mal organizados presentan fugas en sus fenestraciones esto permite el
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paso de macromoléculas y sistemas nanoparticulares por lo que se ven presentes en el tejido
tumoral, y posteriormente existe acumulacién selectiva de estos agentes o a una "orientacién
pasiva" en el espacio intersticial, a esto se une una disminucién de la circulacion linfatica,
responsable del aclaramiento de macromoléculas en tejidos normales. Por lo que ha impulsado el
desarrollo de tecnologias destinadas a mejorar la administracidon de farmacos a estos tejidos siendo
un objetivo importante de numerosas investigaciones (Vila, et al., 2008, Orive, et al., 2010; Maeda,
et al., 2010).

Los factores que facilitan el efecto EPR son:

Factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF / VPF).

Bradykinin/3-hydroxyprolyl bradicinina (BK).

Presencia de dxido nitrico (NO).

Presencia de peroxinitrito (ONOO) (producto de reaccidn de superdxido anién radical y NO).
Las prostaglandinas (PG).

Metaloproteinasas de matriz (MMP); proMMP se activa para MMP por ONOO.

Otras proteasas (por ejemplo, la quinina / sistema calicreina) la participacidn de cascada de
proteasas diferentes.

O Otras citocinas (factor de necrosis tumoral, por ejemplo, IL-2 y TNF-a). (H. Maeda, et al.,
2010)

O OO0 O O O0OOo

De acuerdo con el concepto EPR, macromoléculas biocompatibles se acumulan en concentraciones
mucho mas elevadas en los tejidos tumorales que en los tejidos u drganos normales, incluso
superiores a las del plasma (Mo, et al., 2005; Pandey, et al., 2006; Jain, 2000). La mayoria de los
medicamentos convencionales tienen una actividad media en plasma de menos de 20 minutos en
raton o en humano. Sin embargo, se necesitan al menos 6 horas en circulacion para ejercer el efecto
EPR en los medicamentos. Esto significa que cualquier farmaco candidato debe tener un gran
tamafio molecular, por encima del umbral de eliminaciéon renal, por otra parte los medicamentos
no deben ser poliméricos catidnicos, pero si neutrales o anionicos, porque la superficie luminal de
los vasos sanguineos estd altamente cargada negativamente y por lo tanto los farmacos con
polimeros catiénicos son absorbidos en la superficie vascular y entonces tendrian poco tiempo de
vida media in vivo (Acharya, et al., 2010).
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Nanoparticle

Fig.13 Difusion pasiva de un farmaco debido al efecto EPR (Hyung et. al, 2008)

Todos estos estudios demuestran que la arquitectura vascular anormal y el efecto EPR juegan un
papel importante en la permeabilidad vascular excesiva del tumor como muestra la Fig. 13. A
continuacion se muestran las caracteristicas de un tumor:

O La alta densidad vascular de la angiogénesis (hipervasculatura) del tumor.

o Lafalta de musculo liso de la capa; pericitos, sin AT-Il inducida vasoconstriccién, mas fugas
en los vasos del tumor en estado de hipertension.

O Defectuosa arquitectura vascular, red de vasos irregulares, grandes aberturas,
(fenestracion) que ocasionan aumento en la permeabilidad.

o Elflujo de sangre caprichosos, no hay flujo de sangre constante ni direccidn.

O Eliminacién linfatica pobre que conduce a una mayor retencion de farmacos
macromoleculares y particulas lipidicas en los intersticios de los tumores.

O El retorno venoso lento que conduce a la acumulacién de macromoleculas-farmaco
molecular y particulas lipidicas en el intersticio del tumor (Noguchi, et al., 1998 y Maeda, et
al., 2010).

Difusion activa en el tumor

Las células cancerosas a menudo muestran una mayor superficie celular y expresién de proteinas
que se pueden encontrar disminuidos en comparacion con los niveles en las células normales
(antigenos tumor-asociados), asi como las proteinas que se encuentran exclusivamente en células
de cancer (Antigenos especificos de tumor).

Esto se logra generalmente por medios quimicos, el apego a un componente de focalizacién que
fuertemente interactiia con los antigenos (o receptores) que aparecen en el tejido diana, lo que
lleva a la acumulacion preferencial de la droga en el 6rgano blanco, tejido o las células.
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El uso de una fracciéon de la focalizacién no sélo disminuye los efectos secundarios adversos,
permitiendo la droga para ser entregados a los sitios de accidn especificos, sino también facilita la
captacion celular del fdrmaco por el receptor mediado de endocitosis, que es un proceso activo que
requieren un gradiente de concentracidn significativamente menor en la membrana plasmatica que
la simple endocitosis, un enfoque activo a menudo hace uso de anticuerpos monoclonales, el folato
es un objetivo interesante AP- enfoque para el tratamiento del cdncer porque que ofrece varias
ventajas sobre el uso de anticuerpos monoclonales.

Los folatos son vitaminas de bajo peso molecular siendo necesarias para células eucariotas,
teniendo la capacidad de ofrecer una variedad de drogas a agentes patoldgicos sin causar dafio a la
los tejidos normales (Hyung, et al., 2008).

Nanotecnologia en la Terapia del cancer.

El desarrollo continuo de particulas cargadas con medicamento es probable que proporcione
muchos y mejores avances, dada la flexibilidad en sus propiedades fisicas y quimicas que estos
sistemas ofrecen (Orive, et al., 2010; Wang, et al., 2010).

El disefio de nuevos sistemas de administracién de fdrmacos, junto con la evolucion de los
biomateriales y los avances de la nanotecnologia han permitido a los tratamientos de cdncer mas
sofisticados presentar menos efectos secundarios y con una mejora en la biofarmacia y la
farmacocinética de sus propiedades como consecuencia se puede aumentar la vida de un farmaco
en la circulacidon y esto mejora las posibilidades de alcanzar concentraciones terapéuticas del
farmaco en el lugar de destino.

Por ejemplo, sistemas de administracion pegilados (polietilenglicol conjugado con portadores de
farmacos) permiten una mejora en la circulacidn sanguinea; el tiempo y la estabilidad del farmaco
como la modificacidn de su superficie con polimeros hidrofilicos reduce su aprobacidon por el sistema
reticulo endotelial, es decir las particulas cargadas que han sido fabricadas con polimeros como el
polietilenglicol suprimen el reconocimiento de los macréfagos mediante la reduccion de adsorcion
y debido a la superficie evitan ser opsonizadas. Lo cual prolonga la circulacion de las nanoparticulas
y esto permite la liberacién controlada de la terapéutica.

Se ha reportado que particulas inyectadas por via intravenosa son secuestradas y eliminadas de la
circulaciéon por las células de Kupffer y macréfagos en un proceso facilitado por la deposicidn
superficial de los factores de opsonizacién de sangre y proteinas del complemento.

Tanto el aclaramiento como opsonizacion estdn influenciados por las caracteristicas de tamafio y
superficie de las particulas inyectadas. En relacion con las particulas muy pequefias, las particulas <
200 nm de didametro se eliminan mas rapidamente.

Arquitecturas de escala nanométrica penetran los tumores debido a la naturaleza discontinua de la
microvasculatura del tumor, que contiene poros mas grandes de lo normal (100-1000 nm de
diametro), (Orive, et al., 2010).

A pesar de la vasculatura irregular y porosa de los tumores, estructural y funcionalmente impiden,
hasta cierto punto, la fluencia eficiente de particulas en la regulacion sistémica (Orive, et al., 2010).
Es importante considerar las caracteristicas tanto de la formulacién de las nanoparticulas (superficie
carga e hidrofobicidad) como las del cancer (por ejemplo, altas presiones hidrostaticas, altos
requerimientos de la nutricién, la presencia de sobreexpresado receptores, etc.)

Cabe mencionar que a diferencia de la mayoria de los tejidos normales, el intersticio, de un tejido
tumoral se caracteriza por altas presiones hidrostaticas, que conduce a un flujo de salida de
conveccion intersticial que puede vaciar el medicamento lejos del tumor.
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Ademas, incluso si el medicamento es entregado con éxito al intersticio tumoral, su eficacia puede
ser limitada si las células cancerosas han adquirido resistencia a multiples farmacos (MDR). La MDR
se atribuye a la sobre-expresion de la P-glicoproteina (P-gp), en la membrana plasmatica que es
capaz de causar de la célula una repulsidn de los farmacos. Varias estrategias se han propuesto para
eludir la MDR mediada por la P-gp, incluyendo la administracién de P-gp , lo que permite el
suministro de las nanoparticulas a la célula en el citoplasma o el nucleo (Hyung, et al., 2008).

1.9.- Tipos de nanoparticulas para el tratamiento
del cancer.

Aungue el numero de diferentes tipos de nanoparticulas estd aumentando rapidamente, la mayoria
se pueden clasificar en dos tipos principales: las particulas que contienen moléculas organicas como
material de construccién mas importante y los que utilizan elementos inorgdnicos, por lo general
los metales, para establecer como nucleo.

Liposomas, dendrimeros, los nanotubos de carbono, emulsiones y otros polimeros son grupos
establecidos de particulas orgénicas.

El uso de estas nanoparticulas orgdnicas ya ha producido resultados interesantes. Los liposomas
estdn siendo utilizados como vehiculos para la administracidon de fdrmacos en diferentes tumores
humanos, incluyendo el cdncer de mama. Dendrimeros, que se utilizan como agentes de contraste,
han ayudado a la visualizacion de distintos procesos patoldgicos (Wang, 2010; Maksym, et al., 2006).
Conjugados con agentes farmacoldgicos y moléculas dirigidas, nanovectores organicos son
vehiculos potentes para la administracion de farmacos y de imagen selectiva de los diferentes tipos
de cancer humano. Los liposomas son estructuras cerradas de auto - ensamblado con compuestos
coloidales de capas de lipidos. Los dendrimeros son macromoléculas globulares en que todos sus
enlaces emergen radialmente desde un punto de contacto central con patrén regular de ramas y
unidades repetidas. Las nanoparticulas de carbono; contienen nanotubos de carbono. La mayoria
de las nanoparticulas inorganicas comparten la misma estructura bdsica de un ntcleo central que
define las propiedades de fluorescencia, éptica, magnética y electrénica de la particula, con una
capa protectora organica en la superficie. Esta capa exterior protege el nucleo de la degradacién en
un ambiente fisioldgicamente agresivos y pueden formar enlaces covalentes o electrostaticas, o
ambos, con carga positiva (Maksym, et al., 2006).

Aplicaciones de nanoparticulas

Las nanoparticulas poliméricas son soportes sélidos que van desde 10 a 1000 nm de didmetro, hecha
de polimeros naturales o sintéticos biodegradables y por lo general, en los que los farmacos
terapéuticos pueden ser adsorbidos, disueltos, atrapados, encapsulados o unidos covalentemente
(Orive, et al., 2010).

Una de las ventajas debidas al tamafio de las nanoparticulas, es su captacion por parte del sistema
fagocitico mononuclear. Asi, se ha aprovechado esta caracteristica para su empleo como vector de
farmacos dirigidos a estas células. Se ha descrito ademas el uso de nanoparticulas de PLGA para la
administracién en infecciones bacterianas intracelulares como micobacterias, para la cual se ha
probado la administraciéon oral del antibidtico estreptomicina asi como nanoparticulas conteniendo
tres farmacos eficaces contra esta bacteria (la rifampicina, la isoniazida y la pirazinamida) y
administradas por via pulmonar. Un campo de investigacion de creciente interés es la aplicacién de
estas nanoparticulas en la terapia frente al cancer. El empleo de nanoparticulas de poliésteres se
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fundamenta en su capacidad de disminuir la toxicidad sistémica intrinseca de los agentes
guimioterapicos, hecho que limita en gran parte la dosis administrada a los pacientes, asi como la
mejora de la eficacia de los tratamientos. Las nanoparticulas son dirigidas al foco del tumor, desde
el que van liberando de manera controlada el farmaco antineoplasico, prolongando la semivida del
farmaco y ejerciendo una accién local (Pillai, et al., 2008).

Las nano y microparticulas de PLGA han sido utilizados para entregar agentes antitumorales, como
el factor plaquetario 4 fragmentos, mitoxantrona, mesilato y doxorrubicina, entre otros (Orive, et
al., 2010).

Nanoparticulas de PLGA

Debido a su excelente biocompatibilidad, el poliéster biodegradable Ilamado PLGA es el mas
utilizado como biomaterial y ya estd comercializado por una variedad de sistemas de administracion
de farmacos (mezclas, peliculas, matrices, las microesferas, las nanoparticulas, pellets, etc.)
Nanoparticulas poliméricas de este polimero se utilizan para la entrega de diversos farmacos
(antipsicéticos, anestésicos, antibidticos, antiparasitarios, antitumorales, hormonas, proteinas, etc)

Biodegradacion de PLGA

Tanto in vitro como in vivo, el co-polimero PLGA experimenta una degradacion en un medio acuoso
(degradacion hidrolitica o biodegradacion) a través de sus enlaces éster. Las cadenas de polimeros
se degradan y la degradacién general ocurre a una velocidad uniforme en toda la matriz de PLGA,
se ha registrado que la biodegradacion de PLGA se produce al azar un rompimiento en la cadena del
polimero ya hinchado.

Esto se debe a los grupos carboxilicos presentes en el incremento de las cadenas de PLGA.

Estos son reconocidos para catalizar el proceso de biodegradacion, también se ha informado de que
grandes fragmentos se degradan mas rdpido internamente y en regiones amorfas se degradan mas
rapido que las regiones cristalinas, las tasas de biodegradacién de la PLGA co-polimeros dependen
de la relacion molar de los acidos lactico y glicélico en la cadena polimérica, peso molecular del
polimero, el grado de cristalinidad y de la Tg del polimero.

Un mecanismo de tres etapas para PLGA biodegradacién se ha propuesto:

1. Proceso de escision de la cadena al azar. El peso molecular del polimero disminuye de manera
significativa, pero no la pérdida de peso considerable y no los productos monémeros solubles se
forman.

2. En la fase intermedia, una disminucién en peso molecular, acompafiado de una rapida pérdida de
masa y oligédmeros solubles y productos mondmeros se forman.

3. Productos solubles mondmero formados por fragmentos de oligdémeros solubles. Esta fase es que
la completa solubilizacién del polimero.

El papel de las enzimas en cualquier biodegradacion PLGA no esta claro. La mayor parte de la
literatura indica que la biodegradacién PLGA no implica ninguna actividad enzimatica y es
Unicamente a través de la hidrélisis. Algunos hallazgos han sugerido la ruptura enzimatica del PLGA
basada en la diferencia de pruebas in vitro e in vivo de acuerdo con las tasas de degradacion.

Sin embargo, se sabe que el PLGA se biodegrada en acidos lactico y glicdlico (Fig. 14). El acido lactico
entra en el ciclo del acido tricarboxilico y es metabolizado y eliminado posteriormente del cuerpo
como diéxido de carbono y agua.

El acido glicolico o es excretado sin cambios en el rifilon o entra en el ciclo del acido tricarboxilico y
finalmente se elimina el dioxido de carbono y agua (Muthu, 2009).
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Fig. 14 Hidrdlisis de PLGA (Kumari, et al., 2009)

Nanoparticulas de PLGA que contienen agentes antitumorales y el efecto EPR

Algunas ventajas de las nanoparticulas con respecto a las microparticulas son las siguientes:
Microparticulas grandes pueden embolizar los vasos con el mismo didmetro, y esta propiedad se
puede utilizar para obstruir intencionalmente el flujo sanguineo, con o sin la administracidn de
farmacos simultdneamente.

Esto podria llevar a las particulas a que se alojen en los érganos terminales, causando un infarto (por
ejemplo, accidente cerebrovascular). Por el contrario, si las nanoparticulas son demasiado pequenias
para causar fendmenos embodlicos, pueden circular por todo el arbol vascular (Pandey, et al., 2006).
Otra diferencia importante entre los dos es que se mantiene la eficiencia para atravesar las barreras
bioldgicas. En general, las microparticulas es poco probable que puedan cruzar las barreras
bioldgicas, y, por lo tanto, a menudo deben ser entregadas directamente al sitio de interés.

Las nanoparticulas, por virtud de su menor tamafio, pueden atravesar barreras y entregar
directamente el farmaco a su sitio de accidn por los mecanismos de difusidn pasiva.

Ademas de que el coeficiente de particion membranal amortiguador, determina la probabilidad de
que el farmaco, sustancia o farmaco contenido en las nanoparticulas permanezcan en la fase acuosa
o penetre al material graso de la membrana celular cuando llega a ella.

A partir de los valores Pm/a correspondientes a las estructuras de la droga madre y los facores P de
radicales sustitutivos comunes, si el factor de particion (P) para un sustituto es mayor de 1, significa
que ese radical hace aumentar la solubilidad del farmaco o nanoparticulas en la membrana o en
grasa, aceite u octanol.

No obstante, si el (P) del sustitutivo resulta menor de 1, el radical hace que el medicamento se
disuelva menos durante la fase de membrana o en aceite. Por ejemplo, metano (P=0.6), Anillo de
benceno (P=25) Ciclohexano (P=16). En consecuencia, las microparticulas sélo puede ser entregadas
en las células que estan en fagocitosis, mientras que las nanoparticulas pueden ser entregadas a
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todas las células; cabe mencionar que las moléculas de tamafio muy grande de 1000 Da o mas, solo
pueden ser absorbidas por pinocitosis (Acharya, et al., 2010).

Finalmente, el rendimiento de las nanoparticulas in vivo se ve influenciada por las caracteristicas
morfoldgicas, la quimica de superficie, y el peso molecular.

Las propiedades de las nanoparticulas como precursor de la nanomedicina espera buenos
resultados como el tamafio de las particulas, distribucidon de tamafio, morfologia de la superficie, la
quimica de superficie, carga superficial, la adherencia de la superficie, la erosién superficial,
porosidad interior, la difusividad de drogas, la eficiencia de la encapsulacion de farmacos, la
estabilidad del farmaco, la cinética de liberacién del farmaco y la hemodinamica.

La carga de la superficie de las nanoparticulas es importante para la internalizacion celular, la
agrupacion en el flujo sanguineo, la adhesién, y la interacciéon con la membrana de las células de
carga opuesta (Kumari, et al., 2009).

