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RESUMEN

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTINEOPLASICA IN VITRO DE
LOS EXTRACTOS METANOLICOS DE Sechium edule
(Jacq.)(Swartz)var.nigrum spinosum y Vernonia greggii NANOENCAPSULADO

SOBRE CELULAS TUMORALES HUMANAS.

Actualmente, es relevante la implementacién de la medicina tradicional para el
tratamiento de diversas enfermedades. Sechium edule (Jacq.)(Swartz) (Chayote) es una
planta trepadora que produce un fruto que le da a esta especie el nombre comdn de
Chayote, Sechium edule (Jacg.)(Swartz) var nigrum spinosum, el cual ha reportado tener
propiedades quimioterapeuticas. Por su parte, Vernonia greggii, una planta de la cual hay
nula informacion, sin embargo, pertenece a la familia Asteraceae, la cual se caracteriza
por mostrar importante actividad bioldgica. El objetivo de este estudio fue determinar la
actividad antineoplasica de nanoparticulas cargadas con extracto metanolico de Sechium
edule (Me-S.e) y extracto metandlico de V.greggii (Me-V.g) sobre células de cancer de
cuello uterino humano HelLa. Para ello se caracterizd el perfil cromatografico de los
extractos por medio de HPLC- MS. Mediante el ensayo de MTT y contraste de nacleos
DAPI se evalud el porcentaje de viabilidad celular (VC) de los linajes celulares HaCat
(queratinocitos epidérmicos humanos) y HelLa. Los tratamientos control utilizados fueron
negativo (medio de cultivo fresco), positivo (Doxorubicina). Los datos se analizaron
mediante un ANOVA con comparacion de medias de Tukey en el software Graphpad
Prism9, y el ICs fue calculado con el programa ATT Bioquest, ICso caculator. Se encontr6
que Me-S.e libre fue citotoxico sélo a partir de 4 mg/mL, mientras que nanoencapsulado
su citotoxicidad fue a 650 pug/mL siendo similar a las nanoparticulas blanco. Por otro lado,
Me-V.g, presentd citotoxicidad a partir de 200 pg/mL, ambos extractos sobre HelLa; por
lo que, se decidio fraccionar Me-V.g en metanol, agua destilada y hexano (F-Me, F-Ac y
F-He); F-Me fue citotdxico a partir de 6 pg/mL, F-He a partir de 100 ug/mL y F-Ac a
partir de 300 pg/mL. F-Me nanoencapsulado fue citotdxico a partir de 200 pg/mL, las



nanoparticulas blanco no fueron toxicas. Asi mismo, se encontré que F-Me no es

hemolitico, pero nanoencapsulada es hemolitica sélo a 800 y 1000 pg/mL.

Palabras claves: Sechium edule, Vernonia greggii, extracto metandlico,

nanoencapsulado.



ABSTRACT

DETERMINATION OF THE IN VITRO ANTINEOPLASTIC ACTIVITY OF
METHANOLIC EXTRACTS OF Sechium edule (Jacq.) (Swartz)var.nigrum
spinosum and Vernonia greggii NANOENCAPSULATION ON HUMAN TUMOR

CELLS.

Currently, the implementation of traditional medicine for the treatment of various
diseases is relevant. Sechium edule (Jacq.) (Swartz) (Chayote) it’s a climbing plant that
produces a fruit that gives this species the common name of Chayote, Sechium edule
(Jacq.) (Swartz) var nigrum spinosum, which has been reported to have chemotherapeutic
properties. On the other hand, Vernonia greggii, a plant about which there is no
information, however, belongs to the Asteraceae family, which is characterized by
showing important biological activity. The objective of this study was to determine the
antineoplastic activity of nanoparticles loaded with methanolic extract of Sechium edule
(Me-S.e) and methanolic extract of V.greggii (Me-V.g) on cervical human cancer cells
HeLa. To this end, the chromatographic profile of the extracts was characterized by
HPLC-MS. The MTT and DAPI nucleus contrast assay evaluated the percentage of cell
viability (VC) of the HaCat (human epidermal keratinocytes) and HeLa cell lineages. The
control treatments used were negative (fresh culture medium), positive (Doxorubicin).
The data were analyzed using an ANOVA with Tukey mean comparison in the Graphpad
Prism9 software, and the 1Cso was calculated with the ATT Bioquest program, ICso
caculator. It was found that free Me-S.e was cytotoxic only from 4 mg/mL, while
nanoencapsulated its cytotoxicity was at 650 ug/mL being similar to the target
nanoparticles. On the other hand, Me-V.g presented cytotoxicity from 200 ug/mL both
extracts on HelLa; therefore, it was decided to fractionate Me-V.g into methanol, distilled
water and hexane (F-Me, F-Ac and F-He); F-Me was cytotoxic from 6 pg/mL, F-He from
100 pg/mL and F-Ac from 300 pg/mL. Nanoencapsulated F-Me was cytotoxic from 200
ug/mL, the target nanoparticles were non-toxic. Likewise, it was found that F-Me is not

hemolytic, but nanoencapsulated it is hemolytic only at 800 and 1000 ug/mL.



Keywords:  Sechium edule, Vernonia greggii, methanolic extract,
nanoencapsulated



1. INTRODUCCION
La medicina tradicional ha sido relevante en los Gltimos afios debido a las propiedades
y actividades bioldgicas que desempefian las plantas, siendo objeto de estudio como
auxiliar en tratamientos méedicos. De los tejidos de la planta, sean sus hojas, flores, tallos,
semilla, o, pulpa en caso de frutos, al ser tratados, pueden ser estudiadas sus propiedades
bioldgicas, encontrando las biomoléculas secundarias a partir de recursos vegetales, y de
esta manera puedan ser considerados para el tratamiento de enfermedades crénicas con

las que el ser humano debe lidiar.

En el presente estudio se evaluaron dos vegetales de diferentes familias; uno de ellos
fue Sechium edule (Jacq.)(Swartz) var nigrum spinosum mediante el uso de su fruto y
semilla, cominmente conocido como Chayote con espinas, de la familia de las
Cucurbitaceas, al ser una fruta del grupo de hortalizas con diferentes variedades, se facilita
su obtencion comercial. El chayote ha sido utilizado en la indstria alimentaria, cosmética
y farmaceéutica (Pu et al. 2021). Ademas de Vernonia greggii, cuyas flores, tallos y hojas
fueron utilizados. Poco se sabe de los beneficios que puede aportar esta especie, a pesar
de esto, la familia de las Asteraceas han demostrado una amplia gama de actividades
biologicas entre los cuales se conocen antiinflamatoria, antioxidante, citotoxico e incluso

antifangico e insecticida ( Sobrinho et al. 2015).

La nanotecnologia aprovecha las propiedades de los sistemas a nanoescala, su
aplicacion puede crear o modificar materiales que van desde 1 y 100 nanémetros (nm)
(Sim y Wong 2021). La nanomedicina deriva de este campo, tiene como ventajas su
aplicacion el diagnostico, prevencion y su implementacion como coadyuvante en el

tratamiento de enfermedades.

La administracion de farmacos mediante el uso de nanoparticulas permite una
administracion controlada y dirigida, mejoran la solubilidad y disponibilidad de los

farmacos, ademas de mejorar su biodisponibilidad.

El aumento en la eficacia de los farmacos quimioterapéuticos respecto a su

focalizacion tumoral, permite la mejora en cuanto a la farmacocinética y



farmacodinamica. Los quimioterapéuticos nanoencapsulados tienen a su favor el efecto
de permeacion y retencion mejorado (EPR) siendo una estrategia eficaz contra el cancer
(Malik et al. 2023a, 2023b).

Por otro lado, el cancer es una enfermedad crénica que degenera la salud de quien lo
padece. La proliferacion de células cancerosas, la alteracion de las células y tejidos sanos
alteran las funciones corporales normales, desencadenando fallas organicas, dolor entre
otras perturbaciones a la calidad de vida relacionadas con el cancer (Brown et al. 2023).
Esta enfermedad tiene impacto en la economia de los pacientes ya que a menudo no
pueden seguir el ritmo de empleos a tiempo completo, lo que dificulta pagar facturas,
comida o incluso el mantener su hogar (Alzehr et al. 2022).

A pesar de ser una enfermedad que cuenta con tratamiento, varios escenarios nos
pueden ayudar a entender el incremento en los decesos, entre ellos se encuentran: casos
donde el tumor afecta drganos vitales, el tratamiento y sus efectos secundarios que pueden
ser fatales, el tratamiento quirdrgico y sus posibles complicaciones con posible desenlace
fatal (Dillekas et al. 2019). SegUn la base de datos de GLOBOCAN, en el afio 2022 a nivel
mundial, sobre cancer en general, se estimaron 19,976,499 incidencias, ademas de
estimarse 9,743,832 decesos; aunado a esto, respecto al cancer de cuello uterino se

reportaron 662, 301 casos nuevos y 348, 874 decesos.

Por otro lado, en el 2020, México, se estimaron 9, 439 casos nuevos, ademas de 4, 335
decesos, convirtiéndose en el segundo tipo de cancer que afecta a las mujeres (Mufioz et
al. 2022)

Con lo anterior expuesto, esta investigacion aborda dos lineas de investigacion: la
medicina herbolaria y la nanotecnologia, determinando la citotoxicidad de los extractos

metanolicos de Sechium edule y Vernonia greggii.