Especificando que la carga de las células normales en su interior es positiva y en el exterior negativa
generando una diferencia de potencial en la membrana de hasta + 70 mV, y en células tumorales se
encuentran cargadas negativamente en su interior, por lo que en el exterior se encuentran cargadas
positivamente, dando como resultado una diferencia de potencial de hasta -30 mV (Horsman, 2007).
Tabla 2. Nanoparticulas de PLGA con diferentes farmacos encapsulados.

Nanoparticulas de PLGA con farmaco Sitio de accion Aplicacion  in | Aplicacion in vivo Referencia
encapsulado . de los

vitro

autores
Dexametasona Receptores La proliferacion Una mayor eficaciain | Panyam et al.
citoplasmaticos de supresion vivo de [2003]

eficaz de las nanotransportadores, | Butoescu et

enfermedades el tratamiento es al. [2009]

vasculares en local para la artritis y

células la angiogénesis

musculares lisas.

Paclitaxel microttbulos La eficacia de Eficacia in vivo de Patil et al.
. esta presentacién | paclitaxel [2007]
(astringente  con q . .
e paclitaxel nanoparticulas Feng et al.
subunidad B de la | mediada se ha cargadas se ha [2004]
. probado en las consultado en tumor | Fonseca et
tubulina)  muerte lineas celulares en el higado para al. [2002]
en la division | de humanos con trasplantes en Danhier et al.
cancer de pulmon | hombres, [2009]
celular. (NCI-H69 En ratones y en Jinetal.
SCLC), modelo en tumores [2009]
adenocarcinoma | de glioblastoma Ranganath et
humano (HT-29), al. [2009]
cancer de laringe A kumari
en 2009

humanos(Hep-2),
carcinoma de
mama

(MCF-7) y el
carcinoma
cervics de (HelLa)
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Sulfato de Tubulina Nanoparticulas Ademas, los estudios | Ong et al.
Vincristina PLGA al mismo mostraron que al [2009]
tiempo cargado mismo tiempo Song et al.
de Administrando las [2008,2009]
sulfato de nanoparticulas y la
vincristina y quimioterapia podria
clorhidrato de potencializar la
verapamilo formulacion para el
para el tratamiento de
tratamiento del canceres resistentes
cancer in vivo.
Curcumina Proteinas Mejora la La Shaikh et al. [2009]
citoplasmaticas biodisponibilidad | biodisponibilidad Yallapu et al. [2010]
de la curcumina, invivo de la Mukerjee et al. [2009]
y fue efectivaen | curcumina de Anand et al. [2010]
contra de cancer | nanoparticulas Bisht et al. [2007]
de ovario, de cargadas con Shahani et al. [2010]
mamay del PLGA
cancer de se llevo a cabo en
prostata ratones Balb / c.
Otro estudio
independiente
demostrado la
eficacia de la
curcumina
marcado contra el
cancer
microparticulas en
ratones desnudos
teniendo MDA-
MB-231injertos
Camptotecina Tipo | Eficacia que Las Tong et al. [2003]
fueron caracteristicas del | Mallery et al. [2001]
investigados en antitumoral in vitro | Miura et al. [2004]
las células del de metoxi poli
melanoma (Etilenglicol)-que
murino B16y de | contienen la
células camptotecina
escamosas en han sido
carcinoma examinados en
humano ratones
portadores de
tumores sélidos
del sarcoma
Doxorrubicina Tipo Il Nanoparticulas Enla Park et al. [2009]
multifuncional farmacocinéticain | Yoo et al. [2000]
PLGA se vivo de DOX Kalaria et al. [2009]
utilizaron en linea | cargado PN se Gelperina et al. [2010]
celular contra la evalud en Avgoustakis et al. [2002]

MDA-MB-231
células de cancer
de mamay
contra el
carcinoma
hepatocelular de
higado humano
(HepG2)

mujeres y SD en
intracraneal 101/
8 glioblastoma en
ratas
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Cisplatino

Para entrecruzar
molécula de ADN de
varias maneras para
interferir la  division
celular por mitosis

cisplatino en
nanoparticulas
PLGA mostraron
una mayor
eficacia
terapéutica en
células del
cancer de
préstata humano
LNCaP

Farmacodinamia
de nanoparticulas
de PLGA 0 PLGA
mPEG-cargado
con cisplatino- en
la administracion
a ratones con
tumores / Balb
Ratones C fue
investigado por
los diferentes

Agrahari et al. [2009]
Moreno et al. [2010]

Mattheolabakis et al.
[2009]

grupos
Etoposido Tipo Il Se cargd ladroga | Formulaciones de | Reddy et al. [2004]
en presencia de nanoparticulas Snehalatha et al. [2008]
Pluronic F68 para | PLGA se ha
el tratamiento del | marcado
cancer eficiente radiactivamente y
su biodistribucién
y farmacocinética
fueron estudiados
tras la
administracién
intravenosa en
ratones sanos
y conejos
Rapamicina Tirosina Incremento de la | Lamejoraenla Haddadi et al. [2007]
quinasa actividad retencion envivo | Miao et al. [2010]
supresorade las | ylaabsorcionde | Zou et al. [2009]
células las nanoparticulas | Acharya et al. [2009]
dendriticas, enel
células del las paredes
musculo liso arteriales para la
vascular localizacion
(HUASMC) y eficiente de los
celulas agentes
de cancer de terapéuticos
mama MCF-7 se | enel sitio de la
investigo restenosis
9- Derivada de la El perfilin vitrola | Aun no hay A.Kumari [2009]
Ni . camptotecinadirigidas | liberacion del reporte
itrocamptotecina ) . )
alaenzima farmaco mostro
topoisomerasa un sostenido 9 -
nuclear | comunicado de
Carolina del
Norte hasta 160 h
indicando la
idoneidad de las
nanoparticulas de
PLGA de
liberacion
controlada 9 NC
Xantonas Estas moléculas En lineas No ha sido A. Kumari [2009]
inhiben la produccion | celulares de reportado
de oxido nitrico de los | cancer humano

macréfagos y esto
causa una fuerte
accion inhibitoria
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Rosa de bengala

como sensibilizador
para producir oxigeno

Se usa para
tratamiento en
células de cancer
de melanomay
en células
tumorales

Aun no hay
reportes

A.Kumari [2009]

Triptorelina

Reduce los niveles de
produccion y
acumulacion de
testosterona

Lineas celulares
de cancer
humano

Aun no existe
reportes

A.Kumari [2009]

Como se ha descrito anteriormente, existen numerosos farmacos que han sido encapsulados
recientemente, con la finalidad de reducir efectos secundarios en el paciente y ser mas efectivos en
cuanto a citotoxicidad en lineas celulares de cancer, y esto se ha logrado para cancer de mama en
pruebas in vitro, la ventaja que ofrece este trabajo, no es identificar un nuevo agente natural, si no
gue aprovechar investigaciones anteriores que reportaron citotoxicidad de diferentes extractos del
K. daigremontiana en otros tipos de cancer, realizar una nueva presentacion (nanoencapsulacion),
y cuyo objetivo principal es eliminar selectivamente a células cancerosas, sin matar a células

normales.
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2. JUSTIFICACION

El cdncer de mama es la primera causa de muerte en mujeres tanto a nivel mundial, como nacional.
Y si bien existen diferentes tratamientos para su eliminacidn y/ o control, éstos no son suficientes,
ni totalmente efectivos y ademas los efectos secundarios que generan conllevan a que los pacientes
no concluyan sus tratamientos. Por tal motivo es necesaria la busqueda de nuevos farmacos que de
forma individual o asociados a otras moléculas permitan la generacion de nuevos y mejores
tratamientos frente al cancer de mama. K. daigremontiana contiene compuestos con potencial
efecto citotdxico especifico frente a las células de cdncer de mama, por lo que el aislamiento,
purificacién e identificacion del componente quimico de esta planta y su asociacion con
nanoparticulas podria generar una nueva formulacién que elimine de forma mas eficaz y selectiva a

las células de cancer de mama.
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3. OBJETIVOS

Objetivo general

O Nanoencapsular la fracciéon citotdoxica aislada del extracto acuoetanolico de
K. daigremontina y evaluar el efecto citotéxico en la linea celular de cancer de mama
MDA — MB -231 (cancer de mama).

Objetivos especificos

O Realizar la separacion en fracciones del extracto acuoetanolico con diferentes solventes con
base a la diferencia en sus polaridades por la Técnica de Cromatografia Preparativa.

O Evaluar el efecto citotdxico de las fracciones del extracto acuoetanolico de K.
daigremontiana en la linea celular de cancer de mama MDA — MB -231.

O Analizar la fraccién con potencial citotdxico obtenida de cromatografia preparativa para su
identificacion o elucidacion por las técnicas de UV-Vis, FTIR, y por Técnicas cromatograficas
de HPLC.

O Elaborar las nanocdpsulas por el método de secado (spray Dryer) con la fraccidon con
potencial citotéxico, aislada e identificada del extracto acuoetandlico de Aranto, el estandar
de bufadiendlido (Bufalin), un fadrmaco antineoplasico (Paclitaxel).

O Caracterizar fisicoquimicamente a las nanocdpsulas con la fraccién de extracto
acuoetanolico de K. daigremontiana.

O Realizar ensayos in vitro para evaluar su citotoxicidad con las nanocdpsulas previamente
caracterizadas, €n linea celular tumoral MDA-MB-231 en contraste con la linea celular
MCF10A.
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4. MATERIALES
Y
METODOS




K. daigremontiana: datos
etnobotanicos, colecta e
identificacion taxonémica.

Obtencidén del extracto acuoetanoélico
del K. daigremontiana.

Separacion por latécnica de
Cromatografia Preparativa con:

hexano - acetato de etilo - cloruro de
etileno - etanol/agua 3:1

Evaluacion del efecto de las
fracciones con los diferentes
solventes (25 - 200 pg/ml) en linea
celular tumoral (MDA-MB-231)

Ensayos de viabilidad y citotoxicidad
(MTT).

¢ Hay efecto
citotoxico en linea
celular tiimoral?

Separacion por
Cromatografia

Preparativa con
otros solventes
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Identificacién de la fraccién con mayor
efecto.

Eleccion de la fraccion con
mayor efecto citotoxico

Determinacion del valor IC,,

mayor potencial citotoxico por
las técnicas de UV-vis, FTIR, y
HPLC.

¢Hay efecto

citotoxico en linea
celular normal

(MCF10 A)?

Elaboracion de Nanocéapsulas por el
método de Nano Spray Dryer usando
PLGA como polimero:

1) Fraccion de K. daigremontiana.
2) Estandar de bufadiendlidos
3) Estandar antineoplasico (Paclitaxel)
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Establecer condiciones de
Temperatura de secado,
Concentracion en la
solucion, y Flujo, en el
método de NanoSpray Dryer.

Realizar analisis de
microscopia (SEM) y carga
superficial (Potencial Z)

¢Hay
formacion de
Nanocéapsulas

Analisis de
eficiencia de
encapsulaciéon por
ELISA

Analisis de
liberacién in vitro
por ELISA

Ensayos de
viabilidad y
citotoxicidad (MTT)
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Hay efecto
citotoxico en linea
celular tumaral?

@si

¢ Hay efecto

citotoxico en linea
celular normal

(MCF10 A)?

Determinacion del valor
ICs,

Analisis y Discusion de Resultados

Funcionalizar la
superficie de las

nanocapsulas con

antigeno
anticuerpo
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4.1. Obtencion de informacion etnobotdnica, colecta e identificacion
taxondmica de la planta

El municipio de Ixmiquilpan, se encuentra localizado en la parte central poniente del Estado de
Hidalgo, la cabecera municipal esta situada geograficamente entre los paralelos 20° 22'y 20° 34' de
latitud norte y 98° 04' y 98° 21' de longitud oeste con respecto al meridiano de Greenwich. El
territorio municipal, limita al norte con los municipios de Zimapan y de Nicolds Flores; al sur con
Chilcuautla y una pequefia porcién del municipio de San Salvador; al oriente con Cardonal y Santiago
de Anaya y al occidente con los municipios de Alfajayucan, Tasquillo y parte de Zimapan. Su
territorio, comprende 559.87 kildmetros cuadrados que corresponden a 2.69 % del Estado.
Ixmiquilpan, esta situada a una altitud de 1730 m sobre el nivel del mar. Ixmiquilpan, como todos
los municipios del Estado y del pais, esta divido en pueblos y a su vez se subdividen en colonias o
"manzanas", la division de los pueblos en la actualidad se basa en forma administrativa y politica
sumando 110 comunidades.

Fig.15 Ubicacion de la zona de colecta, Ixmiquilpan, Estado de Hidalgo.

Los pueblos son los siguientes: Hacia el Norte: San Nicolas, Remedios, San Juanico, Orizabita,
Nequetejé, El Espiritu, El Defai, Gundhd, Lagunita y La Pechuga. Hacia el Sur: El Alberto, Maguey
Blanco, El Meye y Panales. Al Oriente: Dios Padre, El Tephé, Pueblo Nuevo, Capula, El Nith, Julidn
Villagran y Bagandhd. Al Poniente: El Pueblo de Lépez Raydn, antiguamente conocido como
Tamaleras, El Mandho, El Barrio de Progreso o de la Otra Banda. Considerado el crecimiento urbano
del asentamiento de la poblacidn, los Barrios de la Reforma, antiguamente La Canoa, el de San
Antonio y el Cortijo que comprende el Fitzhi y Jesus Barrio, forman parte de la cabecera municipal.

El rio Tula, que nace en la presa Endhé del municipio de Tula de Allende, cruza Ixmiquilpan de Sur a
Noroeste, pasando escasos metros del centro de la poblacion. El clima de la cabecera municipal es
templado con un promedio de 17.7 grados media anual de temperatura y un promedio pluvial de
470 milimetros anuales. La carretera nacional México Laredo, atraviesa el municipio de Oriente al
Oeste; desde el kildmetro 146 por el Pueblo de Julidn Villagran hasta el kilbmetro 167 en el Pueblo
de Lopez Raydn (http://www.hidalguia.com.mx/ixmiquilpan/1/index.htm)

Se eligieron y colectaron plantas de K. daigremontiana con sus hojas, tallos, flores y botones todos
estos ejemplares saludables, y libres de cualquier plaga o contaminantes y en buenas condiciones
para su futuro estudio.
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Se tomaron dos ejemplares ya sanitizados y se colocaron sobre papel periddico, y se dejaron secar
a temperatura ambiente por un periodo de un mes. Estos ejemplares fueron llevados al Instituto de
Biologia, en el Herbario de la UNAM, asi fué como el especialista corroboré género y especie.

El resto se procedio a seleccionar y cortar Unicamente las hojas del K. daigremontiana. El total de
hojas colectadas fue de 3.14 Kg.

Para llevar a cabo la desecacion primeramente se sanitizd el material bioldgico con una solucién al
0.1 N de NaClO (Hipoclorito de sodio) en agua, se retird el exceso de esta solucién, y después se
extendié en 3 charolas aproximadamente de 1 metro de longitud y se secd en estufa al vacio con
una presion de 1 atmédsfera y 45 °C de temperatura por 3 dias, cada dia se movia el material de
estudio para garantizar un secado uniforme.

4.2 Técnica de extraccidon por Maceracion.

La maceracion es un proceso de extraccion sélido — liquido, donde la materia prima posee una serie
de compuestos solubles en el liquido de extraccién que son los que se pretende extraer. El proceso
de maceracién genera dos productos que pueden ser empleados dependiendo de las necesidades
de uso, el sélido ausente de esencias o el propio extracto.

La naturaleza de los compuestos extraidos depende de la materia prima empleada, asi como el
liquido de extraccidon (Fernaroli’s, 1975).

Existen dos métodos de maceracién de acuerdo a la temperatura, Caliente y Frio.
Maceracién en Frio.

Consiste en sumergir el producto a macerar en un recipiente con la cantidad suficiente de solvente,
para cubrir totalmente lo que se desea macerar. Esto se lleva a cabo por un tiempo dependiendo de
la materia prima que se vaya a macerar. Las ventajas de la maceracion en frio, son que se usan
equipos muy simples, que requieren minimas cantidades de energia y en la capacidad de extraer la
mayoria de las propiedades de lo que se macera (dependiendo del solvente), practicamente sin
alterarla por efectos de temperatura, pero se necesitan tiempos extensos para lograr una extraccién
adecuada (www.Fisicoquimicadelamaceraién.pdf,2016).

La velocidad y eficiencia de la extraccién es afectada por diversos factores, principalmente los que
tienen relacién directa con la solubilidad de los componentes que se desean extraer.

Los factores son: Temperatura, concentracion, el solvente, tamafo de las particulas, porosidad y
agitacion.

Maceracién en Calor.

Al aumentar la temperatura, se aumenta la velocidad de interaccion entre las moléculas porque la
solubilidad es mayor, la temperatura maxima para cada sistema, esta limitada por el punto de

ebullicidon del solvente, el punto de degradacion del producto, la solubilidad de impurezas y la
economia (www.Fisicoquimicadelamaceraidn.pdf,2016).

52




La concentracién del solvente es importante para soluciones acuosas, debido a la saturaciony a la
existencia de reacciones quimicas, sin embargo es de poca importancia cuando la extraccion es
controlada por difusion. La reduccidn de particulas tiene gran importancia, porque aumenta el area
de contacto y disminuye el tiempo necesario para la extraccion, sobre todo para sélidos de baja
porosidad; por otra parte la porosidad permite que el liquido penetre a través de los canales
formados por los poros hechos dentro del sélido, aumentando asi el area activa para la extraccién
(www.Fisicoquimicadelamaceraion.pdf,2016).

Finalmente la agitacion otorga una mayor eficiencia en la extraccién debido a que disminuye la
resistencia a la difusidn, eliminando la pelicula de fluido que cubre la superficie del solido en reposo.
(www.Fisicoquimicadelamaceraién.pdf,2016).

Obtencidn del extracto acuoetandlico de Aranto.

Una vez seco el material, se procedié a molerlo para obtener polvo, de lo que resulté 591.6 g de
polvo de Aranto, posteriormente se tamizé en malla 80 y 100 garantizando asi, un tamafio de
particula de 0.0070 a 0.0059 mm, después se almacenaron en bolsas de pldstico en un lugar oscuro
y a temperatura ambiente para abastecer la experimentacion.

Para llevar a cabo la extraccién se usd el método de maceracién en frio y como primer paso se
pesaron 10 g de muestra del polvo y 200 ml del solvente acuoetandlico en una proporcién 3:1 es
decir etanol (150 ml) y / agua (50 ml) y se dej6 24 h en agitacidn, después se llevd a centrifugacion
a 1750 rpm durante 5 min, se filtré para obtener el sobrenadante y al precipitado se le repitio el
procedimiento de maceracién por triplicado. El sobrenadante que se obtuvo se llevd a concentrar
en un rota vapor a 40 rpm en bafio maria a 35 °C.

Posteriormente se concentré a sequedad en una estufa al vacio a una temperatura de 30 °Cy
presion de 15 lb. Al finalizar se pesé el producto (es un residuo café oscuro) para calcular el
rendimiento y almacenar a temperatura de refrigeracion (4 °C) y en frascos para su posterior uso.

4.3 Técnica por Cromatografia Preparativa.

Los dos adsorbentes (fase estacionaria), mas ampliamente utilizados son: gel de silice (SiO;) y la
alumina (Al,Os) ambas de caracter polar. La alumina anhidra es el mas activo de los dos, es decir es
el que retiene con mds fuerza a los compuestos: por ello se utiliza para separar compuestos
relativamente apolares. El gel de silice, por el contrario, se utiliza para separar sustancias mas
polares. El proceso de adsorcidn se debe a interacciones intermoleculares de tipo dipolo — dipolo, o
enlaces de Hidrogeno entre el soluto y el adsorbente. El adsorbente debe ser inerte con las
sustancias a analizar y no actuar como catalizador en reacciones de descomposicidn
(https://www.uam.es/docencia/jppid/documentos/practicas/actuales/guion-p6.pdf).
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Fig.16 Representacion esquematica de interacciones entre silice y algunos grupos funcionales tomado de
(https://www.uam.es/docencia/jppid/documentos/practicas/actuales/guion-p6.pdf).

Una buena cromatografia con fases maéviles interactivas, requiere un equilibrio adecuado entre las
fuerzas intermoleculares existentes entre los tres participantes activos en el proceso de la
separacion (el soluto, la fase mavil, la fase estacionaria).

El orden de elucién de un compuesto se incrementé al aumentar la polaridad de la fase mévil o
eluyente. Este puede ser un disolvente Unico o dos miscibles de distinta polaridad. En el siguiente
recuadro se describe por orden creciente de fuerza eluyente los disolventes mds comidnmente
empleados (https://www.uam.es/docencia/jppid/documentos/practicas/actuales/guion-p6.pdf).

Hexano < tetraclorometano < cloroformo < diclorometano < acetato de etilo < acetona < 2-propanol
< metanol < agua

En general, estos disolventes se caracterizan por tener bajos puntos de ebullicién y viscosidad, lo
que les permite moverse con rapidez. Raramente se emplea un disolvente mds polar que el metanol.
Usualmente se emplea una mezcla de dos disolventes en proporcion variable; la polaridad de la
mezcla serd el valor promediado en funcién de la cantidad de cada disolvente empleada. El eluyente
idéneo para cada caso ha de encontrarse por "el método del ensayo y del error".

El mejor método seria; si las polaridades del soluto y de la fase mévil son parecidas pero difieren
mucho con respecto a la fase estacionaria a menudo no puede competir efectivamente por los
componentes de la muestra y los tiempos de retencibn son demasiado cortos
(https://www.uam.es/docencia/jppid/documentos/practicas/actuales/guion-p6.pdf).

Separacion por Cromatografia Preparativa con los solventes: Hexano, Acetato de Etilo,
Diclorometano, Etanol/Agua.

1) Se lavé el equipo de Cromatografia Preparativa (SEPACORE), se pasé el disolvente de interés
(Hexano), el solvente que esta contenido en el matraz de alimentacion primeramente pasé por la
bomba, después por la columna que es de silice gel (RP-18 Fase reversa) hasta que quedd
totalmente impregnada del disolvente, asi finalmente termind en desechos.

2) Una vez limpio el equipo, se prendid la bomba, se fijé un flujo (2.5 ml/min), se encendid el
controlador y se fijo la presién a 19.9 bar y A =298 nm.

3) Se Encendio el colector de fracciones, y se programé el volumen y la separacion de fracciones por
picos de coleccidn.
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4) La muestra se prepard de la siguiente manera: Se pesaron 0.5 g de muestra (residuo café oscuro),
se preparé una mezcla 3:1 etanol /agua y se resuspendid la muestra en ésta.

5) Se Inyectd la solucidn ya preparada (3 ml) al equipo.

6) Se hizo pasar el solvente (Hexano) a través de la bomba de alimentacion en las condiciones
establecidas anteriormente, en el selector de longitud de onda, después en la columna de
separacion y finalmente por el colector de fracciones.

7) Se Observo que hay diferencia e incluso ausencia de color en el solvente recolectado en los tubos
de acuerdo con las diferentes fracciones obtenidas.

8) Una vez obtenidas las fracciones se realizé un barrido de longitud de onda y se agruparon de
acuerdo con graficas similares (corroborando que sea una misma fraccion).

9) Finalmente se concentrd en un rotavapor a 40 rpm en bano maria a 35 °C, cada fraccion obtenida.
10) Las muestras se colectaron en viales y se pesé el producto (fue del orden de miligramos).

NOTA: Los solventes que se utilizaron fueron: Hexano, Acetato de Etilo, Diclorometano,
Etanol/Agua, esto de acuerdo con su polaridad creciente, este proceso se realiz6 para cada uno de
los solventes a partir del paso 2.

4.4 Técnicas de Caracterizacion para el fitofarmaco

La caracterizacion es necesaria y de suma importancia para poder adecuar la formulacidon de una
aplicacion terapéutica especifica. Para lo cual fue necesario realizar: la identificacién de compuestos
qguimicos y grupos funcionales por diferentes técnicas complementarias, asi como el tamafio y la
distribucidn granulométrica, la morfologia, las propiedades de superficie, la eficiencia de
encapsulacidn, el contenido del principio activo en la nanoparticula y el perfil de liberacién del
farmaco encapsulado.

4.4.1. Identificacidon de grupos funcionales por la Técnica de UV-Vis.

La absorcidn de radiacidon UV o visible corresponde a la excitacién de los electrones externos. La
absorcién de radiacidn ultravioleta y visible en las moléculas orgdnicas esta restringida a ciertos
grupos funcionales (croméforos) que contienen electrones de valencia de baja energia de
excitacion. El espectro de una molécula que contiene estos croméforos es complejo. Esto es debido
a la superposicion de transiciones rotacionales y vibracionales en las transiciones electrdnicas que
da una combinacién de lineas sobrepuestas. Esto da como resultado una banda de absorcidon
continua. Muchas moléculas absorben radiacion a longitudes de onda diferentes. Un espectro de
absorcién mostrard un nimero de bandas de absorcién correspondientes a grupos estructurales
gue estan dentro de la molécula (Amézquita et. al, 2008).
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4.4.2. Barrido en UV-Vis de las diferentes fracciones obtenidas con los solventes
propuestos

El equipo a usar para realizar el corrimiento de las muestras fue ELISA, y se selecciond un intervalo
de barrido de longitud de onda desde: 200 — 950 nm.

En una placa de 96 pozos se colocardn 100 pl en cada pozo de cada uno de los tubos que se obtuvo
del equipo de cromatografia (SEPACORE) y se realizé el barrido; asi es como se generan diversos
picos con diferentes longitudes de onda cada uno con su respectiva absorbancia a determinada
longitud de onda en un mismo grafico.

Por cada pozo, existe una muestra, y genera un grafico de tal forma que en el andlisis de resultados
se observara cada grafico, que si resulta similar entre dos graficos significa que es una misma
fraccion, de lo contrario ha existido una separacidn y por lo tanto hay distintas fracciones.

Este procedimiento se realizd para cada uno de los solventes que han sido propuestos.

4.4.3. Identificacidn de grupos funcionales por la Técnica de FTIR.

La eficacia de la espectroscopia de infrarrojo se basa en que cada compuesto tiene un
comportamiento Unico frente a un haz de infrarrojos. Esta técnica detecta la presencia o no de un
determinado compuesto, en una mezcla o en una muestra pura, puede hacer la caracterizacion de
un compuesto nuevo o llevar a cabo el seguimiento de la evolucion de una sintesis (sefiales huella):
sefiales elegidas para que informen inequivocamente sobre el compuesto objeto de andlisis
(Técnicas Espectroscépicas, Maria Font).

Los movimientos vibracionales de los componentes de un enlace quimico tienen frecuencias
naturales dentro del rango de frecuencias del infrarrojo. Las oscilaciones inducidas por ciertos
modos vibracionales pueden provocar que cuando un haz de radiacion infrarroja incide sobre la
materia, si las frecuencias estdn en resonancia, se produzca un intercambio de energia entre el haz
y las moléculas constituyentes. Los tipos atdmicos implicados en el enlace, el entorno quimico de
dicho enlace y la concentracién de los enlaces presentes, tienen un comportamiento caracteristico.
Practicamente todos los compuestos moleculares pueden manifestar una serie de bandas de
absorcién (eficacia en espectroscopia). Cada banda corresponde con un movimiento de vibracidn
de un enlace en concreto dentro de la molécula: el conjunto constituye la huella dactilar del
compuesto (Técnicas Espectroscdpicas, Maria Font).

Identificacion de los grupos funcionales presentes en la fraccion con mayor efecto citotéxico
positivo obtenida del extracto acuoetanolico del Aranto por la Técnica de FTIR.

Se tomé un botdn de la fraccidon en polvo y se realizé un escaneo para analizarla por la técnica de
FT-IR (Spectrum One, FT-IR, Perkin Elmer), desde 4000 hasta 600 cm-1, de la fraccién con mayor
efecto citotoxico positivo del extracto acuoetandlico, y también al extracto en crudo, para realizar
alguna posible identificacion de las principales familias de compuestos quimicos, presentes en dicha
fraccion, el analisis se realizd mediante el software Essential FT —IR v 1.50.
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4.4.4 Identificacion de compuestos quimicos por la Técnica de HPLC.

La cromatografia liquida (HPLC), es una técnica utilizada para separar los componentes de una
mezcla. Consiste en una fase estacionaria (columna) y una fase movil. La fase estacionaria es silica.
La fase mdvil actua de portador de la muestra. La muestra en solucidn es inyectada en la fase movil.
Los componentes de la solucion emigran de acuerdo a las interacciones no-covalentes de los
compuestos con la columna. Estas interacciones quimicas, determinan la separacién de los
contenidos en la muestra. La utilizacién de los diferentes detectores dependerd de la naturaleza de
los compuestos a determinar (http://www.ucm.es/).

4.4.5. Cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC)

Primeramente se prepard una mezcla de etanol: agua (3:1) con volumen final de 2ml, y se pes6 5mg
de la fraccién de K. daigremontiana, de esta forma se resuspendié la fraccién en la mezcla del
disolvente. Para la solucién estdndar se pesé 2mg del bufalin y se disolvié en 2 ml de la mezcla
etanol: agua (3:1), se filtré con una membrana de tamafio de poro 0.22 um y se colocaron en un vial
cada solucién finalmente se almaceno a — 4°C. Se Inyectaron 5 pl de la solucién preparada en el
sistema HPLC.

Las condiciones Cromatograficas del equipo HPLC fueron las siguientes:

- Columna Cromatografica Zorbax C 18 (4.6 x 100 mm, 3.5 um)

- Preparar una solucién al 0.3 % acido acético y agua mQ.

- Preparar solucidén (se peso la Fraccion y adicionar 2ml de etanol 3:1), filtrar la fase movil
tres veces con un filtro millipore con un tamafio de poro de 0.22 pum y colocar en un vial
con una jeringa), (Min Ye et. al., 2006; Jianfeng Xing et. al., 2012).

Cultivo Celular

Se utilizo la linea celular tumoral de adenocarcinoma mamario MDA-MB-231, ATCC HTB — 26 vy la
linea celular epitelial no tumurogénica MCF10A, ATCC CRL-10317 proporcionadas por la ENMyH y
las lineas celulares se manejaron en condiciones estériles, en campana de flujo laminar, usando
material y soluciones estériles. La linea celular tumoral MDA-MB-231 se cultivd en medio DMEM
(Dubelco's Modified Eagle Medium, Gibco), suplementado con 5% de suero fetal bovino
(Invitrogen).

Mientras que la linea MCF10A se cultivd en medio DMEM-F12, suplementado con 10% de suero
fetal bovino, ademas de EGF (100mg/ml, Sigma), Insulina (100 mg/ml, Sigma) e Hidrocortisona (1

mg/ml, Sigma). La incubacidn se realizé en una incubadora a 37 °C, en una atmésfera de CO, al 5%
y en condiciones de humedad constante (Estanislao, et al ., 2010).

4.5 Ensayos de viabilidad
Ensayo de MTT

Para llevar a cabo la evaluacidn del porcentaje de citotoxicidad inducida por las fracciones del
extracto acuoetandlico se realizé la técnica colorimétrica MTT. Y a su vez de esta forma se selecciond
las fracciones del extracto que dieron un efecto citotdxico positivo. El fundamento de esta técnica
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se basa en la reduccion metabdlica del Bromuro de 3-(4,5- dimetiltiazol-2-ilo) 2,5 difeniltetrazol
(MTT, compuesto de coloracién amarilla); esta reaccién es realizada por la enzima mitocondrial
succinato-deshidrogenasa para tener como producto las sales de formazan (color azul), permitiendo
determinar la funcionabilidad mitocondrial de las células tratadas. El anillo de tetrazolio es reducido
en la mitocondria activa, asi la reaccién ocurre sélo en células vivas, ya que las células muertas son
incapaces de reducir el MTT después de 30 min. Este método ha sido muy utilizado para medir
supervivencia y proliferacién celular, ademas de tener un valor para la medicidon rdpida vy
cuantitativa de muerte celular (Estanislao, et al., 2010). La cantidad del formazan producido se
puede determinar una vez que el formazan es disuelto. El formazan producido se disuelve
completamente en dimetilsulféxido (DMSO), el cual es el disolvente mas conveniente y mas usado
para el ensayo, el compuesto colorido absorbe a una longitud de onda de 540 nm. La cantidad de
células viables es directamente proporcional a dicha absorbancia, la cual es estable durante 2 h
(Estanislao, et al., 2010).

4.5.1. Evaluacion de las fracciones del extracto acuoetandlico de Aranto por la técnica
MTT.

Con este procedimiento se evalud el efecto de las fracciones del extracto acuoetanélico tanto en el
cultivo de la linea celular tumoral MDA-MB-231, asi como en la linea epitelial MCF10A. Las células
se resuspendieron en medio (DMEM y DMEM F12) respectivamente y se realizd un conteo celular
para sembrar 7000 células en cada pozo de una microplaca de 96 pozos, e incubar a 37 °C durante
24 h, al 5% de CO, y humedad. Posteriormente las células se trataron con los controles y el
problema. Como controles negativos se sembraron las células sin tratamiento y DMSO 0.2%; como
control positivo se utilizd 0.25 pg/ml de Taxol y estandar de bufadienolido; y como problema se
utilizaran diferentes concentraciones de las fracciones del resultado de los 4 solventes propuestos
(25, 50, 100, 200 pg/ml) a tiempos de 24, 48 y 72 h. Al cabo de este tiempo se adiciond el MTT (5
mg/ml, Sigma) y se dejé incubar por 90 min a 37 °C en oscuridad. Una vez terminado el tiempo de
incubacién se elimind el sobrenadante de las placas, posteriormente se agregaron 100 pl de DMSO
y se realizd la lectura en el equipo de ELISA (Labsystem Multiskan Ms) a 570 nm y se calculd la
viabilidad (%) (Estanislao, et al., 2010).

Viabilidad (%) = (D. O. Problema/ D. O. del testigo) x 100

Posteriormente mediante el programa GraphPad Prims5.0 se realizd una regresién no lineal entre
el porcentaje de supervivencia y el Log de la concentracién, para calcular el valor del IC5,. Al término
de estas pruebas se elegio la fraccidn que tuvé el mayor efecto citotdxico positivo sobre las células,
para realizar su nanoencapsulacion.

4.6 Técnica de Spray dryer para la elaboracion de particulas.

El secado por pulverizacion (Spray dryer) es un método establecido que se inicia por atomizacion /
pulverizacién de una suspension, el resultado son gotitas seguido por un proceso de secado, lo que
resulta en la produccidn de particulas sdlidas (K. Masters, 1991). Es un secado eficiente debido a la
gran superficie disponible para la transferencia de calor y masa, como resultado de la atomizacién
del liguido en gotitas muy pequefias del orden de decenas a cientos de micrémetros (M. Fareed,
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2003). El secado por pulverizacion se utiliza con éxito en la industria farmacéutica para producir
productos con propiedades fisicas y quimicas definidas. En la elaboracién de la tecnologia de
alimentos, los métodos de secado son ampliamente utilizados en la industria manufacturera. En el
procesamiento de materiales, el secado por pulverizacion se ha usado para producir particulas de
polvo submicrométricas, estas particulas de tamafo micrométrico de metales, semiconductores y
Oxidos con una forma esférica, no aglomerada y casi monodispersa, con un tamafio de particula
controlado (K. Okuyama et al. 2003). La formacidn de nanoparticulas dispersas individualmente
derivados de soles coloidales a través de secado por pulverizacidn a baja presién se ha investigado
recientemente (Wang et al. 2005). Polvos con particulas esféricas son de importancia practica, ya
que, en general, tienen mejores propiedades reoldgicas que los polvos con particulas irregulares
(P.Luo et. al. 1995). Con el fin de generar gotitas, la alimentacion liquida puede ser atomizada por
los discos rotatorios, boquillas de dos fluidos o nebulizadores ultrasénicos, dependiendo del tamafio
de la gota que se requiera. Las gotitas se pulverizan en una cdmara de secado se calienta a una
temperatura del disolvente usando un vehiculo. El tiempo necesario para secar las gotitas depende
del tiempo de residencia de la gotita en la fase gaseosa, la cual, a su vez, esta determinada por la
geometria de la cdmara, las tasas de flujo de gas portador, la temperatura y la presion. La recogida
de polvo se puede lograr utilizando un cicldn, filtro de bolsa. Debido a su simplicidad vy el
procesamiento rapido, el secado por pulverizacién tiene un gran potencial para el disefio de nuevos
materiales. Durante el proceso, la temperatura de pulverizacién no es generalmente muy alta y el
tiempo de residencia de la gotita / particulas es muy corto, de modo que, después de la
pulverizacién, las propiedades inherentes de las nanoparticulas no cambian apreciablemente. Por
ejemplo, cuando se utiliza agua como el medio de dispersion, una temperatura de funcionamiento
de alrededor de 150 ° C es suficiente para secar completamente las gotitas dentro de unos pocos
segundos. Ademads, aunque la temperatura del aire para el secado puede ser relativamente alta, la
temperatura real de las gotitas de evaporacidon es significativamente inferior, debido al
enfriamiento, como resultado del calor latente de vaporizacién. Durante la pulverizacién, la
humedad evaporada forma una cubierta alrededor de las gotitas, que absorbe la mayoria del calor.
Generalmente, la temperatura media de la gotita es de 15 - 20 ° C por debajo de la temperatura del
medio ambiente circundante. Por lo tanto, el secado por pulverizacién también es ventajoso parala
produccién de tamaio micrémetrico de bajo punto de fusidn asi como materiales tales como lipidos,
gue son muy importantes para la produccién de particulas y que son normalmente utilizados en la
administracién de farmacos (J. Broadhead et al, 1992).