2. ANTECEDENTES

2.1. Sechium edule var.nigrum spinosum

2.1.1. Taxonomia y caracteristicas botanica de Sechium edule

Meéxico es uno de los paises con mega diversidad dentro de América Latina donde
abunda una gama de diversidad vegetal a nivel global. Se tiene registro de que hay
alrededor de 35,000 especies de plantas, las cuéles se les da un uso medicinal en nuestro
pais (Garcia Alvarado et al. 2001). Entre esos recursos bidticos se encuentra el chayote,
cuyo nombre cientifico es Sechium edule, es uno de los frutos de los cuéles México es de
los mayores productores, especificamente los estados de Chiapas, Puebla, Veracruz,
Oaxaca. S.edule cuenta con 10 variedades y son diversos en cuanto a forma, color, textura

y sabor. Su taxonomia se describe en la Tabla 1.

Tabla 1. Taxonomia de Sechium edule

Reino Vegetal
Subreino Embryophyta
Divisién Anthophyta

Clase Dicotyledoneae

Orden Cucurbitales

Familia Cucurbitaceae
Subfamilia Sicyoideae
Género Sechium

Segun lo descrito por Avedafio en el 2010, el fruto de S. edule var. nigrum spinosum
es color verde claro a verde obscuro, grande, piriforme de 5.8 a 17.1 cm de longitud, 5.0
a 12.2 cm de ancho, 3.6 a 9.7 cm de grosor, densamente espinoso (media a alta), cinco
costillas no muy marcadas, hendidura basal muy marcada, pubescencia muy baja en
pedunculo, mesocarpio verde claro a verde oscuro, sabor neutro a ligeramente dulce (6.43
°Bx) y fibra muy adherida. Las variedades corresponden al nimero de horas de luz del
dia.



2.1.2. Requerimientos climéticos para Sechium edule

El rango de temperatura ideal para el cultivo del chayote es de entre 26°C; la variedad
nigrum spinosum crece 6ptimamente en zonas de valles altos de entre 2,000 a 2,800 metros
sobre el nivel del mar, el periodo de tiempo de fructificacion es corto, no mayor a 4 meses,
los periodos de tiempo donde ocurren heladas en estas zonas pueden eliminar la parte
aérea de la planta. Su tiempo de crecimiento se mantiene constante, de entre 6 a 18 dias
después de la antesis (Avedafio 2010).

2.1.3. Perfil fitoquimico de Sechium edule

Las plantas dentro de la familia Cucurbitaceae, presentan taninos, carbohidratos,
resinas, saponinas, fitoesteroles, carotenoides y los principales los cuales son, los
triterpenos cucurbitacinas (Pulok 2022).

Dentro de las caracteristicas fitoquimicas que se han encontrado en S. edule, se han
encontrado que estan presentes alcaloides no fendlicos, saponinas, esteroles, triterpenos e
incluso ocho flavonoides glicosilados, entre estos, muchos han sido relacionados con
poseer actividad antitumoral (Ifiguez- Luna et al. 2021). Ademas de contener también,

peroxidasas, polifenoles y cucurbitacinas (Aguifiiga et al. 2015).

Salazar et al. (2017), en un estudio, encontraron el extracto metandlico de una nueva
variedad de Sechium edule, “Perla Negra”, donde fueron identificados mediante
cromatografia de capa fina (TLC) y cromatografia de columna (CC) los terpenos y
flavonoides. Los compuestos identificados mediante cromatografia liquida de alto
rendimiento (HPLC) fueron Curcubitacinas B, D, E y | para las fracciones de terpenos; y
Rutina, Floricidina, Miricetina, Quercitina, Naringenina, Floretina, Apigenina y

Galangina para las fracciones de flavonoides.

Se ha encontrado que al utilizar la semilla de S. edule, esta tiene la capacidad de inhibir
la proliferacion de células HeLa mediante la desactivacion de la funcion ribosémica,

otorgandole un valor quimioterapéutico, dicha proteina se conoce como “sequiumina”

(Wu et al. 1998).



En cuanto a su actividad bioldgica, Aguifiiga et al. (2017), utilizaron precisamente las
hojas, tallos y semillas de Sechium edule (Jacg.)var nigrum spinosum con los que se
obtuvo un extracto metandlico y se evalud el efecto anti proliferativo de este en células
leucémicas P388 MNCBM (células mononucleares de la médula 6Gsea) a una
concentracion entre 40 y 2370 ug/mL. El extracto inhibi6 la proliferacién de células
leucémicas P388 y de las células normales, pero fue mas marcada en las células
leucémicas. Los valores ICso obtenidos fueron respectivamente 927 y 1911 pg/mL para la
linea celular leucémica P388 y MNCBM; el extracto indujo la apoptosis sélo de células

leucémicas y se encontrd que hubo un efecto antioxidante.

2.2.Vernonia greggii

2.2.1. Taxonomia y caracteristicas botanica de Vernonia greggii

En esta familia se encuentran de 1600 a 2500 especies, desde hace siglos se usan con
fines medicinales, se consideran rica fuente de insulina, y se atribuyen actividades
antioxidantes, antimicrobiana y antiinflamatoria. Las Asteraceas comdnmente se
encuentran en habitats forestales, pastizales y en zonas tropicales. La morfologia puede
variar, en algunos casos las especies son arbustos, arboles de 30 m, hierbas perennes;
mientras que sus hojas son distintas, suelen ser grandes o pequefias, espinosas o carecer
de ellas. Regularmente suelen estar cubiertas por vellosidades, ademas de que la mayoria
contiene un racimo plano de flores (Rolnik y Olas 2021). La taxonomia de Vernonia

greggii se puede apreciar en la Tabla 2.

Tabla 2. Taxonomia de Vernonia greggii

Reino Vegetal
Divisién Tracheophyta

Clase Magnoliopsida

Orden Asterales
Familia Asteraceae
Género Vernonia
Especie V. greggii




2.2.2.Perfil fitoquimico de Vernonia greggii
Hasta ahora, antecedentes reportan que las plantas de la familia Asteraceae presentan
acidos fenolicos, flavonoides, acetilenos, triterpenos, se caracterizan por ser una fuente

rica en lactonas sesquiterpénicas (Rolnik y Olas 2021).

Las plantas del género Vernonia contienen compuestos con actividad bioldgica en los
que destacan los alcaloides, flavonoides, terpenoides, carotenoides y taninos esteroideo,
también se le atribuyen propiedades antiinflamatorias, antimicrobianas, antitumorales,
entre otras (Mishra et al. 2023) . Las lactonas sesquiterpénicas son las biomoléculas
secundarias mas comunes en el género Vernonia se caracterizan por tener un doble enlace
endociclico 7 y un grupo acetato C-13 conocidos como glaucolidos e hirsutinolidas, esta
biomolécula se asocia con actividad biolégica por la presencia de a-metileno-6-lactona
(Lopes J.L. 1991).

El género Vernonia ha sido estudiado por sus propiedades quimioprotectoras y
anticancer, las siguientes especies con estas propiedades son: V.antihelmintica, de sus
frutos secos deriva el Isorhamnetin, el cual inhibe la proliferacién y la migracion de
PANC-1 (células de adenocarcinoma pancreatico), causa el arresto de la fase S del ciclo
celular, ademas de disminuir los niveles de fosforilacion de MEK y las quinasas reguladas
por sefializacion extracelular (ERK) de la ruta RassMAPK. Esta ruta esté involucrada en

la proliferacion celular, apoptosis y diferenciacion (Gonzatto et al. 2022).

2.3. Técnicas para obtencidn de extractos de plantas
La Tabla 3 presenta los diferentes procedimientos técnicos de Odukoya et al. (2022)

en la obtencion del extracto de plantas.



Tabla 3. Técnicas para la obtencion del extracto de plantas

Concocciones Preparacion acuosa, se debe remojar (3 dias) o
hervir (15 a 20 min) en agua.

Decocciones Preparacion acuosa que involucra hervir (15 a
20 min) en agua hasta que el volumen del agua se
haya reducido a la mitad. También hay decoccion

fuerte, decoccidn seca o por tintura.

Maceracion La planta puede usarse en polvo fino, y se
remoja en el solvente dentro de un contenedor
tapado, a temperatura ambiente, durante 3 dias o
mas, con agitaciones frecuentes. La mezcla se debe

presionar o colar mediante filtracion.

Infusién La planta en cuestion (fresca o seca) se remoja

en agua caliente por 10 min.

Polvo Después de secarse, la planta se tritura en un

polvo uniforme fino.

2.4. Nanomedicina y nanoparticulas

La nanomedicina, se caracteriza por el uso de nano transportadores, y debido a las
propiedades fisicoquimicas que poseen estos sistemas de liberacidn, ha causado un interés
en cuanto al manejo quimioterapéutico para el tratamiento contra el cancer. Antecedentes
reportan que desde la década anterior se ha implementado el uso de nanoparticulas para
complementar la terapia fotodindmica como trataminto contra el cancer (Roblero-
Bartoldn et al. 2014).