Técnica de Nano Spray Dryer para la elaboracion de nanoparticulas.

La técnica de secado por pulverizacidon por Nano spray Dryer utiliza un enfoque simple para la
preparacion de nanoparticulas que implica la pulverizacién, la evaporacién de la solucién de
farmaco, y la coleccién de las particulas del farmaco; por esta razéon numerosos farmacos son
candidatos viables para la preparacion de nanoparticulas utilizando esta técnica. Es dificil preparar
particulas menores de 2 micras utilizando técnicas convencionales de secado por pulverizacién, y
también es dificil de recoger las particulas mas finas. En otras palabras, las particulas
submicrométricas, es decir, nanoparticulas, no se pueden producir usando secadores de
pulverizacién convencionales. Recientemente, se ha desarrollado una avanzada tecnologia de
secado por pulverizacién, el Nano Spray Dryer, éste fue desarrollado por Blichi. La malla vibratoria
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piezoeléctricamente conducida y el colector de particulas electrostatico permiten la preparacion
exitosa y coleccidn de las nanoparticulas. Los diferentes tamafos de abertura de malla se pueden
utilizar para crear diferentes tamafios de nanoparticulas. Hasta la fecha, se han podido encapsular
farmacos dando lugar a las nanoparticulas poliméricas, también se han realizado las nanoparticulas
de proteinas, y esferas huecas de carbonato de litio (Li,COs) usadas en las baterias de litio todas
estas se han preparado con éxito utilizando el Nano Spray Dryer (Koichi, et al., 2013).

Drying gas
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Fig 17. Representacion Esquematica del Nano Spray Dryer.

4.6.1. Método de encapsulacion por Secado Nano Spray Dryer

1) Se Lavo el equipo; se pasé agua bidestilada del frasco de alimentacion y paso por la bomba para
finalmente terminar en desechos.

2) Una vez limpio el equipo (Spray Dryer B-90); se prendio la bomba y con la perilla se regul6 el flujo
(127 L CO2/min), se encendid el interruptor del panel de control, y se selecciond heat y el botdn

pump en nivel 2 y 80 % de aspersidn (spray), temperatura de entrada 60 °C, temperatura de salida

25 °C, temperatura del cabezal 58 °C'y Presién de 39 mbar.
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3) Se Prepard una solucion al 0.5 % en la que el disolvente es acetona, y contiene PLGA como
polimero y el extracto acuoetandlico de Aranto, ambos estan en una proporcion del 50% de sélidos
totales.

4) Se Realizé un filtrado, con un tamafio de poro 0.22 um, y se dejé en agitacidon por 24h a
temperatura de 4°C, después de las 24 h de agitacion se volvié a filtrar con un filtro de 0.22 um de
tamafio de poro, y se mantuvo a Temperatura de 4°C.

5) Se pasd la solucién problema a través de la bomba de alimentacién en las condiciones
establecidas del paso 2, se observd que haya presencia de muestra en el colector y se esperd
aproximadamente 3 hrs.

6) Se Recuperd la muestra del colector y se peso el producto.

7) Para finalizar se llevd a hacer anadlisis de microscopia por SEM y se observé la formacién de
nanocdpsulas, asi como su morfologia y tamanio.

4.6.2.- Caracterizacion de las nanocapsulas
4.6.2.1. Tamaio y morfologia

El tamafio de los nanosistemas debe ser evaluado mediante microscopia electrdnica, la microscopia
electrénica de barrido (Scanning Electron Microscopy —SEM), ademas del tamafio, permite estudiar
la morfologia de las nanoparticulas. El analisis morfoldgico llevado a cabo por SEM permite ademas
determinar la distribucidn del principio activo encapsulado, lo que posibilita una evaluacién mas
detallada de la eficiencia de encapsulacién y del comportamiento del farmaco en la superficie.
(Rocha et al. 2009)

Anglisis por microscopia electréonica de barrido (SEM).

El tamafo y la morfologia de las nanoparticulas se determinaron por microscopia electrénica de
barrido (SEM, JSM-6390LV, JEOL, Japdn).

1) Se prepard la muestra para su analisis, se colocd la muestra sobre el soporte y se recubrid con
plata durante 30 segundos, por un proceso de pulverizacion catédica de vacio (Desk IV, Denton
vacuum, USA).

2) Se saco la muestra (se hizo el recubrimiento para evitar que se cargue la muestra y poder hacer
el andlisis de SEM)

3) Se colocd la muestra en el soporte del microscopio, y se hizo un vacio, se fijo el voltaje para el
cafién de electrones y también para la muestra (20 KV).

4) Se hizo incidir los electrones sobre la muestra penetrandola, en el detector se reciben electrones
que salen de la muestra (electrones secundarios), formando asi la imagen.
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5) Se observé la morfologia, y tamano, de nanocdapsulas. Las micrografias se realizaron en 5000 y
10 000 aumentos.

4.6.2.2. Carga Superficial

El potencial zeta proporciona informacién sobre la carga superficial de las nanoparticulas, que
condiciona las interacciones de las mismas membranas celulares. El potencial zeta puede
determinarse mediante técnicas electroforéticas. La formacién de agregados suele ocurrir cuando
las fuerzas de Van der Waals son dominantes, lo que resulta en una reduccién de los valores del
potencial zeta y la pérdida de estabilidad del sistema. El potencial zeta también depende de las
condiciones del medio de dispersion sobretodo de la concentracidn de electrolitos y del pH (Rocha
et al. 2009).

Analisis de carga superficial (Potencial Z)

El tamafio de didmetro de las nanoparticulas (nm), el indice de polidispersidad (PDI) y el potencial
de las nanocapsulas de PLGA sintetizadas, se midieron mediante dispersién de luz dindmica
(Zetasizer Nano ZS , Malvern Instruments , Ltd. , Malvern, modelo ZEN 3600, Reino Unido) a 25 ° C,
y la carga superficial ( potencial zeta, mV ) se midid por la movilidad electroforética; se analizé en
las celdas capilares con el mismo instrumento y bajo las mismas condiciones experimentales.

Se prepard una solucidn con nanocapsulas a una concentracién de 1mg de polvo disuelto en 2ml de
buffer de fosfatos (PBS) a un pH de 7 y 11. Las muestras antes de ser evaluadas fueron filtradas en
disco milliport de 0.45 pum.

4.6.2.3. Eficiencia de encapsulacion

La eficiencia de encapsulacion (%) es la relacion entre la cantidad encapsulada del farmaco y la
cantidad total del farmaco afiadido en la preparacién. El contenido en principio activo revela la
cantidad real del fdrmaco encapsulado por unidad de masa del polimero o de la mezcla polimérica
empleada en la formulacién. Los procedimientos para la determinacidon de la eficiencia de
encapsulacién y del contenido en principio activo dependeran del polimero utilizado y del farmaco
encapsulado. En general, el contenido en principio activo se determina tras la disolucion de las
nanoparticulas en un disolvente apropiado seguido de la ultracentrifugacién o ultrafiltracién de las
mismas. El fdrmaco se cuantifica empleando distintos métodos dependiendo de la naturaleza del
principio activo (espectrofotometria UV, HPLC, ELISA, etc.) (Govender, et al., 1999).

4.6.2.4. Liberacion in Vitro

La liberacién del farmaco a partir de un sistema polimérico nanoparticulado depende de diversos
factores: 1) desorcién del farmaco de la superficie de las nanoparticulas; 2) difusién del farmaco a
través de la matriz polimérica de las nanoesferas; 3) difusidn a través de la pared polimérica de las
nanocdpsulas; 4) erosion de la matriz polimérica; y 5) combinacién de los procesos de difusion y
erosion. Las propiedades de liberacion y los mecanismos implicados estan basados en el coeficiente
de difusion del farmaco y en la velocidad de biodegradacion del polimero. La difusidn en bolsas de
didlisis y la separaciéon basada en ultracentrifugacion o filtracion a presién reducida han sido
utilizadas para la determinacion del perfil de liberacién de farmacos a partir de nanoparticulas. Las
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nanocapsulas y las nanoesferas presentan distintos perfiles de liberacién debido a la naturaleza del
compartimento donde el farmaco esta encapsulado (vesicular o matricial). Las nanoesferas
encapsulan el principio activo en el interior de la matriz polimérica, lo que produce una distribucion
uniforme del fdrmaco, por lo que la liberacion desde dicha matriz ocurre mediante la combinacién
de los procesos de difusién y erosion. Si la difusidn ocurre mas rapidamente que la degradacidn de
la nanoesfera, el proceso de liberacion del farmaco es difusién dependiente. En caso contrario, la
degradacion es altamente influyente en el perfil de la liberacién.

En primer lugar, se produce la liberacién rapida del farmaco adsorbido en la superficie de la
nanoparticula (efecto burst) seguido de la liberacidn mas lenta del farmaco atrapado en el interior
de las mismas. En general, los sistemas matriciales presentan una cinética de liberacién de primer
orden. En las nanocapsulas, en cambio, el fdrmaco contenido en el ndcleo debe difundir a través de
la pared polimérica. La morfologia vesicular de este tipo de nanoparticulas es responsable de una
cinética de liberacién de orden cero. En general, los estudios de liberaciéon de farmacos a partir de
nanoparticulas son complicados debido al tamafio nanométrico de dichos sistemas, lo que dificulta
la separacién de las nanoparticulas del medio de liberacién. La concentracidn del farmaco en dicho
medio se determina a lo largo del tiempo y utilizando el método mas adecuado en cada caso y que
dependerd de la molécula encapsulada (Gref, et al., 2006).

Analisis liberacion de farmaco in vitro por la técnica de ELISA.

Para el analisis de liberacion in vitro, las nanocdpsulas cargadas con farmacos, “Taxol, estandar
(bufalin), extracto acuoetanolico de K.daigremontiana y fraccidon de K.daigremontiana,” (2 - 3mg)
se reconstituyo en PBS (5 ml, pH 7.4) y se transfirio a bolsas de dialisis (MWCO: 3.500 Da) con 10
ml de PBS con agitacidon a 110 rpm 37 °C. A intervalos apropiados, la solucidon tampdn se reemplazd
con PBS fresco, y la concentracidon del taxol, estandar (bufalin), extracto acuoetandlico de
K.daigremontiana y fraccién de K.daigremontiana,” liberado en el PBS eliminado se determiné
usando una curva de calibracién en la longitud de onda donde se observé su absorbancia maximade
cada uno al cuantificar en un espectrofotémetro UV.-Visible a Lamda de 950 nm. Después, las
proporciones acumulativas del Taxol, estdndar (bufalin), extracto acuoetandlico de
K.daigremontiana y fraccion de K.daigremontiana, liberado se calcularon con una funcidn del
tiempo para cada generada por sus datos experimentales.

4.6.2.5. Analisis de eficiencia de encapsulacion, de farmaco in vitro por la técnica de ELISA.

Para el andlisis de eficiencia de encapsulacion, las nanocdpsulas cargadas con farmacos,
“K.daigremontiana” (2 — 3 mg), Taxol y estandar de bufadiendlidos (0 — 10 ug), y se reconstituyeron
en 2 ml de acetona, para extraer el fdrmaco o fitofarmaco, y estimar el contenido de carga y
encapsulacion.

Las muestras en acetona se agitaron suavemente con un agitador, por 12 h a temperatura ambiente
y 36 h a4 °C. Estas soluciones fueron centrifugadas a 14000 rpm y el sobrenadante fue colectado.

La suspension (20 ul) fue diluida con 1 ml de acetona. Y las concentraciones fueron determinadas
por UV —=VIS a 450 nm.
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La eficiencia de encapsulacion de las nanocapsulas se calculé mediante la siguiente ecuacion. La
eficiencia de encapsulacién (EE)

EE (%) =(A/B) * 100
Para calcular el contenido de la carga de farmaco en las nanocapsulas (LC)
LC (%) =(A/C)*100

Donde A representa la cantidad de farmaco que se obtiene de las nanocapsulas, B es la cantidad
inicial de farmaco que se pone en el sistema in vitro y C es el peso de las nanocapsulas.

La liberacion de farmaco en las nanocapsulas se calculd con la siguiente ecuacién:
mt-act = (Ct +v/ V X Ct)V

Donde m t-act es la cantidad real de los medicamentos lanzados en el tiempo t, ct es la
concentracién del farmaco en el liquido de liberacidon en el tiempo t medido por ELISA, v es el
volumen de muestras recogidas en un intervalo de tiempo predeterminado, y V es el volumen total
de fluido de liberacién (H. Wang et al., 2011; W. Tao et al., 2013).
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1.1. Identificacion Taxondmica

La identificacién taxondmica fue realizada por el Instituto de Biologia de la UNAM, quien clasifico a
la planta perteneciente a la Familia Crassulaceae y especie Kalanchoe daigremontiana (Figura 18).
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Fig. 18 Identificacion Taxonédmica de Kalanchoe daigremontiana (Raym — Houmet and H. Perrier).
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Se realizd una entrevista al azar, a la poblacidn del municipio de Ixmiquilpan, en el estado de Hidalgo,
para saber el uso que se le da a la planta en estudio, lo que se pregunté fué lo siguiente:

e Nombre comun de la planta: Aranto o Lagarto

e Parte de la planta que utilizan: Tallo, flor, hojas.

e Padecimiento para el cual utilizan la planta: Cancer

e Formay cantidad de preparacion de la planta para su uso: en forma de té, (un pufiado de la
planta seca en 2 litros de agua, a ebullicién y tomar)

e Epoca de colecta de la planta: Noviembre — Diciembre.

e Numero de colectas: 3

Obtencion del K.daigremontiana y extracto acuoetandlico por Maceracién en Frio.

Una vez que se obtuvieron los ejemplares del K. daigremontiana se procedié a moler la planta y
obtener los extractos con los diferentes disolventes, por la técnica de maceracién en Frio, con la
metodologia anteriormente citada; posteriormente se eligid el extracto acuoetandlico ya que en
investigaciones preliminares, éste extracto fué el que presentd un mejor efecto citotdxico en linea
celular MDA-MB-231, se procedio a calcular el rendimiento, con la siguiente féormula:

n (%) = (masa seca/ masa total) * 100.

Tabla 3. Rendimiento obtenido del extracto acuoetandlico.

Extracto Etanol/ agua (3:1) Porcentaje de rendimiento
Muestra 1 16.082%
Muestra 2 12.822%

Muestra 3 17.019 %
Promedio 15.307%

StabrieTory

()

Fig.19 Extraccion por maceracion Fig.20 Obtencion del producto (Extracto acuoetandlico de Aranto)

67




5.2. Separacion por Cromatografia Preparativa

Inyeccion de la muestra
Solvente de inyeccién etanol: agua

A continuacidn se muestra la columna de silica, saturada con la muestra (extracto crudo
acuoetandlico de Aranto) Fig. 21.

Fig.21 Inyeccion de la muestra (extracto acuoetandlico de Aranto).

Fig.22 Fraccionamiento con hexano.
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5.2.1.Espectros UV- Vis de las Fracciones del extracto acuoetandlico del K.
daigremontiana.

UV-VIS FRACCIONAMIENTO CON HEXANO

Hexano
— M1
—F1
F2
F3
M5
M6
M7

Abs (UA)

Carotenos

Clorofila a

Clorofila b

Clorofila a

Clorolfila b l

A
T T T T T T T T T T T T 1
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Longitud de Onda (nm)
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Fig.23 Barrido por UV-Vis del extracto acuoetandlico de K. daigremontiana usando Hexano.

Se puede observar segun la grafica que de las siete muestras (M) que genera el SEPACORE, solo se
obtuvieron tres fracciones (F), existe fraccionamiento del extracto acuoetandlico usando el solvente
Hexano cuyo indice de polaridad tiene un valor de 0.06, Fig.23. Tedricamente la clorofila a, absorbe
en las regiones del rojo y del azul, los valores de absorcidn son en un intervalo de (400 — 450 nm y
680 — 700 nm). Se puede observar la expresion de estas sefales en las Fracciones (F1, F2, y F3). Por
otro lado la clorofila b, se presenta en un rango de (490-530 nm y 620 — 680 nm), haciéndose mas
notoria en la F2, asi mismo se podria sugerir la presencia de carotenos, ya que el segundo pico
observado en las tres Fracciones se detectd en un intervalo de (428 — 461 nm) y este cae dentro del
rango para diferentes carotenos, de acuerdo con la siguiente Tabla 4:

Tabla 4. UV- Vis de Carotenos.

Caroteno n-Hexano (Longitud de onda en nm)
a - caroteno 422,444,473
f - caroteno 425, 451, 482
Y - caroteno 437, 462, 494
€- caroteno 419, 444, 475
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Fig.24 Fraccionamiento con Acetato de Etilo

UV-VIS FRACCIONAMIENTO CON ACETATO DE ETILO
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T —M1
5.5 —
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—— M8
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Fig.25 Barrido por UV-Vis del extracto acuoetandlico de K. daigremontiana usando Acetato de Etilo.

El fraccionamiento realizado al extracto acuetanolico de K. daigremontiana utilizando el solvente
acetato de etilo con un indice de polaridad de 4.3, el SEPACORE produjo once muestras (M), pero
solo se obtuvieron tres fracciones (F) (Fig. 25). Interesantemente se puede apreciar que las tres
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fracciones obtenidas presentan familias quimicas similares; sin embargo en la F1 aun podemos
encontrar presencia de clorofila a, a diferencia de las F2, y F3 en las que ya no se detecta, y enla F3
ademas no se aprecian ni acidos grasos ni esteroles; mientras que el resto de las demas familias
guimicas se encuentran en las tres Fracciones aunque en diferentes concentraciones.

Tabla 5. Principales familias quimicas presentes en el fraccionamiento del extracto acuoetandlico de K.
daigremontiana con Acetato de Etilo.

Familia Quimica Rango de absorcion en (nm) Fig.5 Rango de absorcion en (nm)
F1 F2 F3

Flavonas y Flavonoles 276-363 250 - 280 y 300 - 390

Flavonas 312-350  310-350 311-345 310- 350

Flavonoles 3- O- sustituidos 330-360  330-360  330-360 330 - 360

Flavonoles 360-385 350-385 350-395 350 - 385

Bufadiendlidos 296-300  296-300 296-300 296 - 300

Acidos Grasos 229-231  231-270  ---------- 230 - 235 y 260 - 280

Esteroles 240,290  242-248 - 240,270,280,290,310,325,340-

360
Clorofila a 400-450 400 - 450 y 680 — 700

Fig.26 Fraccionamiento con Diclorometano

Ahora bien, al realizar el fraccionamiento pero ahora utilizando como disolvente el diclorometano
con un indice de polaridad de 3.4, no se logré fraccionar mas el extracto.
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UV-VIS FRACCIONAMIENTO CON DICLOROMETANO
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Fig.27 Barrido por UV-Vis del extracto acuoetanolico de K. daigremontiana usando Diclorometano.

Se puede observar segun la grafica que de las quince muestras (M) que genera el SEPACORE, no se
obtuvieron fracciones (F), la presencia en muy baja concentracion de Esteroles a 290 nm, Flavonas
en un rango de 310 — 350 nm, y Flavonoles entre 350 — 385 nm (Fig.27).

i 1

Fig.28 Fraccionamiento con Etanol: Agua
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UV-VIS FRACCIONAMIENTO CON ETANOL:AGUA
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Fig.29 Barrido por UV-Vis del extracto acuoetanolico de K. daigremontiana usando Etanol: Agua.

Con esta mezcla de solventes Etanol: Agua, se puede observar segun la grafica (Fig. 29) que de las
nueve muestras (M) que genera el SEPACORE, se obtuvieron tres fracciones (F), y se puede observar
un poco mas definidos los picos, para la F1 presencia de Acidos Grasos unicamente en (228 nm),
Esteroles en (280 y 290 nm), Bufadiendlidos (296 - 300 nm) y Flavonas y Flavonoles en (316 — 390
nm). Para la F2, sugerimos la presencia de Esteroles en (270 y 290 nm), Bufadiendlidos en (296 —
300 nm) y Flavonas en (310 -347 nm). Para la F3, Esteroles (242 -249 nm, 280 y 290nm) y Acidos
grasos en (260 nm), Bufadiendlidos (296 — 300 nm) y Flavonas y Flavonoles (323 -385 nm).
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Fig. 30 Barrido por UV-Vis del extracto acuoetanolico y la F3 obtenida del Fraccionamiento Etanol: Agua

de K. daigremontiana.

En esta Fig.30 se hace una comparacion de los barridos por UV-Vis entre el extracto crudo y la F3,
de lo cual se observa que tanto el extracto crudo como la F3 de K. daigremontiana podrian presentar
algun tipo de bufadienolidos, cabe mencionar que de acuerdo con los autores (Clare Van y col.,
2009) afirman que el K. daigremontiana contiene compuestos como el Glutinol, Glutanol, Acetato
Glutinol, Friedelin, Epifriedelanol, Germanicol, b- Amiryn. Los autores (Malgorzata Kalinowska y col.,
1990), sugieren que K. daigremontiana esta compuesto por los siguientes grupos funcionales:

Tabla 6. Grupos Funcionales del K. daigremontiana

Grupo Funcional
n-alcanos
n-aldehidos
n-acidos grasos
n-alcoholes
n-esteres alquilo

Longitud de onda (nm)
Menor a 150

190y 290

230 - 235y 260 -280
180y 188

208, 217y 225
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Rendimiento para las Fracciones obtenidas.

Se obtuvieron tres fracciones de acuerdo para cada disolvente utilizado, excepto para el
Diclorometano, inyectando 2 g de muestra (Extracto acuoetandlico de K. daigremontiana) en la
columna de Cromatografia Preparativa.

Tabla 7. Rendimiento de las Fracciones del K. daigremontiana

Fraccion Hexano Acetato de Etilo  Etanol: Agua (3:1)
F1 0.065% 0.07% 1.175%
F2 0.05% 0.075% 0.295%
F3 0.075% 0.05% 15.52%

El producto final obtenido (F3) del extracto acuoetandlico, fue el que tuvo el rendimiento mds alto
comparado con el resto de las fracciones obtenidas con los otros disolventes, la cual se sugirié usar
para las demas pruebas.

5.3. Efecto citotdxico.

5.3.1. Evaluacion de las Fracciones obtenidas de la Separacion con Acetato de Etilo en la linea
celular MDA-MB-231.

Una vez obtenidas las fracciones con el acetato de etilo como disolvente, se procedio a evaluar éstas
en linea celular MDA-MB-231, las tres Fracciones resultantes se probaron a concentraciones de (25,
50, 100, 200 pg/ml), a tiempos de 24 hy cada ensayo se realiz6 por triplicado, en la Fig.31 se pueden
apreciar los porcentajes de viabilidad obtenidos para dicho tratamiento.
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Fig.31 Efecto de las Fracciones obtenidas de usar Acetato de etilo para la separacion

De acuerdo con los resultados se puede apreciar que el porcentaje de viabilidad de las células que
no se sometieron a ninguln tratamiento es del 100%, con respecto a las células tratadas con el DMSO
al 0.2%, se considera que no hay un descenso celular significativo, este tratamiento es de suma
importancia ya que el DMSO se usé como disolvente en los diferentes tratamientos, por lo que
sabemos que esta concentracién es la adecuada, ya que no afecta la viabilidad de las células
tumorales. Por el contrario al usar el control positivo el Taxol, la viabilidad disminuyd hasta en un
68% para las 24 h. Mientras que las células con tratamiento en el que se probaron las tres Fracciones
a las diferentes concentraciones, se observa que a las 24 h, si existe efecto citotdxico presentandose
a partir de la dosis mas baja que es de 25 ug/ml, asi la F2, exhibiéndose como la mejor de ellas,
alcanzando hasta en un 52% de viabilidad celular para la dosis de 200 ug/ml. Sin embargo en
ensayos realizados anteriormente para el extracto crudo etanol:agua del K. daigremontiana, se
alcanzé hasta un 45% de viabilidad para la dosis de 200 ug/ml. Por lo que se decidié continuar
probando ahora con las Fracciones obtenidas tras usar como fase mévil la mezcla Etanol:Agua para
la separacion.

5.3.2. Evaluacidn de las fracciones obtenidas de la separacion con la mezcla Etanol: Agua en la
linea celular MDA-MB-231.

Este tratamiento se realizé bajo las mismas concentraciones y al tiempo de 24 h, los resultados se
muestran a continuacién en la Fig.32. Nuevamente para las células sin tratamiento y las tratadas
con DMSO al 0.2% la viabilidad observada fue del 100%. Y el control positivo (Taxol) mostro 68.94
% de viabilidad.
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Fig.32 Efecto de las Fracciones obtenidas de usar Etanol: Agua para la separacion

No obstante para las células tratadas con las fracciones 1, 2 y 3, resulto que la viabilidad disminuyd
de forma dosis dependiente. Mostrando la F3 un mejor efecto citotdxico, a partir de la dosis mas
baja de 25 pg/ml con un 51.2% de viabilidad hasta alcanzar el 47.5% para la dosis de 200 pg/ml.

En seguida en la Fig.33 se presenta la comparacion del extracto crudo con la F3 etanol: agua, del
extracto acuoetandlico del K. daigremontiana en linea celular tumoral MDA-MB-231, observando
un efecto similar desde la dosis mas baja de 25 pg/ml, donde se aprecia para el extracto crudo un
61.86% de viabilidad y para la F3 51.2%, hasta alcanzar un 47 % de viabilidad para la dosis de
200 pg/ml en ambos tratamientos.
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Fig.33 Efecto citotdxico del extracto crudo comparado con la F3 del K. daigremontiana.

Obtencion del IC 5o de las fracciones en linea celular MDA-MB-231.

de cada fraccion sobre la linea MDA-MB-231, se calculd la

Una vez analizado el efecto citotdxico

ICso.

la F3 de Etanol: agua del extracto acuoetandlico, ya que

6

Debido a los resultados obtenidos se eligi

bajo y aun mejorado comparado con el extracto

as

| |C50 m

6 e
sabiendo que este, ha generado buenos resultados por los ensayos hechos con

t

es la fraccion que presen

acuoetandlico,
anterioridad.

d6ptima en que se reduce la viabilidad al 50 % en las

on

Con la finalidad de conocer la concentraci

células tumorales se calculé e

I ICso, para esto se uso el programa Graph Pad Prism 5.0, en donde por

| porcentaje de viabilidad

on vs e

7

lineal, se grafica el log de la concentraci

(Porcentaje de células que resultan vivas frente a un tratamiento) Fig.34

.7

una regresion no

78




ICso DE FRACCIONES CON ACETATO DE ETILO

90
80
=2
0
< 70 8
&5
e S ©—F1
|
O 60 @
< ® © © ©=F2
® ©
50 © F3
40
1.35 1.55 1.75 1.95 2.15 2.35

LOG [CONCENTRACION]
Fig.34 Grafico del ICso de las fracciones obtenidas del Acetato de Etilo en linea celular MDA-MB-231.

Como se puede apreciar en la Fig.33 Se observa un descenso en la viabilidad de las células al tratarlas
con la F3, sin embargo las ICso de estas tres fracciones, son muy altas comparadas con el extracto
acuoetandlico.
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Fig. 35 Grafico del ICso de las fracciones resultantes de usar Etanol: agua en linea celular MDA-MB-231.

De acuerdo con la Fig. 35 se muestra que la F3 tiene un mejor efecto citotdxico comparando con las
F1y F2, ya que el ICso de la F3 es de 69.37 + 1.841 pg/ml, por lo que las siguientes pruebas de
viabilidad se realizaron con la F3 de Etanol: Agua, en esta concentracion.
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Fig. 36 Grafico del ICso del extracto acuoetandlico de K. daigremontiana.

En la Fig. 36 se presenta la comparacién de los resultados del ICso para el extracto acuoetandlico
crudo contrastado con la F3 obtenida de la mezcla Etanol: Agua, en donde se puede evidenciar que
se mejord el valor del ICso, al realizar la separacién con la Técnica de Cromatografia Preparativa,
para el tiempo de 24 horas.

En resumen, en la Tabla 8. Se muestra, el IC 5o calculado para cada Fraccion.

Tabla 8. Determinacidon de ICso de las diferentes fracciones a las 24 h.

Fraccion ICs0 pug/ml Error (£ pg/ml)
F1 Acetato de Etilo 129.5 2.112
F2 Acetato de Etilo 106.5 2.027
F3 Acetato de Etilo 220.1 2.343
F1 Etanol:Agua 187.4 2.273
F2 Etanol:Agua 453.8 2.657
F3 Etanol:Agua 69.37 1.841
Extracto Crudo 89.34 1.951
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Fig.37 Espectro FTIR del extracto acuoetandlico crudo del K. daigremontiana.
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Tabla 9. Grupos Funcionales.

Banda Grupo Rango (cm™) Rango (cm™) del Rango (cm™) de la F3 Etanol:Agua
Funcional extracto crudo de K.daigremontiana
K.daigremontiana
(OH) Alcohol 3440-3680 3634, 3649,3678 3405,3453,3465, 3498, 3533
(C-H) Alcanos 2850-2970 2880 2865,2873,2884,2899,2910,2932,2969
(C-H) CH2 1355-1390 1389 1370,1388
(C-H) CH3 1450-1475 1461 1457
(C-0) Aldehido 1709,1710,1714 1709
(C=0) Aldehido, 1742-1744 ---- 1743
Alifatico
(C=0) Acidos, 1770-1782 1777
Alifaticos
(C=0) Ester, 1748-1761 1750
Alifatico
(C=0) Aromaticos 1757-1774 1767
(C-0) Eter 1103-1375 1155,1174,1294 1125,1154,1289,1311,1345,1370
Insaturados 700-730 718 703

De acuerdo con Hildebert Wagner, y col., 1986; y con Rani Maharanni, y col., 2008, se han aislado 5
bufadiendlidos del K. daigremontiana, cuyos nombres son los siguientes:

Tabla 10. Bufadiénolidos

Bufadiendlido Nombre Estructura Quimica
1 Daigremontianin

2 Bersaldegenin 1,3, 0O
5, - ortoacetato.
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3 Bersaldegenin 3 —

acetato.

4 Bersaldegenin 1-
acetato.

5 Daigredorigenin —
3 —acetato

Y reportaron los siguientes resultados de UV, y de IR para los compuestos:

(1) UV=298, IR: 3450 (OH), 1710(C=0), 1630(C-0); UV=300, IR: 3445 (OH), 2882, 1709(C=0),
1122(C-0).
(2) UV=298, IR: 3480 (OH), 1710(C=0), 1300(C-0); UV=299, IR: 3464 (OH), 2877, 1714(C=0),
1122(C-0).
(3) UV=298, IR: 3400 (OH), 1710(C=0), 1370(C-0).
(4) UV=298, IR: 3490 (OH), 1710(C=0), 1250(C-0).
(5) UV=298, IR: 3530 (OH), 1740,1710(C=0), 1370(C-0).
Comparando con los resultados obtenidos por el programa Essential FTIR en la F3 del aislamiento
realizado con Etanol: Agua de K. daigremontiana podemos sugerir, la presencia de los principales
grupos funcionales que componen a los bufadiendlidos como sigue:

(1) IR: 3453(0OH), 1709(C=0), 1125(C-0).
(2) IR: 3465(0H), 1709(C=0), 1125(C-0).
(3) IR: 3405(0OH), 1709(C=0), 1370(C-0).
(4) IR: 3498(0OH), 1709(C=0).

(5) IR: 3533(0OH), 1709(C=0), 1370(C-O).
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Asi mismo se puede corroborar comparando los resultados obtenidos por la técnica UV-Vis (Tabla
4) y los de la Técnica por FTIR (Tabla 9), la existencia de grupos funcionales, citados por los autores
(Clare Vany col., 2009) presentes en el K. daigremontiana.

5.5. Técnica de HPLC, para la F3 del extracto acuoetandlico Aranto.

Para la determinacion del espectro de bufalin por HPLC, se fijaron las siguientes caracteristicas:

Fig. 39 Estructura base del bufanol.

La columna se acondiciond con los siguientes pardmetros.

Flujo 0.4 ml/min Presién Max 400 bar

Tabla 11. Disolventes usados para el método por la técnica de HPLC.

A 0.0% AGUA

B 19.0 % ACETONITRILO

C OFF % ISOPROPANOL

D 81.0% AGUA: AC. ACETICO

Para correr la muestra se ocuparon las siguientes condiciones:

Flujo 0.4 ml/min , T=30°C, se ocuparon tres longitudes de onda, (290,296, 298 y 300 nm), siendo
la de mejor resolucién la de 290 nm.

Y las condiciones adecuadas, fueron las siguientes, proporcionando la mejor resolucién:

Tabla 12. Método usado para la técnica de HPLC.

Time %B %D
1 0 23 77
2 10 25 75
3 15 28 72
4 25 52 48
5 30 60 40
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Fig. 40 Espectro del bufalin usando una fase mévil de ACN: AGUA /AC.ACETICO (19: 81 v/v) y una
absorbancia de 290 nm.

Ademas de obtener un tiempo de retencion de 27.052 min. Fig. 40. Para el caso de la F3, se ocupo
el mismo método, bajo las mismas condiciones proporcionando la mejor resolucién y evidenciando
el pico de bufalin a un tiempo de retencién de 27.576 min. Fig. 41.
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Fig. 41 Espectro de la F3 usando una fase mévil de ACN: AGUA /AC.ACETICO (19: 81 v/v) y una absorbancia
de 290 nm.
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Comparando con Min Ye, et al., 2006, determinaron por medio de la técnica HPLC, en ChanSu
(veneno obtenido de las glandulas en la piel de sapos gigantes), siendo el tiempo de retencion
para el bufalin de 18.07 min.

5.6. Ensayos de Citotoxicidad en linea celular MCF10 A.

5.6.1. Extracto Crudo Y F3 con Efecto citotdxico.

Con la finalidad de estudiar si el efecto citotéxico presentado por el extracto acuoetandlico es
especifico para las células tumorales de cdncer de mama, realizamos los ensayos de citotoxicidad
utilizando las mismas dosis y tiempos antes trabajados en la linea MDA- MB- 231, pero ahora en la
linea epitelial no tumorogénica MCF — 10A.

Se utilizé el mismo extracto acuoetandlico en una proporcién 3:1 y se pudo detectar que las células
tratadas con DMSO no fueron afectadas manteniéndose aproximadamente el 100% de viabilidad y
por el contrario con el Taxol, existe una pequena disminuciéon en el porcentaje de viabilidad
dependiendo la concentracion y el tiempo de tratamiento, hasta llegar en un 82% a las 72 h.
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Fig.42 Efecto citotdxico del extracto crudo del K. daigremontiana.

Como se puede observar en la Fig. 42, de acuerdo con los resultados obtenidos al igual que con la
linea celular tumoral MDA-MB-231 una vez que se alcanzd el efecto maximo permanece casi
constante, aunque la viabilidad es un poco mas alta en la linea celular MCF10A; existe un
decaimiento significativo en el porcentaje de viabilidad incluso a partir de la dosis mas baja esto es
a 25 pg /ml, es decir una muerte celular de casi el 25%, a un tiempo de 24 h y de aproximadamente
un 50% a las 72 h.

Ahora bien, cuando las células fueron tratadas con una dosis de 100 pg /ml la viabilidad disminuyd
hasta un 60% a las 24 h y cuando las células fueron tratadas a una dosis de 200 pg /ml la viabilidad
permanece constante a las 24 h y disminuye hasta un 47% a las 72 h. Estos resultados indican que
el extracto tiene un efecto citotdxico positivo también en la linea celular MCF10A.
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También se calculd el ICso, en esta linea celular con la finalidad de conocer la concentracion éptima
en que se reduce la viabilidad al 50%. Para esto se usé el programa Graph Pad Prims 5.0, en donde
por una regresion no lineal, grafica el log de la concentracidn vs el porcentaje de viabilidad.
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Fig. 43 Grafico del ICso del extracto acuoetanélico de K. daigremontiana, en linea celular MCF10A.