La aplicacion de la nanotecnologia en la medicina, ha demostrado ser una alternativa
para la administracion de farmacos, debido a la necesidad de superar las barreras
biolégicas mediante dichos nanotransportadores, que dirigen activos o farmacos poco
solubles en agua, protegiéndoles en su trayecto por el torrente sanguineo. Su relacién
superficie/volumen incrementa el efecto del principio activo en el objetivo, y su

morfologia permite que llegue al sitio de interés (Cardoso et al. 2022). Por lo cual, su



objetivo, mas que encontrar nuevas moléculas, es mejorar la administracion y

biodisponibilidad del medicamento o principio activo.

2.4.1. Clasificacion de nanoparticulas y sus caracteristicas
Las nanoparticulas pueden clasificarse segin sus dimensiones, su composicién

quimica y su morfologia.

En cuanto a su dimension, existe un rango de tamafio nanomeétrico, el cual es de entre
10- 100 nm. En cuanto a su dimensién se dividen en cuatro tipos: a) Zero (clasificadas
como cero dimensionales 0 D, o puntos cuanticos QD, son los mas utilizados y tienen una
amplia aplicacién en electronicos por su capacidad de mejoramiento 6ptico; b) Particulas

de una sola dimension comprimidas en una dimension fuera del rango de tamafio

nanometrico, otras dimensiones en la escala de rango son uni dimensional (1D). Sirven

como los principales bloques de construccion de nanoestructuras; c) Particulas de dos

dimensiones (tienen dos dimensiones fuera del rango de tamafio nanométrico). Tienen la
caracteristica de ser delgadas peliculas, nanohojas y nanocorevestimiento, tienen

aplicaciones sobre nanosensores 0 nanoreactores) y las nanoparticulas tridimensionales.

Basado en su composicidn quimica, inorganicas, _las nanoparticulas metalicas, metal
puro, mas usadas en campo biomédico, entre los metales mas comunes estan el oro, plata,
cobre, hierro, cadmio, cobalto, nanoparticulas de platino y plomo. Por otro lado, los 6xidos
de metal son aln mas quimicamente estables que los metales. Las nanoparticulas a base
de 6xido de metal mas comunes de usar son o0xido de zinc (ZnO), éxido de hierro (FeO,
Fe203, Fe304), oxido de aluminio (Al203), silica (SiO2), 6xido de cobre 11 (CuO), 6xido
de magnesio (MgO), éxido de niquel (NiO), 6xido de titanio (TiO2), éxido de cerio
(Ce02), y dioxido de zirconio (ZrO2).

Nanoparticulas a base de carbén, entre ellas se encuentran los diamantes, grafeno,

nanotubo de carbén (CNT), carbdn nano fibras (CNF), carbon negro, puntos de carbdn.

Nanoparticulas ceramicas, compuestas por sélidos inorganicos (eg. Oxidos, carburos,
fosfatos, y carbonatos de metales, y metaloides), estan conformados con poros, y estos

evitan de degradacion.



Por otro lado, las nanoparticulas organicas, las cuales son ideales para la distribucion
de farmacos, no son tdxicas, son biodegradables y biocompatibles, pueden ser lipidicas,

las cuales son capaces de transportar moléculas hidrofobicas, hidrofilicas y anfipéticas.

Finalmente las nanoparticulas poliméricas, econdmicas, biodegradables, no tdxicas
(Khan y Hossein 2022). Segin Ahlawat et al. (2018) dichas nanoparticulas pueden tener
un tamafio de entre 10 y 1000 nm, compuestas por polimeros y copolimeros que protegen
el farmaco, puede encapsularlo al interior de particula o ser absorbidos en la superficie,
unidos quimicamente a la superficie; Las nanoparticulas poliméricas pueden dividirse
en: nanocéapsulas (su nucleo es aceitoso y la superficie exterior es polimérica, el farmaco
puede ser encapsulado por el nucleo, o ser absorbido por la superficie), o nanoesferas
(ambos, la superficie exterior y el nucleo constan de material polimérico, el farmaco se

retiene u absorbe por la estructura polimérica).

La morfologia de las nanoparticulas es diversa, pueden ser: esférica, hexagonal, hélice,

forma de prisma, cilindrica, plana, tubular,etc (Khan y Hossein 2022).

El tamafio de la particula y el indice de polidispersidad (PDI) son importantes factores
fisicos los cuales influyen en la captacion celular. Un ejemplo, es la vasculatura del tejido
tumoral, tiene mayor permeabilidad y alta densidad vascular; esto favorece la acumulacion
de agenter quimioterapéuticos de alto peso molecular en el tejido tumoral, esto es
conocido como efecto de retencion y permeabilidad mejorada (EPR); hay literatura que
indica que los nanotransportadores menores de 200 nm pueden pasar mediante transporte

pasivo por medio del EPR (Danaei et al.2018).

Con lo mencionado anteriormente, dentro de las ventajas que tienen los nanosistemas
como medio de liberacion, debido a su estructura y tamafio, es la forma en la que localizan

a las células tumorales, y esto se conoce “acumulacion pasiva” y “acumulacion activa”.

La acumulacién pasiva, toma lugar al momento en que las células tumorales, al crecer
rapido y sin algn control, por medio de la angiogénesis como estimulacidn, se obtiene
una arquitectura deficiente que presenta fenestraciones que miden entre 10 a 800 nm.

Ademas de tener un deficiente drenaje linfatico, lo cual da lugar a un efecto de



permeabilidad y retencion aumentada; esto permite que los nanosistemas puedan llegar
facilmente a las células tumorales, entrando por los poros que se encuentren entre el tejido
y permaneciendo alli. Asi mismo, se pueden alcanzar concentraciones del nanosistema 10

veces mas alto en células tumorales comparado con células de tejido sano.

Por otro lado, en la acumulacion activa, las células tumorales, al sobre expresar ciertos
receptores de membrana, los cuales favorecen un descontrolado crecimiento; teniendo
esto en cuenta, el nanosistema puede llevar en su superficie un ligando (péptido, proteina
etc) el cual localiza al receptor, lo reconoce, y ya estando en el tejido tumoral, empezara
a liberar su carga terapéutica (Rojas et al. 2016).

En un estudio, donde se realizd una revision literaria sobre la actualizacion de
farmacos en la nanomedicina que han sido aprobados en los ultimos afios, encontramos
que entre ellos destaca la nanoparticula de quimioterapia Vyxeos ® (Anselmo y Mitragotri
2019) para su aplicacion en el tratamiento de la LMA-t (Leucemia mieloide aguda
relacionada con la terapia) y MDS (sindrome mielodisplasico), ambas categorias se
designan como “AML- MRC”. Su formulacion es liposomal, proporcién molar fija 1:5 de
los farmacos antineoplasicos daunorrubicina y citarabina. La membrana del liposoma
contiene: diestearoil fosfatidilcolina, diestearoil fosfatidilglicerol y colesterol, su
respectiva proporcion molar fue de 7:2:1. Fue probado en 309 pacientes de los cuales 153
recibieron Vyxeos y 156 recibieron la medicacion sin la nanoparticula. Vyxeos ® fue
suministrado via IV, (daunorrubicina 44 mg/mg? - citarabina 100 mg/m?) al estar en
circulacion, ambos antineoplasicos se quedan dentro de la particula, y al entrar en contacto
con la célula, los liposomas se degradan. La daunorrubicina y citarabina dafian el DNA,
generando la muerte celular. Los pacientes tratados con Vyxeos ® tuvieron un 38% mas
de respuesta completa, comparado con un 26% de los pacientes control; asi mismo,
después de 30 dias aplicado el tratamiento, hubo menos muertes 30 dias posterior la dosis
del tratamiento (10% frente 17%). Las reacciones adversas que se manifestaron fueron:

hemorragia en el SNC, infeccidn e insuficiencia respiratoria (Krauss et al. 2019).

Dentro de los nanomateriales organicos, este estudio tiene principal interés en la

poli(D, L- lactida-co-glicolida) (PLGA), siendo un polimero biocompatible,
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biodegradable, estd aprobado por la FDA para administrar farmacos mediante
nanoparticulas (Lim et al. 2022).

En el estudio realizado por Amjadi et al. 2013, cuyo objetivo fue evaluar la actividad
anticancerigena de nanoparticulas poliméricas cargadas con Doxorrubicina, y controlar la
tasa de liberacion del farmaco, utilizando el PLGA con diferente peso molecular (PM),
los cuales fueron 50:50, 75:25 (lactido/glicélido) usando la técnica de doble emulsién. Por
un espectro de transmision FTIR encontraron que la Doxorrubicina estaba encapsulada en
las nanoparticulas de PLGA 50, ya que la superposicion de los grupos hidroxilo y amina
mostro su presencia. Al caracterizar las nanoparticulas obtuvieron tamafios de entre 320
a 370 nm, utilizando concentraciones de Doxorrubicina de 5, 10 y 20 %w/w. Se observo
ademas una diferencia en la eficacia de encapsulacion, si el contenido de lactido a
glicélido aumentaba, disminuia la eficacia de PLGA 50 (48%) y PLGA 75 (38%). Al
encapsular el farmaco, aumentaron la carga de este y la porcion de glicélido, esto
favorecio el efecto antitumoral sobre las células de fibrosarcoma de raton (L929), la CLso

del farmaco fue de 100 ng.mL™*

2.5.Cancer
Segun GLOBOCAN, en el afio 2020 en México, se registraron 195, 499 casos nuevos
de cancer en ambos sexos en una poblacion estimada de 128, 932, 753 personas de ambos

SEXOS.