1 1 1
1.2 1.5 1.8 21 24

LOG [CONCENTRACION]

- 24h
= 48h
=+ 72h

Por lo que el célculo del ICsodel extracto acuoetandlico es de 100.2 + 2.001 pg/ml, y esto a su vez se

puede corroborar con los

resultados de la Fig.43.
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Fig.44 Efecto citotdxico de la F3 obtenida del extracto crudo del K. daigremontiana.
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En cuanto a la grafica Fig.44 se muestra el efecto citotdxico que presenta al someterse al
tratamiento con la fraccién de Aranto y para el tiempo de 24 h con la dosis mas baja usada de 25
pg/ml, presenta una viabilidad del 67.589 %, para la dosis mas alta usada que es la de 200 pg/ml, y
para el tiempo de 72 h, se observa el 21% de viabilidad, comparando con los controles e incluso con
el taxol a la concentracion de 0.25 ug/ml, en la linea celular normal MCF10A.
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Fig. 45 Grafico del ICsode la F3 de K. daigremontiana.

Por consiguiente al realizar el andlisis para obtener la curva del ICsq, en la linea celular normal
MCF10A, tanto del extracto crudo como de la F3 de K. daigremontiana se obtuvieron valores de
100.2 + 2.001 pg/ml, y 62.33 + 1.183 ug/ml respectivamente (Fig. 45), determinando asi que la
Fraccidén obtenida del extracto acuoetandlico de Aranto tiene un mayor potencial citotdxico para
ambas lineas celulares, por lo que es necesario encapsular el principio activo, y proponer una
formulaciéon adecuada como vehiculo para contener dicha Fraccidn, y evitar muerte celular en la
linea normal MCF10A.

5.7. Nanoencapsulacion por Secado Nano Spray Dryer.

Se elaboraron cinco tipos de nanocapsulas (NP) por este método, las cinco soluciones utilizadas para
elaborar las NP se prepararon al 0.5 % de sélidos totales bajo las siguientes condiciones: flujo 127 L

CO,/min, pump en nivel 2 y 80 % de aspersidn (spray), temperatura de entrada 60 °C, temperatura

de salida 25 °C, temperatura del cabezal 58 °Cy Presién de 39 mbar. Y se determiné el rendimiento
del proceso para cada una de las nanocapsulas, arrojando los siguientes resultados.

Tabla 13. Formulacion de las nanocapsulas.

Nanocapsulas Material Disolvente Producto Rendimiento del proceso
(NP) (mg) de encapsulacién (%)
NPP PLGA Acetona 210 89.36
NPEC PLGA + Extracto Crudo de Aranto Acetona 105.3 50.14
NPF PLGA + Fraccion Aranto Acetona 96.5 53.61
NPT PLGA + Taxol Acetona 79.3 41.73
NPB PLGA + Bufalin Acetona 87.8 47.45
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Fig.46 Proceso de Nanoencapsulacién por Secado Nanospray Dryer.

5.7.1. Determinacion de Morfologia y Tamafio por Microscopia Electrénica de Barrido.

A continuacion se presentan las micrografias para las cinco Np (NPP, NPEC, NPF, NPT, NPC) obtenidas,
se realizaron a 5000X aumentos observando, una morfologia porosa en la mayoria de ellas a
excepcion del bufalin ya que este Ultimo presenta una textura mas lisa, acercandose a la esférica.
Se realizaron cinco tipos de NP, en todas se ocupd como disolvente acetona, en la primera “NPP”
Unicamente se hizo pasar el polimero (PLGA), esto para tener un control, es decir, un placebo de
PLGA, ya que en los ensayos de citotoxicidad se tiene que probar que el polimero no contribuye en

la muerte celular, y de esta forma asegurar que el efecto citotdxico es producido completamente
por el principio activo.
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Fig.47 Micrografia SEM a 5000X encapsulacion con PLGA.
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Fig.49 Micrografia SEM a 5000X encapsulacion con PLGA.

Se puede apreciar la distribucion de tamarios de los cinco tipos de nanocapsulas sintetizadas (Figuras
47, 48 y 49), en donde se observa una distribucion similar a la campana gaussiana oscilando con
valores entre 450 a 600 nm, siendo las NPEC las de menor tamafio y las NPB de mayor tamaiio,
ademds que estas Ultimas presentan mayor aglomeracidon entre ellas y una morfologia entre
esféricas y ovoides, con una textura lisa. Cabe mencionar que aunque todas ellas fueron sintetizadas
bajo las mismas condiciones de proceso por el método de Secado por Spray dryer, e incluso fue
utilizado el mismo polimero y el mismo disolvente, todas presentaron diferente composicidn
qguimica entre ellas, de acuerdo con el principio activo encapsulado.
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5.7.2. Determinacion de Tamaiio (Dispersion de Luz Dinamica) y Analisis de carga superficial
(Potencial 2).

Los resultados obtenidos para el tamafio de didmetro de las nanocdpsulas (nm) y potencial zeta
(mV), fueron los siguientes:

Tabla 14. Determinacién de Tamafio y Analisis de carga superficial.

Grupos Tamaiio de indice de Potencial Zeta (mV)?
Particula (nm)? polidispersion
Medio de Disolucion PBS DMEM
NPP (M1) 197.13 + 4.56 0.328 -13.76 + 0.55 -0.09+0.17
NPEC (M2) 267.66 + 6.32 0.266 -14.73 +1.81 -0.10 + 0.04
NPF (M3) 196.13 + 5.05 0.338 -20.23+2.20  -0.01+0.10
NPT -15.73+0.58 0
NPB -15.60+ 0.1 0
DMEM -0.21+0.40
PBS 0.04 +0.15
LINEA CELULAR -15.23 +0.80 -9.93+1.42
(MDA - MB -231)
LINEA CELULAR --- --- +6.91 + 0.98
(MCF10A)

2Se determind mediante dispersién de luz dindmica ( DLS ). Las muestras se prepararon disolviendo
directamente los cinco tipos de NP en DMEM o PBS, a una concentracién de 1 mg de nanocapsulas
en 2 ml de medio, seguido de 5 min de sonicacién a 25 KHz y filtracion a 0.45 um, y pH 11, para las
lineas celulares se manejo pH de 7. Los resultados son las medias + SD (n = 3).

Size Distribution by Intensity

Intensity (Percent)

0.1 1 10 100 1000 10000
Size (d.nm)

—— Record 139: Muestra 1 Filt 2
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Size Distribution by Intensity

Intensity (Percent)

0.1 1 10 100 1000 10000
Size (d.nm)

— Record 141: Muestra 2 Filt 1

Size Distribution by Intensity

Intensity (Percent)
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Size (d.nm)

—— Record 150: Muestra 3 Fiit 1]

Fig 50. Dispersion de luz dinamica (DLS) de las NP. A) NPP (M1), B) NPEC (M2) y C) NPF (M3).

De acuerdo con los resultados obtenidos por la técnica de (SEM) para el tamafio de particula en
comparacién con los resultados que se tienen por la técnica de (DLS), se observa en todas ellas un
menor tamafo por la técnica de (DLS), esto debido a que todas ellas estan disueltas en un
determinado medio y fueron filtradas, las tres muestras presentan buena calidad, en el caso de las
NPEC, existe un tamafio de particula homogéneo, y con un comportamiento monomodal ver Fig. 50
B; y para el caso de las NPP Y NPF (Fig.50 A y C) se observa un comportamiento bimodal, ademas
de que los tres tipos de NP poseen carga negativa en su superficie, siendo las NPF las que tienen
mayor carga negativa con -20.23 mV, a un pH de 11; lo que sugiere que no hay estabilidad a largo
plazo puesto que para asegurar la estabilidad se requieren valores superiores a + 30 mV.

Sin embargo para el caso de las nanocdpsulas que contienen paclitaxel, comparando con otros
autores como (Hai Wang, et. al, 2011), que realizé nanoparticulas con MPEG-PLGA, por el método
de doble emulsion y que contienen doxorubicina — paclitaxel, muestra resultados muy similares para
el potencial zeta de -21.6 + 0.14 mV y tamano de particula de 243.63 + 12.36 nm, y polidispersidad
(PDI) de 0.131. Y el autor (Wei Tao, et al, 2013), que sintetizo nanoparticulas con (M-PLGA-TPGS)

94




por el método de nanoprecipitacion conteniendo Docetaxel obtuvo un potencial zeta de -11.7 + 1.9
mV, y con un tamano de particula de 91.3 + 3.9 nm con PDI de 0.127.

Y para el caso de nanoparticulas cargadas con bufalin, los autores Peihao Yin, et. al, 2012, hechas
con (m PEG-PLGA-PLL-cRGD) por el método de emulsidn, los resultados obtenidos fueron de + 2.77
mV y tamaio de particula de 164 + 84 nm, y cuya finalidad es para el tratamiento de cancer de
colon. Nuestros resultados con respecto a estos ultimos si difieren mucho, ya que las NPB nos dan
un potencial zeta de -15.60 mV, y bastante similar al resto de las NP, y todas ellas teniendo efecto
citotdxico positivo para linea celular tumoral (MDA — MB -231), a excepcién de las NPP, que es el
control, cabe mencionar que estas nanocapsulas tienen menor carga negativa superficial que todas
las demas nanocdpsulas sintetizadas siendo de - 13.76 + 0.55 mV y comparando con los autores
(Wei Tao, et al, 2013), tienen como resultado -21.6 + 2.8 mV para las nanocdpsulas de PLGA .

5.8. Ensayos de Viabilidad y Citotoxicidad, en linea celular MDA-MB-231.

Se evalud el efecto citotdxico de las nanocapsulas que contienen el Extracto Crudo acuoetandlico,
en linea celular MDA-MB-231, se probaron a concentraciones de (25, 50, 100, 200 ug/ml), a tiempos
de 24, 48 y 72 h. Cada ensayo se realizé por triplicado, en la Fig. 51 se pueden apreciar los
porcentajes de viabilidad obtenidos para dicho tratamiento.

5.8.1. Nanocapsulas de Extracto crudo de Aranto.

Efecto citotdxico en linea celular MDA-MB-231

100 - = o B@24h

o o @48 h
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Dosis (ug/ml)

Fig.51 Efecto citotdéxico de nanocapsulas de extracto crudo del K. daigremontiana.

De acuerdo con los resultados obtenidos se puede apreciar que el porcentaje de viabilidad de las
células que no se sometieron a ningun tratamiento es del 100%, con respecto a las células tratadas
con el Control de PLGA, se considera que no hay un descenso celular significativo para las 24 h, y
por el contrario para los tiempos de 48 y 72 h se observé un incremento no significativo, este
tratamiento es de suma importancia ya que el PLGA se usd para la preparacion de los cinco tipos de
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nanocdpsulas en los diferentes tratamientos, por lo que estos resultados muestran que este
polimero no genera un efecto citotdxico en la linea MDA — MB — 231 y por lo tanto fue adecuado
para la elaboracién de nanocapsulas. Por otro lado al usar el Taxol, la viabilidad disminuyd hasta en
un 54% para las 72 h. Mientras que las células con tratamiento en el que se probaron las
nanocdpsulas con el extracto crudo de K. daigremontiana demostraron que al tiempo de 24 h, si
existe efecto citotdxico positivo presentandose a partir de la dosis mas baja que es de 25 pg/ml
alcanzando hasta en un 53.6 % de viabilidad celular y 50 % para las 72 h. No obstante se observa
mayor muerte celular proporcionalmente al tiempo y a una mayor dosis respectivamente, ya que
para la dosis de 200 pg/ml a las 24 h se presentd el 48.6 % de viabilidad celular y para las 72 h de
27.8 %.

Por otra parte comparando nuestros resultados del efecto citotéxico del extracto crudo de Aranto
con respecto a las Nanocdpsulas que contienen el extracto crudo de Aranto se observa una mayor
efectividad.

Mas aun al determinar los valores de ICso de las nanocapsulas con el extracto crudo de K.
daigremontiana obtuvimos un ICsp de 56.50 + 1.091 pg/ml (Fig. 50). Mientras que el ICs de extracto
solo fue de 89.34 + 1.951 ug/mllo que muestra que las nanocapsulas si potencian el efecto citotdxico
sobre las células de cancer de mama MDA — MB —231.
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Fig. 52 Grafico del ICso para NP EC de K. daigremontiana, en linea celular MDA-MB-231.
Resultando que el IC so para NP EC fue de 56.60 + 1.091 ug/ml como se ve en la Fig.52.
5.8.2. Nanocapsulas que contienen la Fraccidn (F3) con mayor efecto citotdxico.

Ahora bien, al realizar los ensayos con MTT pero utilizando ahora las nanocapsulas con la fraccion
F3 bajo las mismas concentraciones y tiempos trabajados, observamos que las células sin
tratamiento la viabilidad es del 100% y las células tratadas con nanocdpsulas de PLGA no afecta la
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viabilidad de las células. Y para el control positivo (Taxol) es bien sabido que la viabilidad de las
células disminuye conforme se incrementa el tiempo de tratamiento y aumenta la dosis, Fig.53.
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50

% Viabilidad
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Efecto citotoxico en MDA-MB-231.
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{' _I_ @48 h

O72h

Control  Control PLGA Taxol 0.25 25 50 100 200

Dosis (ug/ml)

Fig.53 Efecto citotdxico de las NPF de K. daigremontiana.

Para las células tratadas con nanocapsulas conteniendo la fraccion de Aranto, resultd que la
viabilidad de las células disminuyd de forma dosis dependiente con respecto al tiempo. Mostrando
la NPF un mejor efecto citotdxico positivo, a partir de la dosis mas baja de 25 ug/ml con un 52.5 %
de viabilidad hasta alcanzar el 43.3 % para la dosis de 200 pg/ml a las 24 h (Fig. 51)

Comparando el efecto citotdxico generado por la F3 etanol: agua contra las NPF, en linea celular
tumoral MDA-MB-231, se puede observar un efecto similar desde la dosis mas baja de 25 pg/ml a
las 24 h, donde se aprecia para la F3 un 51.2% de viabilidad y para la NPF del 52.5% de viabilidad,
hasta alcanzar un 19.17 % de viabilidad respectivamente para la dosis de 200 pg/ml a las 72 h.
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Fig. 54 Grafico del ICsode NPF de K. daigremontiana, en linea celular MDA-MB-231.

El ICso para las NPF fue de 37.92 + 1.0861 pg/ml, de acuerdo con la Fig.54, se aprecia que las NPF,
tienen un efecto citotdxico positivo con alto potencial, ya que la nanoencapsulacidon ha demostrado
optimizar el efecto de la fraccién de Aranto.

5.8.3. Nanocapsulas que contienen Paclitaxel (Taxol)
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Dosis (ug/ml)

Fig.55 Efecto citotdéxico de nanocdpsulas que contienen Paclitaxel.
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Los resultados muestran que el control presenta una viabilidad del 100 % de viabilidad en los tres
tiempos, y para el caso del control de NP PLGA, para el tiempo de 24h cuenta con el 92 % de
viabilidad, incrementando para los tiempos de 48 y 72 h, no significativos (Fig.55). Nuestros
resultados concuerdan con los publicados por W. Tao et al. , 2013, donde sus resultados para los
controles de las NP PLGA, oscilan entre el 90 y 96% viabilidad para los tres mismos tiempos. Ahora
bien, el objetivo de este ensayo fué determinar el efecto citotdxico que tienen estas nanocapsulas
de Taxol, sintetizadas por este método y su ICso, ya que del estandar de Paclitaxel (Taxol), es bien
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conocido su ICso con un valor de 200 nM o bien 0.25 ug/ml. El ensayo se evalué a los tiempos de
24, 48 y 72 h. Debido al efecto citotdxico observado en la linea celular de cancer de mama MDA-
MB-231, al sintetizar las nanocdpsulas con el extracto o a con la F3 del K. daigremontiana, decidimos
encapsular también el Taxol con la finalidad de observar si era posible potenciar su efecto citotdxico
por lo que nuestros resultados generados para el tratamiento con Taxol a la dosis de 0.25 pg/ml se
presentaron del 68.9%, 59 % y 46% de viabilidad a los tiempos de 24 h,a48 hy 72 h respectivamente
contrastando con los resultados de W. Tao et al., 2013 quienes usaron Taxotere encapsulado como
control a la misma dosis de 0.25 pg/ml y obtuvieron 82 %, 70 %, y 68% de viabilidad a las 24, 48 y
72 h respectivamente.

Mas aun el efecto citotdxico que presentaron nuestros resultados dado por las NPT a la
concentracion de 25 ug/ml para las 24 h fue de 34.33 %, a las 48 h de 24.7 % y para las 72 h del
16.2%. Mientras que para la misma dosis a 25 pg/ml de las Nanocédpsulas que contienen Taxotere
elaboradas con PLGA (Tao, et. al, 2013) a las 24 h presentaron 42 % de viabilidad, para las 48 h del
35 % y para las 72h del 30 % de viabilidad, mostrando nuevamente porcentajes de viabilidad mas
altos con respecto a nuestros resultados, lo que muestra que nuestras NPT son mds eficientes en
encapsular y “liberar” el Taxol generando un mayor efecto citotéxico. Entonces podemos decir que
la viabilidad de las células disminuye conforme se incrementa el tiempo de tratamiento y aumenta
la dosis, cabe mencionar que la linea celular utilizada por W. Tao es la MCF-7.

De acuerdo con la Fig.56 se presenta el grafico para ICso que fue de 13.34 + 1.0222 pg/ml, para las
NPT. Y realizando la comparacién con los autores Wei Tao, et. al.,, 2013, que elaboraron
nanoparticulas de PLGA-TPGS cargadas con docetaxel, reportan los siguientes ICso, para sus ensayos
de citotoxicidad en linea celular MCF7; para los tiempos de 24, 48,y 72 h, ver tabla 13.
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Fig. 56 Grafico del ICso de NPT en linea celular MDA-MB-231.
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Tabla 15. Comparacién de ICso de Nanocapsulas de Taxol.

Tiempo de Incubacidn (h) IC 50 (ug ml-1) IC 50 (g ml-1) ; (Wei Tao, et. al., 2013)
24 21.39 + 1.347 20.87+1.78
48 13.59 +1.495 9.00 + 0.82
72 7.331+1.453 3.51+0.06

Como se aprecia en la Tabla 15. Los resultados obtenidos para el ICsp, a los diferentes tiempos son
similares a los reportados por los autores Wei Tao, et. al. ,2013; cabe mencionar que se usé el mismo
polimero pero el método de elaboracién de las NP es diferente utilizando nanoprecipitacidon con un
84% de eficiencia de encapsulacién, con 120 nm de tamaiio, y -15.3 + 3.2 mV.

5.8.4. Ensayos de citotoxicidad tratamiento con Bufalin.

De acuerdo con la Fig.57 como se muestra, el objetivo principal fue determinar el I1Cso para el
estandar de bufadiendlido (bufalin), para obtener esta informacidn previamente se tuvieron que
realizar ensayos de citotoxicidad a diferentes concentraciones, se eligieron a 200 y 20 nM de
acuerdo con lo propuesto por (Jian-Yang Hu, et. al, 2015), y otras dos concentraciones por debajo
de 20 nM, las cuales fueron a 10 y 2 nM, para obtener un intervalo mayor, de datos.

Efecto citotoxico en linea celular MDA-MB-231
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Fig.57 Efecto citotdxico del Bufalin en linea celular MDA-MB-231.

Como se aprecia en la Fig.57 a partir de la menor dosis (2nM de Bufalin), se observa un decaimiento
significativo en la viabilidad celular del 40% aproximadamente, para el tiempo mas corto de 24 h, y
comparando con el Taxol incluso se aprecia mayor muerte celular, utilizando una concentracién cien
veces menor, para la dosis de 200 nM y al tiempo mas largo (72h) se observa el 13 % de Viabilidad
celular, con respecto a los controles que mostraron un 100 % de viabilidad celular. En general se
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observa una respuesta dosis y tiempo dependiente mostrando una clara diferencia significativa con
respecto a los controles.
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Fig. 58 Grafico del ICso, del Bufalin en linea celular MDA-MB-231, para 24, 48 y 72h.

El ICsp para el estandar de bufalin fue de 9.932 + 0.9222 nM, de acuerdo con la Fig.58, se aprecia
gue incluso a una dosis mucho menor que la del Taxol, el estdndar de bufalin tiene un alto efecto
citotéxico positivo, siendo alrededor de 10 nM.

5.8.5. Nanocapsulas que contienen Bufalin

Para el tratamiento que se efectué con nanocdpsulas que contienen Bufalin, podemos apreciar
efecto citotdxico positivo, de las nanocapsulas a las 24 h y a partir de la dosis de 25 pg/ml,
observando el 69% de viabilidad, y esto comparando con los controles es un decaimiento
significativo, sin embargo comparando las nanocapsulas que contienen el estandar de bufalin con
respecto al estandar de bufalin podemos ver que se usa una dosis muy pequefia que es del 10 nM,
tiene un efecto citotdxico positivo mucho mayor que las NPB, viendo que para el estandar tiene un
50% de viabilidad al tiempo de 24h. Entonces se observa que el efecto citotéxico es tiempo
dependiente, como se aprecia en la Fig. 59.
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Fig.59 Efecto citotéxico de NPB, en linea celular MDA-MB-231.

De acuerdo con las figuras 59 y 60, se puede decir que el estandar de Bufalin tiene un alto potencial
citotéxico, sin embargo cuando se realiza la nanoencapsulacion del estandar de bufalin, se observa
qgue disminuye su potencial citotdxico. Esto se puede corroborar al hacer el andlisis de 1Cso, como
sigue:

NP Bufalin en MDA-MB-231.
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Fig. 60 Grafico del ICsode NPB, en linea celular MDA-MB-231, para 24,48 y 72h.

El ICso para las NPB fue de 122.8 + 1.119 ug/ml, y comparado con el ICsodel estandar de 10 nM, se
puede decir, que disminuye su potencial citotéxico positivo al nanoencapsular.

5.9. Ensayos de Viabilidad y Citotoxicidad, en linea celular MCF10A.

Se evalué el efecto citotédxico de las nanocapsulas que contienen el Extracto Crudo acuoetandlico,
en linea celular MCF10A, se probaron a concentraciones de (25, 50, 100, 200 ug/ml), a tiempos de
24,48 y 72 h. Cada ensayo se realizé por triplicado, en la Fig.61 se pueden apreciar los porcentajes
de viabilidad obtenidos para dicho tratamiento. Se puede detectar que las células control mantienen
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aproximadamente el 100% de viabilidad, también se observé un comportamiento igual con las

células que se incubaron con las nanocapsulas de PLGA a la dosis maxima esto es a (200 pg/ml) y
por el contrario con el Taxol, existe una disminucidén significativa en el porcentaje de viabilidad

dependiendo la concentracién y el tiempo de tratamiento.
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Fig.61 Efecto citotoxico de NPEC del K. daigremontiana en linea Celular MCF10A.
Como observa de acuerdo con la Fig. 61 los resultados obtenidos; no muestran un decaimiento en
el porcentaje de viabilidad al tratar a las células con nanocapsulas que contiene el extracto crudo

de K. daigremontiana, por el contrario incluso a partir de la dosis mas baja esto es a 25 ug/ml, hasta

Control PLGA Taxol 0.25

Control

dosis mas altas de 200 ug/ml se aprecia un leve incremento por arriba del 100% a un tiempo de 24

hy al igual que a las 72 h, siendo no significativo con respecto a las células sin tratamiento.

Estos resultados nos muestran la encapsulacidn del extracto acuoetandlico con el PLGA genera que

élulas MCF10A contrario a lo mostrado, anteriormente

que el extracto no induzca la muerte de las c
en donde el extracto sin encapsulacién si in

dujo la muerte celular en esta linea por lo que la

nanoencapsulacién del extracto acuoetandlico ha cumplido con el principal objetivo, de no causar

muerte en linea celular MCF10A. Cabe mencionar que para el tratamiento con NPEC, no se pudo
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decir que se mantiene en el porcentaje de viabilidad, para las 72h a la dosis de 25 pg/ml, se observa
el alrededor del 82% de Viabilidad, y para la dosis mas alta utilizada a 200 ug/ml, presenta cerca del

70% de viabilidad, ver Fig.62.
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Fig.62 Efecto citotdxico de NPF de K. daigremontiana.

Con esto podriamos decir que el proceso de nanoencapsulacidon ayudo a evitar considerablemente
la muerte celular en la linea normal MCF10A, también se realizé el andlisis para determinar el IC s,
en donde se determiné que fue de 582.5 + 1.23 ug/ml, como se muestra en la Fig. 63, en donde se
requeriria una dosis muy alta, o bien tiempos muy prolongados, para apenas observar efecto
citotéxico positivo.

NP Fraccion en MCF10A
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Fig. 63 Grafico del ICsode NPF de K. daigremontiana en linea celular MCF10A.

5.9.2. Nanocapsulas que contienen Taxol.

De acuerdo con la Fig. 64 se observa que para el tiempo de 24h, no existe un efecto citotdxico
positivo considerable, sin embargo para los tiempos de 48 y 72 h, se aprecia que hay un decaimiento
en el porcentaje de viabilidad esto aumentando respectivamente de acuerdo con la dosis y mayor
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tiempo de exposicion del tratamiento, que va desde un 82 % para la dosis de 25 pg/ml, hasta un

31% para la dosis de 200 pg/ml a las 72h, que comparado con el Taxol sin encapsular como control
presenta un decaimiento significativo.

Efecto citotoxico en linea celular MCF10A

24h NP TAX
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Control Control Taxol 0.25 25 ug/ml 50 pug/ml 100 pg/ml 200 pg/ml
PLGA ug/ml

Fig.64 Efecto citotdxico de NPT en linea celular MCF10A.

También se determind el ICso en donde el resultado fue de 189.1 + 0.889 pg/ml, como se puede
apreciar en la sig. Fig. 65

NP Paclitaxel en MCF10A
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Fig. 65 Grafico del ICso de NPT en linea celular MCF10A.

Enla Fig.65 se puede ver que el ICso del taxol nano encapsulado es elevado con respecto al reportado
para el IC 50, (0.25 pg/ml) del taxol sin encapsular.
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5.9.3. Nanocapsulas que contienen Bufalin.

las que contiene el bufalin, podemos apreciar ver

Fig.65 que existe efecto citotdxico positivo sin embargo no es tan alto con respecto al control de

7

O COn nanocapsu

7

Para el tratamiento que se efectu

estdndar de bufalin a dosis muy baja de tan solo 20 nM, presenta un alto porcentaje de muerte

te el 20 % de viabilidad, para el caso del tratamiento con las
las a las 24 h y a partir de la dosis de 25 ug/ml, observando el 97 % de viabilidad, y para

las 72h a la dosis de 25 pug/ml se observa el alrededor del 77 % de Viabilidad, y para la dosis mas alta
utilizada a 200 pg/ml, presenta cerca del 70% de viabilidad, para las 24 h, y del 50% de viabilidad

paralas 72 h.

,
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Fig.65 Efecto citotoxico de NPB en linea celular MCF10A.

+ ug/ml, como se puede apreciar en la

Se determind el ICso en donde el resultado fue de 259 + 1.113

sig. Fig.66
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NP Bufalin en MCF10A
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Fig. 66 Grafico del ICsode NPB en linea celular MCF10A.

5.9.4. Morfologia frente al tratamiento en linea celular MDA-MB-231.

Los primeros signos de muerte celular consisten en la separacion de las células preapoptéticas de
sus vecinas, con lo cual adquieren una forma mas redondeada. En el nudcleo, inicialmente la
cromatina (ADN + proteinas) se agrupa o condensa en grandes masas, y luego el ADN se fragmenta
debido a la accidon de enzimas (endonucleasas). A nivel citoplasmatico se forman vacuolas vy el
citoplasma se fragmenta, manteniéndose la membrana plasmatica intacta. Los fragmentos
citoplasmaticos se denominan cuerpos apoptdticos y juegan un papel importante en la estimulacién
de la fagocitosis de estas células por parte de células vecinas y/o macréfagos. En estos casos no
existe respuesta inflamatoria ya que la eliminacidn de los fragmentos celulares se realiza sin que
haya liberacion del contenido celular hacia la matriz extracelular, ademas la célula apoptdtica induce
en el fagocito la sintesis y secrecidn de moléculas antiinflamatorias, y por el contrario en la necrosis
si existe respuesta inflamatoria ya que existe liberacion del contenido celular hacia la matriz
extracelular (Estanislao, 2010).

A continuacion se muestran algunas fotografias de células tumorales expuestas a los diferentes
tratamientos realizados en este trabajo, apreciando asi la morfologia que presentan después de
haber sido expuestas al tratamiento. Las células tumorales fueron expuestas al extracto
acuoetandlico, la fraccion del extracto, Taxol, y Bufalin, asi como las nanocdpsulas con extracto, con
la fraccion, Taxol, y Bufalin, también se presentan los controles, que fueron células sin tratamiento
y con nanocapsulas de PLGA.

Como se muestra en la fig 67, se observa que las células sin tratamiento (A) y células con NP PLGA
(B) poseen una forma alargada, y muy cercanas una de la otra formando parte de una monocapa.
Por otro lado las células que han sido tratadas con Taxol (D) han desarrollado cambios importantes
existe un redondeamiento (forma esférica) y disminucion de su tamafio, observando asi la
formacién de cuerpos apoptadticos.
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CONTROL EXTRACTO CRUDO ARANTO

FRACCION ARANTO PACLITAXEL

BUFALIN NP PLGA (CONTROL)

Fig. 67 Linea celular MDA-MB-231 tiempo de tratamiento 24 h. A-F) Muestras a 40x.
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NP EXTRACTO CRUDO ARANTO NP FRACCION ARANTO

NP PACLITAXEL NP BUFALIN

Fig. 68 Linea celular MDA-MB-231 tiempo de tratamiento 24h. G-J) Muestras a 40x.
Con respecto a las células que fueron tratadas B, C, D, E, G, H, | y J, Fig.68 se observaron cambios
morfoldgicos significativos, a partir de las 24 h de tratamiento y la dosis empleada fue el ICso
respectivamente para cada tratamiento, se observo reduccién en el tamafio celular en las células,
en algunas otras se aprecia su tipica forma alargada, pero en Cy H, evidentemente se aprecia la
forma redondeada de las células, sugiriendo que el extracto, la F3, bufalin, taxol, NPEC,NPF,NPT y
NPB, estan induciendo una muerte por apoptosis, en las células MDA-MB-231.

5.9.5. Morfologia frente al tratamiento en linea celular MCF10A.

Las células normales fueron tratadas con las nanocapsulas de PLGA con cada uno de los tratamientos
la dosis que se uso fue respectivamente su ICso, también se realizaron los controles (células sin
tratamiento y células expuestas a nanocapsulas de PLGA sin contener el extracto acuoetandlico de
K. daigremontiana) y el positivo (Taxol). Como se muestra en la Fig. 69, se observa que las células
sin tratamiento (A) y células con control PLGA (F) asi como células tratadas a su ICso respectivo de
las nanoencapsulas (G,H y J) poseen una forma bien definida, y muy cercanas una de la otra,
mostrando ser un cultivo de células viables.
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Fig. 69 Linea celular MCF10A tiempo de tratamiento 24h. G-J) Muestras a 40x.
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NP EXTRACTO CRUDO ARANTO NP FRACCION ARANTO

NP PACLITAXEL NP BUFALIN

Fig. 70 Linea celular MCF10A tiempo de tratamiento 24h. G-J) Muestras a 40x.

Con respecto a las células que fueron tratadas Fig.70 B, C, y E se observaron cambios morfolégicos
significativos, a partir de las 24 h de tratamiento y la dosis empleada fue el ICso respectivamente
para cada tratamiento, se observé reduccion en el tamafio celular en las células, presentando una
forma redondeada, pero en |, evidentemente se aprecia la forma redondeada de las células,
mostrando que las células estan entrando en un proceso de muerte celular.
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5.9.6. Analisis de eficiencia de encapsulacion y Liberacion in vitro por ELISA.

Para determinar la longitud de onda a la cual se debian realizar los ensayos se decidié hacer un
barrido de 200 a 600 nm, en solucion de buffer de fosfatos a pH 7, (PBS), solubilizando los diferentes
tipos de NP por separado asi como también los estandares, Extracto Crudo de Aranto y la Fraccion
de Aranto ya aislada.

3 ——PBS

Abs (UA)

2.5 — NPEC
2 —EC

0 A D . S
200 250 300 350 400 450 500 550 600
Longitud de onda (nm)

Fig.71 Barrido por UV-Vis del extracto acuoetanolico de K. daigremontiana comparado con las
Nanocapsulas del mismo (NPEC), en PBS.

En este espectro se puede observar, (Fig. 71) que existen diversos picos absorbiendo a diferentes
longitudes de onda esto se debe a que el extracto de Aranto estd en crudo (aun no ha sido
purificado), pero se puede apreciar que existen picos significativos, y que absorben a la longitud de
onda en la que estan los compuestos de interés, (en el intervalo de 298 a 300 nm). Asi mismo se
puede apreciar que las NPEC, emiten sefal a absorbancias menores, sin embargo se siguen
apreciando los picos que son de nuestro interés.
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Fig.72 Barrido por UV-Vis de la Fraccion de K. daigremontiana comparado con las Nanocapsulas del mismo
(NPF), en PBS.

De acuerdo con la Fig.72 se analizd la Fraccién de Aranto y se puede observar que se eliminaron
varios de los picos que se encontraban en el extracto crudo, de tal manera que se encuentra de una
forma mds pura, se aprecia que los picos presentes tienen una menor pero significativa absorbancia
en las longitudes de onda de interés, y de la misma forma que la Fig.73 al observar las NPF, se aprecia
menor intensidad en la absorbancia comparada con la Fraccién.
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Fig.73 Barrido por UV-Vis del estandar (bufalin) comparado con las Nanocapsulas del mismo (NPB), en
PBS.
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Ademas de comparar con la literatura los cinco bufadiendlidos encontrados en el K. daigremontiana,
absorben 229, 298, 299, 300 nm, para el caso del bufalin de acuerdo con (Peihao Yin et. al, 2012) se
tomd a 298 nm y para el Paclitaxel a 227 nm. Cabe mencionar que el bufalin presenta dos bandas
de absorcidn una a 229 nm que fue la de mayor intensidad y la otra en 298 nm, en este caso fue la
banda de menor intensidad. Para realizar el andlisis de eficiencia de encapsulacién y liberacién in
vitro del principio activo contenido en la NP, se tomé como longitud de onda a 298 nm para el caso
del Extracto Crudo de Aranto, para la F3 de Aranto y para el bufalin, para el paclitaxel la longitud de
onda que se usé fué a 227 nm.

5.9.6.1. Extracto Crudo

Para el andlisis de liberacién in Vitro, se realizd una curva de calibracidon en donde se grafican los
tiempos seleccionados contra las absorbancias detectadas para la muestra a ese tiempo, con esta
curva se determind la ecuacion a la recta: y = 0.0022x + 0.648, con un coeficiente de correlacién de
0.9551; despejando la ecuaciéon para calcular las concentraciones a un tiempo determinado,
X = (Y - 0.648)/0.0022

Los tiempos que se tomaron fueron a 0, 6, 12, 24, 48 y 72 h, por triplicado y asi se pudieron
determinar las concentraciones para cada tiempo propuesto, y posteriormente aplicar en el modelo
de liberacién propuesto por (Hai Wang, et al., 2011), Ecuacidn para la obtencion de la liberacién
del farmaco a un tiempo determinado.

m¢-act = (Ct +_Vt2;Ct) \/
\'}

En donde m:- act es la cantidad actual de farmaco liberado en el tiempo t, C:es la concentracion
del farmaco liberado en el fluido al tiempo t, v es el volumen de muestra tomado a ciertos intervalos
predeterminados, y V es el volumen total de fluido de liberacién.

A continuacidn se presenta la cantidad de extracto liberado a un tiempo determinado.

Tabla.16 Liberacion In vitro del Extracto de Aranto nanoencapsulado.

Tiempo Concentracion Ecuacion para la obtencion de la liberacion del Extracto  Cantidad de Extracto

(h) (ug/ml) nanoencapsulado a un tiempo determinado. liberado a un tiempo
mi-act=(CGi+ vEIC)V;v=02ml,V=7ml determinado.