En el mismo afio, se reportaron 9,439 casos nuevos de cancer de cuello uterino, de los
cuales se estimaron 4,335 decesos. A su vez, se reportaron 6,955 casos nuevos de
leucemia, de los cuales se estimaron 4,786 decesos, siendo que casi el 50% de los casos

nuevos terminaron en deceso.

El cancer es el resultado de un proceso que se desarrolla a largo plazos, siendo una
sucesion larga y compleja que conlleva cambios genéticos, permitiendo que las células
precancerosas adquieran caracteristicas que conlleven al crecimiento maligno de las
células tumorales. En este suceso, son importantes dos categorias de genes, que controlan
el ciclo celular, en el que se realiza el crecimiento celular y su division. Los

protooncogenes se encargan de fomentar la divisién celular; mientras que los genes
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supresores de tumores los inhiben. Estos al sufrir una mutacion, en caso de los
protooncogenes se transforman en oncogenes, estimulando una division excesiva celular,
y los genes supresores de tumores son inactivados, evitando la inhibicién de la divisién
celular (National Institutes of Health US 2007). Las células que proliferaron
descontroladamente se agrupan segun su drgano u tejido (Krieghoff et al. 2017).

2.6. Cancer de cuello uterino
El cancer de cuello uterino es una enfermedad que se caracteriza por una afectacion
en las células que se encuentran en el cuello uterino, que se encuentra en la parte inferior

del Gtero que se conecta con la vagina.

Al principio, las lesiones, son pequerias, por lo tanto, dificulta su diagnostico y pueden
pasar afios, incluso llegar a un estado avanzado de la enfermedad, en la cual las lesiones
se observen a simple vista. Los sintomas se caracterizan como, sangrado anormal. Se

considera que hay diversos factores que puedan desencadenar esta enfermedad.

Se ha demostrado, que, entre los factores de riesgo mas importantes, se encuentra la
creciente incidencia de infeccion por el virus del papiloma humano (VPH), la cual
aumenta la incidencia de esta enfermedad entre las mujeres mas jovenes (Shrestha et al.
2018).

En un estudio, se evalu6 el efecto que tienen las nanoparticulas de quitosano que
contienen extracto de plantas, en este caso S. edule, sobre las células del linaje HeLa. No
se detectd que el quitosano afectara la actividad antiproliferativa del extracto; las
nanoparticulas cargadas con extracto mostraron una inhibicion celular 1Csp de 8 pg/mL
(Salazar et al. 2022).
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3. JUSTIFICACION

Tomando en cuenta que el cancer sigue siendo un problema a nivel mundial y que
representa el riesgo de convertirse en una de las principales causas de muerte incluso con
la existencia de tratamientos farmacoldgicos. Ademas, los pacientes que han sobrevivido
al cancer sufren durante y después del tratamiento diversos efectos adversos graves. Por
otro lado, los pacientes con recuperacion completa, al tener una recaida, suelen existir una
resistencia de las células tumorales al tratamiento convencional, lo que representa una
respuesta deficiente al tratamiento, y conlleva a cambiar las dosis administradas en el
tratamiento u otras opciones. Por todo ello, se deben valorar alternativas que conlleven a

un tratamiento eficaz.

La medicina herbolaria, ha sido empleada mundialmente en diversas comunidades
como alternativa a la medicina alopatica, debido a factores como bajo costo, la
disponibilidad de recursos y su aplicacion para tratar diversas enfermedades. México
cuenta con varias especies vegetales, las cudles contienen componentes que poseen
actividades biologicas que suelen beneficiar a los humanos, a estas biomoléculas
secundarias se les confieren propiedades como lo son: antioxidantes, antibacterianas,
antiinflamatorias, antitumoral, entre otras. La presente investigacion, considera el estudio
de dos vegetales para evaluar su efecto citotoxico, tanto del fruto y semilla de Sechiium
edule var.nigrum spinosum y las hojas, flores y tallos de V.greggii, ya que antecedentes
reportan que en estos 0rganos se encuentran compuestos a los que atribuyen propiedades

anticancerigenas.

Por otro lado, los nanomateriales han despertado el interés en diferentes areas de la
medicina para la mejora de tratamientos convencionales y para el estudio de nuevos
farmacos a base de plantas, ademas transportar moléculas naturales, protegiendo el
principio activo durante su trayecto hacia las células diana. Se espera encontrar actividad
citotoxica por parte de los extractos y potenciarla con su nanoencapsulacion,
contribuyendo de esta manera al conocimiento de nuevas alternativas para combatir el

cancer de cuello uterino.
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4. HIPOTESIS
Los extractos de Sechium edule (Jacq.)(Swartz) var.nigrum spinosum o Vernonia
greggii presentan mayor actividad antineoplasica sobre células tumorales humanas

cuando estan incorporados en nanoparticulas poliméricas biodegradables.
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5. OBJETIVO DEL TRABAJO

5.1. Objetivo general

Determinar la actividad citotdxica de nanoparticulas cargadas con extracto metandlico
de Sechium edule (Jacq.)(Swartz) var. nigrum spinosum o Vernonia greggii sobre los
linajes celulares HaCat (Queratinocitos epidérmicos humanos) y HelLa (cancer de cuello

uterino humano)

5.2. Objetivos especificos

1. Caracterizar los extractos metanolicos de S. edule y V.greggii.

2. Estandarizar la técnica de nanoencapsulamiento para el extracto metandlico de S.
edule y V.greggii.

3. Caracterizacion de las nanoparticulas poliméricas.

4. Evaluar la citotoxicidad sobre los linajes celulares de HaCat y HelLa
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6. MATERIAL Y METODOS

6.1. Material vegetal y procedencia

El fruto de Sechium edule (Jacq.)(Swartz) var nigrum spinosum debido a que es
comestible, se adquiri6 en un mercado local ubicado en el centro de la ciudad de
Monterrey, NL, el proveedor informé que proviene de San Luis Potosi, México. Por otro
lado, Vernonia greggii fue recolectada en la Sierra Madre Oriental, N.L, México
(25°22'00"N 100°33'00"0 / 25.36666667, -100.55) en Enero 2023, y fue almacenada en
el Herbario de la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la Universidad Auténoma de Nuevo
Ledn, cuyo voucher de identificacién es No. 25590.

6.2. Reactivos y quimicos

Todos los solventes adquiridos fueron de grado analitico. Acetona, Advanced DMEM
1X, Agua Destilada, Antibidtico-Antimicético 100x, Dimetilsulféxido (DMSO),
Isopropanol, L-Glutamina 200 mM, Metanol (MeOH), n-Hexano, PBS 1X, Suero Fetal
Bovino (SFB) inactivado 4 % v/v (CTR Scientific ®), Resomer ®RG 756 s Poly (D,L-
Lactico-co-glicélico) Mw 75,000 ~115,000 (PLGA 75:25), Azul de tiazolil Bromuro de
tetrazolio (MTT) 98% Sigma-Aldrich ® (Merck KGaA, Darmstadt,Germany), nonidet-
P40 (NP40).

6.3. Preparacion del extracto

En cuanto el extracto metandlico del chayote, fueron removidas las espinas y la
cascara, y fue cortado en piezas pequefias, provenientes del fruto y semilla. Se llevé a un
horno de secado a 45°C durante 5 dias, hasta notar que los fragmentos fueron
deshidratados; posteriormente se trituraron hasta obtener un polvo fino, esto para permitir
una amplia difusion del solvente entre los restos del fruto y tomar la mayor cantidad

posible de sus compuestos. Obteniendo 43g de materia vegetal.

El polvo obtenido del material vegetal se distribuy6 como 20 g del fruto en 100 mL
de metanol 99% (MeOH) y durante 2 dias a temperatura ambiente, con agitacion de 30
RPM x min, el solvente se filtré y cambi6 2 veces al dia cada 4 h, esto debido a que el

solvente después de cierto tiempo pierde su efectividad para extraer los compuestos
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activos de la fruta, hasta que el producto macerado no present6 color. Posteriormente, se
separd el extracto del solvente en el rotavapor (Heidolph, Laborota 4003) a 28 °C, 100
RPM bajo presion reducida. Para el extracto metandlico de V.greggii se utilizaron las
hojas, tallos y flores de la planta, una vez recolectada la planta, se prensé con el propdsito
de desecar la planta y posteriormente triturarla para llevarse a maceracion, la extraccion
se realizd con 93 g de V.greggii con las mismas condiciones para el método de maceracion
utilizado previamente con el chayote con espinas. Ambos extractos se secaron a 30°C
durante dos dias, posterior a esto, fueron almacenados en refrigeracion hasta su uso. El
rendimiento del extracto se obtuvo con la formula a continuacion, basado en la formula

utilizada por Trevifio- Garza et al. 2023:

o Peso final
% Rendimiento = m x 100

6.4.Elaboracion de nanoparticulas PLGA

Debido a que el extracto metandlico de S.edule y V.greggii resultaron no ser solubles
en agua, se optd por el método de Nanoprecipitacion, que por medio de la inyeccion de
una fase organica en una acuosa, Sin necesitar tensoactivo, permite la obtencién de
nanoparticulas hechas del polimero PLGA, la metodologia fue basada en lo reportado por
(Chavez- Montes et al. 2022), con modificaciones en las condiciones utilizadas para las

fases organica y acuosa.