Vv m:—act (pug)

0 Co=0 mo-act = (Co+v Co) V mo—act =0
Vv

6 C1=87.424 mi-act=(Ci+ v (Co+Ci))V mi1—act = 629.104
Y

12 C,=35.076 m2-act=(C2+ v (Co+C1+C3))V m2—act = 269.540
Vv

24 C3=14.318 ms-act=(Cz3+ Vv (Co+Ci+C2+C3))V m3—act=127.043
\)

48 C4=7.348 ma-act=(Ca+_v_ (Co+ C1+C2+C3+Ca))V ms— act = 79.696
Vv

72 Cs=-5.758 ms-act=(Cs+ v (Co+Ci+C2+C3+ Ca+Cs))V ms—act= 0
Y
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Para determinar el tiempo al que el extracto es liberado, a la concentracién de IC s, ver Fig. 74.

Concentracion vs Tiempo Masa vs Tiempo
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Fig. 74 Grafico de liberacion In Vitro, para NPEC.

Concentracion ICsp 56.60 pg/ml de nanocédpsulas PLGA cargadas con Extracto Acuoetandlico de
Aranto.

Ecuacién para determinar el tiempo de liberacién al ICso 56.60 pg/ml.

X = (Y /(731.17 pg/ml*h)) /1213

X = ((56.60 pg/ml/(731.17 pg/mli*h))) /1213

X=8.2428 h

Para determinar la cantidad de extracto que es liberado, a la concentracion de IC 5.

Y =3481.3x 1093

Y = ((3481.3 pg/h)*(8.2428h)) 0%

Y =419.6801 pg.

La cantidad de extracto que es liberado es de 419.6801 g, a la concentracion de IC so.

Para calcular la eficiencia de encapsulacidn de extracto crudo de Aranto de las nanocapsulas, a se
realizd una curva de calibracién y se determind lo siguiente: y = 0.0005x + 3.4562, R = 0.987

Despejando la ecuacion.

X = (y - 3.4562)/0.0005 si y=3.662

X=411.6 pg

Si 0.4116 mg perdido de Extracto de Aranto -------- 2mg NC de Extracto de Aranto
S 105.3 mg NC de Extracto de Aranto

X =21.67074 mg perdido de Extracto de Aranto
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EE = (Extracto de Alimentacidon — Extracto de Aranto perdido) * 100

Extracto de Alimentacion

EE = (125 mg—21.670 mg) *100

125 mg
EE = 82.663408%

Para Temperatura a 4°C.

X =(y -3.4562)/0.0005 si y=3.6885

X=464.6 ng

Si 0.4646 mg perdido de Extracto de Aranto -------- 2mg NC de Extracto de Aranto
) 105.3 mg NC de Extracto de Aranto

X =24.46119 mg perdido de Extracto de Aranto

EE = (Extracto de Alimentacidon — Extracto de Aranto perdido) * 100

Extracto de Alimentacion

EE = (125 mg — 24.46119 mg) *100

125 mg
EE = 80.431048%

5.9.6.2. Fraccion de Aranto

A continuacién se presenta la cantidad de Fraccién de Aranto liberada a un tiempo determinado, y

la ecuacién a la recta determinada es y = 0.0022x + 0.648, con R = 0.9551.

Y se usaron los mismos tiempos, se despejo la ecuacién para calcular las concentraciones a un

tiempo determinado

X =(Y-0.648)/0.0022
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Tabla.17 Liberacion In vitro de la Fraccion de Aranto nanoencapsulado.

Tiempo

(h)

12

24

48

72

Co

C1=155.114

C2=64.432

C3=21.591

C2=9.205

Cs=9.318

Concentracion
(ug/ml)

Ecuacion para la obtencion de la liberacion de la Cantidad de Extracto
Fraccion nanoencapsulada a un tiempo determinado. liberado a un tiempo
mi-act=(Ct+ vEICG)V;v=02ml,V=7ml determinado.
Vv me—act (ug)
mo- act = (Co+v Co) V mo—act=0
\'}
mi-act=(Ci+_v_(Co+Ci))V mi—act=1116.818
\'
mz2-act=(C2+ v (Co+Ci+C2))V m2—act = 494.931
\)
ms-act=(Cs+_ v (Co+C1+C2+C3))V ms3—act = 199.363
\)
ma-act=(Ca+ v (Co+Ci+C2+C3+Ca))V ms— act = 114.500
\'
ms-act=(Cs+_v_(Co+ C1+ C2+C3+Ca+Cs)) V ms—act= 117.159
\'

Para determinar el tiempo al que la fraccién de extracto es liberado, a la concentracién de IC s.
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Fig. 75 Grafico de liberacidn In Vitro, para NPF.

Concentracion I1Cso 37.92 ug/ml de nanocapsulas PLGA cargadas con Fraccion citotdxica de Extracto

Acuoetanolico de Aranto.

Ecuacidn para determinar el tiempo de liberacion al ICsp 37.92 pug/ml, ver Fig. 75

X =(Y/ (1394 pug/ml*h)) “¥/1-26

X =((37.92 pg/ml/(1394 pg/ml*h))) /26

X=17.47h

Para determinar la cantidad de fraccion de extracto que es liberado, a la concentracidn de IC so.

Y = 3357.4x 081
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Y =((3357.4 ug/h)*(17.47h)) 083t
Y =311.6432 ug.
La cantidad de fraccion de extracto que es liberado es de 311.6432 ng, a la concentracion de IC so.

Para calcular la eficiencia de encapsulacion de fraccion de extracto de Aranto de las nanocapsulas,
a Temperatura Ambiente se determind lo siguiente:

y = 0.0004x + 3.4564, R = 0.9851

Despejando la ecuacion.

X = (y - 3.4564)/0.0004 si y=3.565

X=271.5 png

Si 0.2715 mg perdido de Extracto de Aranto -------- 2mg NC de Fraccién de Extracto de Aranto
) 96.5 mg NC de Fraccion de Extracto de Aranto

X =13.099875 mg perdido de Fraccién de Extracto de Aranto

EE = (Fraccion de Alimentacion — Fraccion de Aranto perdido) * 100

Fraccidn de Alimentacidén

EE = (125 mg —13.099 mg) *100

125 mg
EE = 89.5208%

Para Temperatura a 4°C.

X = (y - 3.4564)/0.0004 si y=3.6602

X=509.5 ug

Si 0.5095 mg perdido de Fraccion de Aranto -------- 2mg NC de Fraccién de Aranto
S 96.5 mg NC de Fraccion de Aranto

X =24.583375 mg perdido de Extracto de Aranto

EE = (Fraccion de Alimentacion — Fraccion de Aranto perdido) * 100

Fraccion de Alimentacion

EE = (125 mg — 24.583 mg) *100

125mg

EE =80.3336 %
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5.9.6.3.Bufalin

Se determind la ecuacidn a la recta: y = 0.0004x + 0.3863, con un coeficiente de correlacién de
R% = 0.956; despejando la ecuacidn para calcular las concentraciones a un tiempo determinado,
x = (y-0.3863)/0.0004, y los tiempos que se tomaron fueron a0, 6, 12, 24, 48 y 72 h, por triplicado.

Tabla.18 Liberacion In vitro del Bufalin nanoencapsulado.

Tiempo Concentracién Ecuacién para la obtencion de la liberacién del Cantidad de Extracto
(h) (ug/ml) Bufalin nanoencapsulado a un tiempo determinado. liberado a un tiempo
me-act=(Ct+ vZIC)V;v=02ml,V=7ml determinado.
Vv me—act (ug)
0 Co=0 mo- act = (Co+v Co) V mo—act=0
\'}
6 C1=145.91 mi-act=(C1+ v (Co+Ci))V m1—act = 1050.552
\'
12 C2=108 mz-act=(C2+ v (Co+C1+C3))V m2— act = 806.782
\'
24 C3=92.58 mz-act=(Cz+ v (Co+Ci+C2+C3))V ms—act =717.358
\)
48 Cs=58.41 ms-act=(Ca+ v (Co+Ci+C2+C3+Cq))V ma— act = 489.85
\'
72 Cs=38.41 ms-act=(Cs+ v (Co+Ci+C2+C3+Cs+Cs))V ms—act = 357.532
\'

Para determinar el tiempo al que la fraccién de extracto es liberado, a la concentracién de IC s.

180 1200
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Fig. 76 Grafico de liberacion In Vitro, para NPB.
Concentracidn 1Cso 122.8 ug/ml de nanocapsulas PLGA cargadas con Estandar Bufalin.
Ecuacidn para determinar el tiempo de liberacion al 1Csp 122.8 ug/ml.
X = (Y /(389.19 pg/ml*h)) /0507
X = ((122.8 pg/ml/(389.19 pg/ml*h))) ~+/0507

X=9.7295h
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Para determinar la cantidad de bufalin que es liberado, a la concentracién de IC so.

Y =2302.1x 041

Y =((2302.1 ug/h)*(9.7295 h)) 041

Y=1.62*1072pg.

La cantidad de bufalin que es liberado es de 1.62 *10 2 ug, a la concentracion de IC so, Ver Fig.75.

Para calcular la eficiencia de encapsulacion de Bufalin de las nanocapsulas, a Temperatura Ambiente
se determind lo siguiente: y = 0.0003x + 3.45, R? = 0.9505

Despejando la ecuacidn.

X =(y - 3.45)/0.0003 si y=3.4538

X=12.66 ug

Si 0.0126 mg perdido de Bufalin 2mg NC de Bufalin
S 28.9 mg NC de Bufalin

X =0.18207 mg perdido de Bufalin
EE = (Bufalin de Alimentacién — Bufalin perdido) * 100

Bufalin de Alimentacion

EE = (2 mg —0.18207 mg) *100

2mg
EE =90.8965 %

Para Temperatura a 4°C.

X = (y - 3.45)/0.0003 si y=3.4551

X=17 ug

Si 0.017 mg perdido de Bufalin ~ ———-—-—-memememe- 2mg NC de Bufalin

X e 28.9 mg NC de Bufalin

X =0.24565 mg perdido de Bufalin

EE = (Bufalin de Alimentacidon —Bufalin perdido) * 100

Bufalin de Alimentacion

EE = (2 mg — 0.24565 mg) *100

2mg

EE=87.7175%

120




5.9.6.4. Paclitaxel

Se determind la ecuacidn a la recta: y = 0.0003x + 3.5589, con un coeficiente de correlacién de
R? = 0.9918; despejando la ecuacidn para calcular las concentraciones a un tiempo determinado,
x = (y - 3.5589)/0.0003, y los tiempos que se tomaron fueron a0, 6, 12, 24, 48 y 72 h, por triplicado.

Tabla.19 Liberacion In vitro del Taxol nanoencapsulado.

Tiempo Concentracién Ecuacién para la obtencion de la liberacién del Cantidad de Extracto
(h) (ng/ml) Paclitaxel nanoencapsulado a un tiempo liberado a un tiempo
determinado. determinado.
mi-act=(Ct+ vEICG)V;v=02ml,V=7ml me—act (ug)
Vv
0 Co=0 mo- act = (Co+v Co) V mo—act=0
Vv
6 C1=190.33 mi-act=(Ci+_v_(Co+Ci))V m1—act =1370.376
Vv
12 C2=130.33 m2-act=(C2+ v _(Co+C1+C3)) V m2—act = 976.442
Vv
24 C3=109.22 ms-act=(Cs+ v (Co+C1+C2+C3))V ms3— act = 850.516
\'
48 C4=104.77 mg-act=(Ca+_v (Co+Ci+Co+C3+Cq))V ms— act = 840.32
Vv
72 C=8.11 ms-act=(Cs+_v_(Co+ C1+ C2+C3+Ca+Cs)) V ms—act = 165.322
Vv

Para determinar el tiempo al que el Taxol es liberado, a la concentracién de IC so.

300
= 1800
207 — 1600 | }
2200 | E 1400 | ¢
5 B y = 2668.2x1:249 2 1500 :
E 150 ’ R?=0.8436 S 1000 .‘.. y = 7586.7x 0833
€ 100 “, @ S s00 “ e R? = 0.8769
[s) . s
g 0 el g 600
0 ) § 400
0 20 40 60 80 200 e
Tiempo (h) 0
0 20 60 80

40
Tiempo (h)
Fig. 77 Grafico de liberacion In Vitro, para NPT.
Concentracidn 1Cso 13.34 ug/ml de nanocapsulas PLGA cargadas con Estandar de Taxol (Fig. 77).
Ecuacidén para determinar el tiempo de liberacion al I1Cso 13.34 ug/ml.
X =(Y/(2668.2 pug/ml*h)) /124
X =((13.34 ug/ml/(2668.2 pg/mi*h))) /124

X=69.55h
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Para determinar la cantidad de taxol que es liberado, a la concentracién de IC s.

Y =7586.7 x 0833

Y = ((7586.7 ug/h)*(69.55 h)) 0833

Y=1.711*10" pg

La cantidad de Taxol que es liberado es de 1.711*10 ~ ug, a la concentracién de IC so.

Para calcular la eficiencia de encapsulacidon de Taxol de las nanocapsulas, a Temperatura Ambiente
se determind lo siguiente: Despejando la ecuacion.

X = (y - 3.735)/0.0004 si y=3.7376

X=6.5pg

Si 0.0065 mg perdido de Taxol 2mg NC de Taxol
) 95.1 mg NC de Taxol

X =0.309075 mg perdido de Taxol

EE = (Taxol de Alimentacion — Taxol perdido) * 100

Taxol de Alimentacion

EE = (2 mg — 0.309075 mg) *100

2mg
EE = 84.54625 %

Para Temperatura a 4°C.

X = (y -3.735)/0.0004 si  y=3.7365

X=3.75 g

Si 0.00375 mg perdido de Taxol ~ -=—-—---mm——- 2mg NC de Taxol

X e 95.1 mg NC de Taxol

X =0.1783125 mg perdido de Taxol

EE = (Taxol de Alimentaciéon —Taxol perdido) * 100

Taxol de Alimentacion

EE = (2 mg — 0.1783 mg) *100

2mg

EE =91.08 %
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6. CONCLUSIONES




El extracto acuoetanolico de K. daigremontiana induce un efecto citotdxico en la linea MDA-MB-
231 (ICsp 89.34 +1.951 pg/ml).

La F3 de Etanol: agua del extracto acuoetanolico, es la fraccién que presentd el mayor efecto
citotdxico comparando con las F1y F2, (el ICso de la F3 es de 69.37 + 1.841 ug/ml).

La comparacién de los resultados del ICsp para el extracto acuoetanolico en crudo contrastado con
la F3 obtenida de la mezcla Etanol: Agua, muestra una evidencia de que se logré mejorar el 1Cso
mediante la separacién, con la Técnica de Cromatografia Preparativa.

Mediante la técnica de caracterizacion FTIR de la F3, se observd la presencia de los principales
grupos funcionales que componen a los bufadiendlidos como sigue:

(1) IR: 3453(0OH), 1709(C=0), 1125(C-0).
(2) IR: 3465(0H), 1709(C=0), 1125(C-0).
(3) IR: 3405(0OH), 1709(C=0), 1370(C-0).
(4) IR: 3498(0OH), 1709(C=0).

(5) IR: 3533(0OH), 1709(C=0), 1370(C-O).

La técnica UV-Vis da una clara evidencia de la existencia de Grupos funcionales en la F3.

La curva del ICso en linea celular normal MCF10A, mostro que el tratamiento con la Fraccién de
Aranto fue de 62.33 + 1.183 pg/ml, traduciéndose en un mayor potencial citotdxico para ambas
lineas celulares.

La oscilacion en la campana gaussiana entre 450 a 600 nm, indica que NPEC son las de menor
tamanfio y las NPB son de mayor tamafio, ademds que estas Ultimas presentan mayor aglomeracion
entre ellas y una morfologia entre esféricas y ovoides, con una textura lisa.

Las NPB tienen un potencial zeta de -15.60 mV, ademds de que todas ellas tienen un efecto
citotéxico positivo para la linea celular tumoral (MDA — MB -231). Para las NPP, que es el control,
resulta ser de - 13.76 + 0.55 mV.

El PLGA es el polimero adecuado para la elaboracién de nanocdpsulas, ya que no afecta la viabilidad
de las células.

El efecto citotdxico de las Nanocapsulas que contienen el extracto crudo de Aranto mostro tener
una mayor efectividad (El ICso tiene el valor de 56.60 + 1.091 ug/ml).

El valor ICso del estandar de bufalin tiene un alto efecto citotdxico positivo, siendo alrededor de 10
nM.

La nanoencapsulacion del estandar de bufalin, provoca que disminuye su potencial citotoxico (El ICso
para las NPB fue de 122.8 + 1.119 ug/ml)

La encapsulacién es favorable en el extracto acuoetandlico con el PLGA, porque su efecto citotdxico
es positivo en la linea celular tumoral. El extracto sin encapsulacién siinduce muerte celular en esta
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linea por lo que la nanoencapsulacion del extracto acuoetandlico ha cumplido con el principal
objetivo, de no causar muerte en linea celular MCF10A.

La NPF, fueron la mejor opcidon ya que esta formulacidn se encuentra alin mas pura y presenta muy
buenos resultados (ICso para linea celular tumoral de 37.92 pug/mly el ICso de 582.5 ug/ml para linea
celular normal).

La cantidad de extracto que es liberado es de 419.6801 pg, a la concentracién de IC 5o, para el caso
de nanocdpsulas PLGA cargadas con Extracto Acuoetanolico de Aranto con un valor de EE =
82.663408% de eficiencia de encapsulacion. Y para Concentracién 1Cso 37.92 pug/ml de nanocapsulas
PLGA cargadas con Fraccién citotdxica de Extracto Acuoetanolico de Aranto es La cantidad de
fraccién de extracto liberada de 311.6432 g, con una EE = 89.5208%. Para una concentracion ICso
122.8 ug/ml de nanocapsulas PLGA cargadas con Estandar Bufalin se obtiene que la cantidad de
bufalin que es liberado es de 1.62 *10  ug con su respectivo valor de EE = 90.8965 %. Por ultimo
para una Concentracion ICso 13.34 ug/ml de nanocédpsulas PLGA cargadas con Estandar de Taxol se
obtiene a cantidad de Taxol que es liberado es de 1.711*10 ~ ug, con su respectivo valor de EE =
84.54625 %.
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