Para preparar la fase organica, se pesaron en una balanza analitica 12 mg del extracto
metanolico de Sechium edule, disuelto en 1 mL de MeOH, 60 mg de PLGA disuelto en
10 mL de Acetona, posteriormente ambos polimero y extracto fueron homogeneizados y
la solucion de la fase organica se inyecto en la fase acuosa (12 mL agua destilada). Para
V.greggii, los 12 mg de extracto fueron disueltos en 2 mL de Acetona, fue filtrado e
incorporado a la fase organica y posteriormente su inyeccion a la fase acuosa (12 mL agua
destilada). Para ambos extactos, una vez unidas ambas fases, se llevaron al rotavapor

Laborota 4003 (Heidolph Instruments GmbG & Co.KG), para eliminar el solvente de la
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formulacion de nanoparticulas por 10 min, 100 RPM, a 30°C. Posteriormente se tomaron
8 gotas del lote de nanoparticulas cargadas, fueron suspendidas en agua destilada en una
celda para ser leidas en el Zeta-sizer Nano-Zs90 reader (Malvern, Worcestershire, UK),
donde se obtuvo el promedio del tamafo de las nanoparticulas (Size- Average),en
nandmetros (nm) y el indice de polidispersidad (PDI) asi como el potencial Z.

6.4.1. Caracterizacion de nanoparticulas

Como parte de la caracterizacion de las nanoparticulas, se tomaron en cuenta los
valores del indice de polidispersidad (PDI) el cual nos indica la no uniformidad del tamafio
de particulas dentro de una muestra. ElI rango del PDI va de 0.0 (una muestra
perfectamente uniforme respecto al tamafio de la particula), hasta 1.0 (alto nivel de
polidispersidad con poblaciones con maltiples tamafos de particulas), siendo los valores
de 0.2 e inferiores los mas comunes y aceptables para las nanoparticulas a base de
polimeros (Danaei et al. 2018). Ademas de obtener el potencial Z, se mide el potencial
electrostatico que se encuentra en la doble capa eléctrica que rodea a la nanoparticula
suspendida en solucion. Aquellas nanoparticulas que tengan un potencial z de entre -10 y
+ 10 mV seran consideradas como ‘“neutras”; por otro lado, las nanoparticulas con
potencial z cuyo valor sea superior a +30 mV o inferior a -30 mV seran consideradas
respectivamente como “fuertemente catidnicas” o ‘“fuertemente anionicas”. Las
nanoparticulas cationicas por lo general presentan cierta toxicidad asociada con la ruptura

de la pared celular (Clogston y Patri 2011).

Una vez obtenidas las nanoparticulas, se mididé el volumen conocido del lote de
nanoparticulas, se centrifugd 2 a 3 mL del lote de nanoparticulas a 4°C, 25,000 RPM,
durante 3 h en Allegra ™ 64R Centrifuge, se obtuvo un sedimento conocido como “pellet”
que constituye el extracto y polimero (masa) y sobrenadante, el cual fue utilizado para

encontrar los porcentajes de ee % y dl % previamente mencionados, Figura 1.

La obtencion del porcentaje de encapsulacion (ee %) nos permitié a determinar la
eficacia de nuestro método para la elaboracién de nanoparticulas y de carga (dl %), que
permitié determinar la masa del extracto por masa de nanoparticulas, se determind la

cantidad de extracto encapsulada de toda la masa del lote de nanoparticulas. Para la
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obtencion de estos valores se usaron las siguientes formulas basadas en lo realizado por
Elizondo- Luevano et al. 2023 como parte de la caracterizacion de las nanoparticulas

poliméricas.

Formula utilizada para determinar ee %:

Y=mx+Db

Masa total del extracto
ee% = x 100

Masa del extracto encapsulado

Formula utilizada para determinar dl %:

Masa total del lote de nanoparticulas

dl% = x 100

Masa del extracto encapsulado
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Figura 1.- Elaboracion de nanoparticulas cargadas del extracto metanolico de Sechium edule

6.5. Cromatografia liquida de alto rendimiento- espectrometria acoplado a masas
(HPLC-MS).
Esta técnica se usa para separar e identificar compuestos similares estructuralmente, y

la espectrometria de masas es una herramienta cualitativa (Li et al. 2011).

La sensibilidad de esta técnica permite analizar farmacos anticancerigenos y sus
metabolitos, ademas de brindar informacion estructural que complementa los resultados
obtenidos con otros sistemas para deteccion, como cromatografias liquidas que usan luz
ultravioleta, fluorescente, y deteccion electroquimica, que, aunque sensibles, carecen de
especificidad. Para éste estudio, se utiliz6 un cromatografo de liquidos Alliance 2695
(Waters), el cual cuenta con desgasificador en linea, bomba cuaternaria, automuestreador,
horno de microondas y detector UV-Vis de arreglo de diodos. La separacion
cromatogréfica se realizé con una columna Discovery HS F5 (15 cm x 2.1 mm; 3.1 um;
Supelco), empleando como fase movil se usd &cido formico 0.1 % v/v y acetonitrilo
conteniendo acido férmico al 0.1 % v/v a un flujo de 0.2 mL/ min. El gradiente de elucion
inicié con 10 % de acetronitilo acidificado, manteniendo 5 min y elevando a 70 % en 15
min, manteniendo 10 min y regresando al 10 % inicial en 5 min. La columna se mantuvo

a 45 °C, y el volumen de inyeccion fue de 3 pL. La deteccion se realizé de 200 a 600 nm.
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Ademas, se realizaron andlisis por cromatografia liquida- espectrometria de masas, para
lo cuél se empled un cromatografo de liquidos de ultra alta eficiencia (UHPLC) Ultimate
3000 (Thermo Scientific Dionex) equipado con desgasificador en linea, bomba
cuaternaria, automuestreador, horno de columna y detector UV-Vis, de longitud de onda
variable, acoplado a un espectrémetro de masas (MS) LCQ Fleet (Thermo Scientific) que
cuenta con analizador de trampa de iones. La deteccion se realiz6 por UV a 254 nmy por
espectrometria de masas con una fuente de ionizacion de electrospray en modo positivo
y negativo. La temperatura del capilar se mantuvo a 275 °C, el voltaje del capilar a 1.01
V, el tubo de lentes a 109.88 V, el gas de nebulizacion a 45 unidades y el auxiliar a 15. La
adquisicion dee MS se realizd en modo de barrido completo (full scan) de m/z 100 a 2000

y también se realizaron experimentos de MS/MS para los iones mas abundantes.
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6.6.Ensayos de viabilidad celular

6.6.1.Ensayo de citotoxicidad con MTT
Una vez obtenidas los tratamientos de Sechium edule y de V.greggii estando libres y

nanoparticulados, fueron probados sobre los linajes celulares HaCat y HeLa.

Se realiz6 una solucion madre a una concentracion 10 mg/mL, se pesaron 10 mg del
extracto crudo en un tubo eppendorf, se diluyeron en 50 ul de dimetil sulféxido (DMSO),
y se homogeneizé en 950 ul de medio de cultivo, para tener una concentracion de DMSO
del 5%.

A partir de la solucion madre, se trabajé a concentraciones de 10, 50, 100, 300 y 500
pg/mL.

Para este ensayo se incubaron 7x10* células en una placa de 96 pozos, durante 24 h
para permitir su adhesion. Cumplidas las 24 h, al haber obtenido 80% de confluencia
celular, se retiré el medio de cultivo, y sobre las células adheridas fueron aplicados los
tratamientos del extracto metanolico libre y nanoencapsulado a 10, 50, 100, 300 y 500
ug/mL, y nuevamente se incub6 de 24 a 48 h; 2 h antes de que termine el tiempo estimado,
se tomaron micrografias para observar en el microscopio invertido algun efecto del
tratamiento sobre la morfologia celular. Al cumplirse el tiempo estimado se colocd una
solucién de 3 mg/mL de MTT [bromuro de 3-(4,5- dimetiltiazol- 2- il)- 2, 5-
difeniltetrazolio] el cual es una sal de color amarillo, que se reduce a formazan mediante
la actividad metabolica de las reductasas en la mitocondria de las células, observandose

un color parpura al momento de aplicar el revelador de MTT.

Después de 2 h se retir6 el MTT para revelar con una solucién de HCL 4mM, 0.40%
NP40 e isopropanol con el fin de disolver los cristales de formazan generado por las
células metabdlicamente activas, durante 15 min con agitacién constante a temperatura
ambiente (TA). Posteriormente se leyo la microplaca a lectura a 590 nm, la absorbancia
es proporcional a la cantidad de células que estdn metabdlicamente activas, y es una
medida indirecta de viabilidad celular. El porcentaje de viabilidad celular relativa fue

basada, con modificaciones segun el método utilizado segun (Jiménez- Orozco et al. 2020)
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donde el porcentaje de Viabilidad Celular relativa (VC%), es igual a la absorbancia de las
células tratadas (ABS células tratadas) sobre la absorbancia de las células no tratadas

(ABS células no tratadas) multiplicado por 100, Figura 2.

ABS células tratadas

1
ABS células no tratadas x100

VC% =

Ensayo con MTT

‘Micrografia. Efecto de
12,24,48,y 72 h. extractos en ::])UL MTT (3 mg/

morfologia celular.
=)
i
=)

i ;
‘—"'» o ﬁ_d‘ ‘—"'b
."f;/ é»‘\«)\

. -Medio cultivo
+NPs sin NP's
cargadas

Leer microplaca a Revelador de MTT 3.5ha37°C
590nm (HCL 4 mM, 0.040%

NP40 en isopropanol)

Agitar 15 mins

Figura 2.- Diagrama de ensayo con MTT
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6.6.2. Ensayo de contraste de nucleos con DAPI

Los cultivos celulares fueron realizados en las placas de 96 pozos en las mismas
condiciones y tratamientos del ensayo de MTT. Después de pasadas 24 h aplicado el
tratamiento, se retiré el medio de cultivo, después se hicieron 2 lavados de 200 ul de PBS
1x, posterior a esto, las células se fijaron con metanol/acetona relacion 1:1 por 20 mina 4
°C; nuevamente se realizaron 2 lavados con PBS 1x, subsecuentemente se agregaron 70
ul de DAPI (100 mg/mL) durante 15 min a temperatura ambiente en total oscuridad,
finalmente se retir6 el exceso de DAPI y se observo en el microscopio. Las fotografias
fueron analizadas en el Software Image J v 1.51; en este ensayo la funcion del colorante
fluorescente DAPI (4,6- diamidino- 2- fenilindol) se una a los &cidos nucleicos de las

células adheridas, estimando asi un porcentaje de células viables. Figura 3.

2 lavados de 200 pL con PBS 1x,
posteriormente, las células se fijaran con
metanol/acetona 1:1 por 20 minutos a 4°C. |

T
-

— e

‘%’

Retirar exceso DAPI,
observar al microscopio

Lavar con PBS 1x 2 veces,
100 pL de DAPI (100mg/mL)
por 15 minutos a TAen
oscuridad.

Figura 3.- Diagrama de ensayo de contraste de nlcleos con DAPI.

6.7. Actividad hemolitica

Se obtuvieron 30 mL de sangre de un voluntario sano en tubos con anticoagulante (K2
EDTA) (BD Vacutainer®; Becton Dickinson & Company, Franklin Lakes, NJ, USA). Los
gloébulos rojos recuperados a partir de la sangre se lavaron tres veces con Buffer de
Fosfatos Salino (PBS pH 7.0) y se prepar6 una suspension de eritrocitos al 5% en PBS
estéril. Para la evaluacién de la actividad hemolitica en tubos de 2 mL se agregaron las

concentraciones de los extractos a evaluar (100 - 1,000 pg/mL) y se adicioné la suspension
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al 5% de eritrocitos humanos (Elizondo-Luévano et al. 2021). Como control positivo de
hemolisis se utilizd agua destilada y como control negativo PBS. Las muestras se
incubaron por 30 min a 37 °C y posteriormente se centrifugaron a 4 °C durante 5 min a
13,000 rpm. Despues de esto, se tomaron 200 pL del sobrenadante de cada tubo y se
pasaron a una microplaca de 96 pozos de fondo plano para medir la densidad 6ptica (DO)
de la hemoglobina liberada a 550 nm en un lector de microplacas. El porcentaje de

hemolisis para cada muestra se calculd mediante la siguiente formula:

DOs5o Tratamiento — DOssy Control negativo

% Hemolisis = ,
0 D055, Control Positivo — DOgs, Control negativo

6.8. Consentimiento ético

El estudio con eritrocitos humanos se realizo bajo la aprobacion del comité de ética de
la UANL, FCB (Numero de Registro CI-08-2020) y bajo el consentimiento de donantes
sanos (Se adjunta como material complementario la Carta de Consentimiento Informado
para donantes de material de muestra bioldgica humana y la Aprobacion de la Junta de
Revision Institucional), siguiendo lo establecido en la Norma Técnica Oficial Mexicana
NOM-253-SSA1-2012. No se realizaron estudios con animales.
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7. DISENO EXPERIMENTAL
Los resultados fueron procesados mediante un analisis de varianza (ANOVA) con
comparacion de medias de Dunnett y Tukey con intérvalo de confianza del 0.05 (95 %)
en el paquete estadistico Graph Pad Prism 9. Los valores de ICso fueron obtenidos
mediante AAT Bioquest, Inc. (2024, 15 de febrero). Calculadora Quest Graph ™ 1Csqg
. Bioquest de AAT. https://www.aatbio.com/tools/ic50-calculator

26


https://www.aatbio.com/tools/ic50-calculator

8. RESULTADOS

8.1. Rendimientos y perfil fitoquimico preliminar del extracto de Sechium edule y
Vernonia greggii.

El rendimiento obtenido del extracto metandlico de S.edule por medio del método de
maceracion fue de 35.18 % p/p. Posteriormente se obtuvo el rendimiento de la fraccion de
acetato de etilo del extracto metandlico de S.edule, el cual fue de 0.16 % p/p, el porcentaje
de esa fraccion presente en el extracto crudo fue de 0.45 % p/p. Los cuales mostraron un
color verde oscuro y marron oscuro respectivamente. Mientras que para V.greggii los
rendimientos obtenidos mediante maceracion del extracto metandlico crudo, y sus
fracciones hexanica y acuosa fueron 17.98 % p/p, 0.06 % p/p y 2.99% p/p; asi mismo, el
porcentaje de esas fracciones presentes en el extracto metandlico crudo son 0.34 % p/p de
fraccion hexanica en extracto crudo, y 16.6 % p/p de fraccion acuosa presente en extracto
crudo, Tabla 4.

Tabla 4. Rendimiento de extracto y fracciones.

) Me-S.e Me-

Vegetal Peso Peso final F- F- F-Ac. %

- %p/p V.g %p/p

inicial (g) (9) Me %p/p  He % p/p p/p
V. greggii -

93.15 16.75 17.98 5.92 0.06 2.99
S. edule
var. nigrum 67.23 23.79 35.18

spinosum

Extracto metanodlico de Sechium edule (Me-S.e), Extracto metandlico de Vernonia
greggii (Me-V.g), Fraccion metandlica de Vernonia greggii (F-Me), Fraccion de hexano

(F-He) y Fraccion acuosa (F-Ac).
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8.2. Perfil fitoquimico preliminar y su caracterizacion mediante HPLC-MS

Como se muestra en la Tabla 5, los componentes presentes en el extracto metandliico
de S.edule fueron esteroles y triterpenos, cumarinas, sesquiterpelactonas, quinonas, y
carbohidratos.

Por otro lado, las pruebas colorimétricas que se realizaron sobre el extracto metanolico
crudo de V. greggii, muestran que hay una amplia gama de activos bioldgicos, entre los
que destacan principalmente los flavonoides, esteroles y triterpenos, sesquiterpelactonas,

taninos, carbohidratos y cumarinas.

Tabla 5. Pruebas fitoquimicas preliminares de S.edule y V.greggii

Me-

Prueba Grupo Quimico Se Me-V.g F-Me F-He F-Ac
LIEBERMANN-
BURCHARD ESTEROLES, TRITERPENOS ++ ++ ++ +
NaOH CUMARINAS ++ + ++ ++ +++
BALJET SESQUITERPENLACTONAS ++ ++ +++ - ++
ACIDO SULFURICO QUINONAS +++ - - - o+
SAPONINAS SAPONINAS
SHINODA FLAVONOIDES - +++ - - +++
CLORURO
FERRICO TANINOS - ++ +++ - +++
ANTRONA CARBOHIDRATOS +++ ++ +++ + +++
DRAGENDORFF ALCALOIDES

Respuesta negativa (-); Respuesta ligeramente positiva (+); Respuesta positiva (++);
Respuesta altamente positiva (+++). Me-S.e; Me-V.g; F-Me; F-He; F-Ac de Vernonia
greggii.

Los extractos fueron sometidos a analisis por cromatografia de liquidos utilizando un
detector UV-Vis de las sefiales cromatograficas, y, a cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de masas que ademas de proporcionar la relacion masa carga (m/z) de los
iones presentes, permitio realizar experimentos de fragmentacion. A modo de ejemplo en
la figura 4 se presenta el cromatograma obtenido por UHPLC-UV-MS para F-Me y en la
figura 5 se muestran el espectro de masas correspondiente a las sefiales cromatogréaficas

obtenidas cromatograficas observadas.
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Figura 5. Espectros de masas obtenidos para las sefiales cromatogréficas de F-Me que se observan en

la figura 4b.
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8.3. Curva de calibracion de S.edule y V.greggii

Para determinar la concentracién de una sustancia, la cual se relaciona con la longitud
de onda méxima (Amax), donde obtenemos una sefial (ABS). La Amax del extracto
metanolico crudo (Me-S.e) fue de 212 nm donde se obtuvo una sefial de 0.767 ABS, a 300
pg/mL. A partir de estos datos, se realizd una curva de calibracion a 150, 180, 210, 240y
270 pg/mL, obteniendo una recta lineal, y una R?= 0.9988.

Y=mx+b
Y=0.0023x+0.0039

Dicha ecuacion fue utilizada para obtener los porcentajes de encapsulacion (ee%) y
carga (dl %) . Al realizar las NP-ME-S.e 12/60, por método de nanoprecipitacion resultd
tener un 78 % de eficacia de encapsulacion, y un 13.49 % de carga de Me-S.e; estos datos
pudieron procesarse mediante la obtencion de la sefial de y= 0.336 (eliminando la
interferencia de la sefial del polimero), al colocar este dato en la ecuacion se pudo encontrar

la concentracion en la que ME-S.e se encontraba libre. Tabla 6.
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Tabla 6. Caracterizacion fisica de las nanoparticulas

Indice de Potencial { Porcentaje
- . Eficacia de
Formula Tamario (nm)  polidispersidad (mV) B de carga
encapsulacion (ee%o)
(PDI) (dl %)
NP-Me-S.e 0.117+0.040 -174+£1.13 13.49
157.6 + 2.050 78
12/60
PLGA NPs 145.9 + 0.9504 0.080+ 0.020 -19.1+£1.37

Caracterizacion de las nanoparticulas cargadas de extracto metandlicoo (NP-Me-S.e
12/60), y nanoparticulas sin carga (NPs BLANCO). En cuanto tamafio en nm, indice de
polidispersidad (PDI), densidad de carga superficial, Potencial { (mV), ademas de la
eficiencia de encapsulacion (ee%) y su porcentaje de carga (dl %) del activo; la desviacion

estandar esta marcada como =.

La Amax del extracto metandlico de V.greggii fue a 329 nm donde se obtuvo una sefial
de 0.654 ABS de solucion a 300 pug/mL, con estos datos, se decidid hacer una curva de
calibracion de 30 a 150 pg/mL. Posteriormente se realiz un barrido a una solucién de 200
pug/mL F-Me donde Amax fue 363 nm con una sefial de 0.744 ABS y posterior curva de

calibracion obteniendo un R? 0.9983, obteniendo la siguiente ecuacion:
Y=mx+b

Y=0.0024x+0.0259

8.4. Efecto citotoxico de S.edule var.nigrum spinosum y V.greggii

Para evaluar el efecto citotoxico de S.edule, se decidid trabajar en un rango de
concentracion de 500 a 700 pug/mL Me-S.e libre y nanoencapsulado. Se encontrd que el
extracto metanolico crudo no demostré citotoxicidad sobre Hela a las 24 h aplicado el
tratamiento. Por lo cual se decidi6 elevar la concentracion evaluada de 4000 a 8000 pg/mL
donde a partir de 4000 pg/mL reduce significativamente la viabilidad celular (VC) y es a
5000 pg/mL que reduce VC a 50.54 % en HelLa. Posteriormente, se probo el lote de

nanoparticulas poliméricas con Me-S.e 12/60, ademas del control negativo de
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nanoparticulas blanco PLGA NPs, se observo que a partir de 650 pg/mL se redujo la VC
a 3140 % y 37.47 % respectivamente habiendo significancia entre los efectos ya

mencionados respecto al Me-S.e libre a la misma concentracion, Figura 6.
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Figura 6. Ensayo de MTT sobre HelLa. Se observa el efecto citotéxico de Me- S.e, PLGA- NPs y NP-Me-
S.e 12/60 (500, 550, 600, 650 y 700 pg/mL) y el control negativo (0 ug/mL), a las 24 h. Se realiz6 ANOVA

con una comparacién de medias de Tukey, *p< 0.05.

Se realizo el ensayo de MTT para determinar a qué concentracion las fracciones de
V.greggii disminuyen la viabilidad celular relativa (VC); esperandose que las células
activas reduzcan la sal de tetrazolio a formazan. Los resultados se obtuvieron a las 24 h,
la figura 7, representa el efecto citotoxico de Me-V.g de 100 a 500 pg/mL sobre las células
tumorales (HeLa) donde a partir de 200 pg/mL disminuye VC a 61.27%, hasta el momento
no se ha encontrado antecedentes sobre la actividad anticancerigena de V.greggii. Se
prioriz6 a las células HeLa para la evaluacion del efecto de Me-V.g, por lo que no hay
datos disponibles sobre HaCat. Posteriormente, se examind el efecto de las fracciones, F-
Me, demostro6 citotoxicidad a partir de 6 pg/mL, 49.17 y 45.75 % VC para HeLa y HaCat,
figura 8; a partir de 100 pg/mL, 57 y 59 % VC en HaCat y HeLa con F-He. Y a 300
pg/mL con 54 y 29 % VC de HaCat y Hela la F-Ac, figura 9.
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Figura 7. Ensayo de MTT sobre HelLa. Se observa el efecto citotoxico de Me-V.g libre (100, 200, 300,
400 y 500 pg/mL) y el control negativo (0 pg/mL), a las 24 h. Se realiz6 ANOVA con una comparacion de

medias de Dunnet, *p< 0.05.
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Figura 8. Ensayo de MTT sobre células HaCat y HeLa. Se observa el efecto citotoxico de F-Me libre (2, 4,
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6, 8 10 pg/mL) y el control negativo (0 pg/mL), a las 24 h. Se realiz6 ANOVA con una comparacion de
medias de Tukey, *p< 0.05.
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Figura 9. Ensayo de MTT sobre células HaCat y HeLa. Se observa el efecto citotdxico de F-Ac y F-He
libres (10, 50, 100, 300, 500 pg/mL) y el control negativo (0 pg/mL), a las 24 h. Se realiz6 ANOVA con

una comparacion de medias de Tukey, *p< 0.05.

En base a los resultados anteriores, se decidié nanoencapsular la fraccion metanolica
que tuvo un mayor efecto a baja concentracion. Las caracteristicas fisicas de las
nanoparticulas de PLGA 75:25 son descritas en la Tabla 7; donde el tamafio NPs-FMe
12/60 fue de 146.9 + 1.159, son homogéneas, PDI 0.103 & 0.010, potencial { - 23.3 = 8.4
mV, mientras que el procedimiento de nanoprecipitacion fue efectivo para encapsular un
64.21 (ee %) y tener una carga de NPs-FMe 12/60 de 11.38 (dl %).

Tabla 7. Caracterizacion fisica de las nanoparticulas de F-Me

Indice de Potencial Eficacia de Porcentaje
Formulacién Tamafio (nm) polidispersidad (mV) encapsulacién ~ de carga
(PDI) (ee%) (dl %)
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NPs-FMe 0.103+0.010 -233+84 11.38
146.9 +1.159 64.21
12/60

PLGA NPs 141.1 £ 0.8145 0.096+0.013 -20.2+9.82

Caracterizacion de las nanoparticulas cargadas de fraccion metandlica (NPs-FMe
12/60), y nanoparticulas sin carga (PLGA NPs). En cuanto tamafio en nanémetros (nm),
indice de polidispersidad (PDI), densidad de carga superficial, Potencial { (mV), ademas
de la eficiencia de encapsulacion (ee%) y su porcentaje de carga (dl %) del activo; la

desviacién estandar esta marcada como *.

Mediante microscopia Optica, antes de colocar la solucion de MTT en las células
HaCat y HeLa, se encontraron indicios de cambios morfologicos a partir de 300 y 500
ug/mL a las 24 h, por parte de NPs-FMe; la morfologia de las células HeL a tiene aspecto
maés redondo, se deduce que esto afecta la adhesion y por ende disminuye la confluencia

celular, Figura 10.

El tratamiento NPs-FMe 12/60, tiene un comportamiento dependiente de la dosis,
acentuando citotoxicidad en las dosis 300 y 500 pg/mL, disminuyeron la viabilidad celular
en las células HelLa a un 51.20, y 20.48 % en sus respectivas dosis; por otro lado, el efecto
fue similar con las células HaCat, con una viabilidad relativa del 47.01 y 22.58 % a 300 y
500 pg/mL respectivamente, ademas de que su efecto difiere significativamente al de las

PLGA NPs (nanoparticulas sin carga), esto se puede apreciar en la Figura 11.

35



HaCat HeLa HaCat HeLa

100
ug/mL

10 pg/mL
300
ug/mL

50 pg/mL
500
ug/mL

Figura 10. Micrografias aumento 4x, de las células HaCat y Hela, expuestas durante 24 h con NPs-
FMe 12/60 (10, 50, 100, 300 y 500 pg/mL )y el control negativo (0 pg/mL). La morfologia de ambos linajes

se percibid alterada en funcién a las dosis mas altas (300 y 500 pg/mL)
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Figura 11. Ensayo de MTT sobre células HaCat y HelLa. Se observa el efecto citotoxico de los
tratamientos: PLGA NPs (NPs sin carga) y NPs-FMe 12/60 (NPs con carga F-Me), ambos a 10, 50, 100,
300, 500 pg/mL y el control negativo (0 pg/mL), a las 24 h. Se realiz6 ANOVA con una comparacion de
medias de Tukey, *p< 0.05.

En base a los resultados ya expuestos, y debido a que se encontrd diferencia
significativa en el efecto citotoxico de los tratamientos, se decidio evalud la viabilidad
celular, que fue indirectamente proporcional al area de adhesion, se observo que F-Me a
partir de 6 pg/mL redujo significativamente el porcentaje de area, mientras que para el
tratamiento NPs-FMe 12/60, esta reduccion se observo a partir de 300 ug/mL, esto a las
24 h, Figura 12y 13.
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Figura 12. Ensayo de DAPI sobre células HaCat y Hela. Se observa el porcentaje de area ( % Area) de
F-Me, en relacion a la concentraciones 2, 4, 6, 8 y 10 pg/mL, comparado con el control negativo (0 pg/mL),

a las 24 h. Se realiz6 ANOVA con una comparacion de medias de Tukey, *p< 0.05.
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Figura 13. Ensayo de DAPI sobre células HaCat y Hel a. Se observa el porcentaje de area (% Area)
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de NPs-FMe 12/60, en relacion a la concentraciones 10, 50, 100, 300 y 500 pg/mL, comparado con el control
negativo (0 pg/mL), a las 24 h. Se realiz6 ANOVA con una comparacion de medias de Tukey, *p< 0.05.

Debido a que V.greggii tuvo mejor actividad citotoxica que S.edule sobre las células
tumorales, en la tabla 8, se describen los 1Csg de los tratamientos de V.greggii sobre HeLa,
Me-V.g (ICso= 268.08 ug/mL) este tratamiento fue probado solo sobre las células
tumorales; por otro lado, F-Me (I1Cso= 4.33 pg/mL), F-Ac (ICso= 237.02 pg/mL), F-He
(1Cs0=103.04 ug/mL), NPS-FMe 12/60 (I1Cs0=289.94 png/mL). Mientras que a las células
sanas, HaCat reportaron F-Me (ICso= 51.55 pg/mL), F-Ac (ICso= 352.46 pug/mL), F-He
(ICs0= 158.89 png/mL), NPs-FMe 12/60 (ICso=274.05 pg/mL); ademas, se obtuvieron los
ICs0 del control positivo (Doxorubicina) contra HaCat y HeLa siendo 0.13 y 2.02 ug/mL,
respectivamente. En cuanto al Sl, los valores reportados que son menores a tres, los
tratamientos con V.greggii no tienen una alta selectividad hacia las células HelLa, segun
Bézivin et al. 2003.
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Tabla 8. Citotoxicidad de V.greggii contra HelLa y HaCat

1Cs (ng/mL)

Tratamiento HelLa HaCat Sl
F-Me 4.33+28.12 478 £24.23 1.10
F-Ac 237.02 +£43.78 352.46 + 29.05 148
F-He 103.04 + 45.12 158.89 + 26.68 1.54

NPs-FMe 12/60 289.94 + 39.39 274.05 + 35.65 0.94

Doxorubicina 2.02 + 36.67 0.13+12.82 0.06

Los datos son medias y = SD (*p< 0.05) de I1Cso en pg/mL de los tratamientos de
Vernonia greggii, comparados con Doxorubicina, analizados mediante ANOVA con la

comparacion de Tukey; los datos no disponibles estan representados como (-)
8.5. Actividad hemolitica

Como parte de la determinacion de la toxicidad de V.greggii, en este caso, frente a los
eritrocitos humanos, se realizo el ensayo de hemolisis. Encontrando que F-Me libre no
present0 actividad hemolitica, por otro lado, la formulacion NPs-FMe 12/60 demostro
actividad hemolitica aunque esto fue a dosis altas, como lo son 800 y 1000 pg/mL, asi
mismo se describen los resultados en la Tabla 9. Segun los criterios reportados por
(Mesdaghinia et al. 2019), si el porcentaje de hemolisis es < 2 % se considera no
hemolitico, ligeramente hemolitico si el valor esta entre 2 a 5 %, y hemolitico si el valor

es > 5 %.
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Tabla 9. Actividad hemolitica de F-Me y NPs-FMe 12/60

Concentracion Actividad hemolitica F-Me (%6) Actividad hemolitica NPs-FMe 12/60
(ng/mL) (%)
1000 0.13+1.22 96.67 £0.22
800 0 £045 14.18 £ 0.46
600 0.49 £ 0.89 0+0.42
400 0+0.10 0+0.33
200 0.17+0.48 0+0.21
100 0+0.22 0+0.06

Los datos son las medias y £ SD del porcentaje de actividad hemolitica (%), la

concentracion representada en pg/mL de los tratamientos de Vernonia greggii (F-Me libre

y NPs-FMe 12/60).
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9. DISCUSION

Anteriormente, se ha reportado que el chayote tiene propiedades antioxidantes,
antiinflamatorias, hipoglucémica entre otras (Arista et al. 2022) sin embargo no se ha
indagado a profundidad su actividad citotoxica. Con los resultados obtenidos se puede
apreciar que en Me-S.e tiene la presencia de Triterpenos. Esto es relevante ya que los
triterpenos, presentes en los vegetales de la familia Cucurbitaceae, denominados
Cucurbitacinas, son los compuestos a los que se le atribuya la actividad antitumoral, y se
ha demostrado que estan presentes en S.edule var.nigrum spinosum (Aguifiiga- Sanchez et
al. 2017).

En 2017, se evaluo el efecto antiproliferativo del extracto metandlico de S.edule
var.nigrum spinosum contra el linaje P388 y MNCBM, a partir de 1,180 pg/mL se encontro
una reduccion significativa de las células leucémicas P388 viabilidad celular 39.2 + 11.3
% y 88.5 £ 14.0 % de las células sanas MNCBM. Los componentes encontrados fueron
cucurbitacinas B y D 1.008 y 0.127 mg/g los cuales son conocidos terpenos a los cuales se
le atribuye actividad antitumoral, ademas de flavonoides como floridzina, naringenina,
floretina y apigenina (Aguifiiga et al. 2017). Mientras en el presente estudio el Me-S.e
mostrd efecto citotoxico importante sélo a partir 4000 pg/mL sobre células de cancer de
cuello uterino humano (HelLa), reduciendo su viabilidad celular a un 50.54 %, esto a pesar
de ser la misma especie de chayote y contar con la presencia de componentes antitumorales
como los triterpenos. Nuestros resultados también difieren del estudio de (Rivera-
Martinez et al. 2023) donde evaluaron la citotoxicidad de otra especie de chayote, S.
chinantlense, sin embargo el efecto se evalud sobre las células HelLa, donde a partir de 2.5
pg/mL la proliferacion fue inhibida en un 75 %. Exhibiendo toxicidad en dosis mas bajas

a comparacion de lo reportado en nuestro estudio.

En el afio 2021, un equipo de investigadores evalud la citotoxicidad del extracto
metanolico de Sechium edule Perla negra, microencapsulado en quitosano sobre las
células HeLa, se encontrd que las microesferas de 20 um con 98 % de carga inhibieron las
celulas tumorales con un ICsg 8 pg/mL, aunque las microesferas sin carga también
inhibieron la proliferacién celular (Salazar et al. 2022). En nuestro estudio la linea celular

tumoral también fue HeL a, pero el efecto citotdxico de las NPs de PLGA de Me- S.e 12/60
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fue a dosis mas altas, 650 pg/mL. Sin embargo, similar que Salazar, nuestras NPs blanco
también, esto nos permite conocer la toxicidad del polimero PLGA, ya que se caracteriza
ser biocompatible (Lim et al. 2022), en base a esto, se atribuye el efecto citotoxico a la alta
concentracion concentracién del PLGA y no a Me-S.e.

Por otro lado, el perfil fitoquimico del extracto metandlico crudo de Vernonia greggii
el componente altamente positivo fueron flavonoides, ademéas de sesquiterpen lactonas,
esteroles triterpenos, taninos, carbohidratos y cumarinas; varias de estas moléculas
secundarias son de importante actividad bioldgica, generalmente se les confiere actividad
antitumoral, antiinflamatoria, antimicrobiana, antiproliferativa, antimicrobiana entre otras
(Mishra et al. 2023).

En un estudio realizado en 2012, se estudio el efecto citotoxico de diversos ejemplares
destacando Vernonia cinerea, que mediiante el ensayo de viabilidad MTT demostré tener
una potente citotoxicidad, por lo cual se decidio aislar una lactona sesquiterpénica 8a-
tigloiloxi-hirsutinolida-13-O-acetato (compuesto 1) de V.cinerea. Su extracto acuoso
contenia 2.3 % del compuestol, ademas demostro 1Cso >50 pg/mL contra HT29 y HepG2,
y el efecto del compuesto 1 fue 3.5+ 0.2y 4.3 +0.2 uM HT29 Y HepG2 respectivamente.
La actividad téxica del extracto metandlico de V.cinerea (que contiene 7.2 % del
compuesto 1) sobre la VC de de HT29 y HepG2 fue 5.2 0.9 y 5.7 0.9 % a 50 pg/mL (Khay
et al. 2021). Mientras que nuestros resultados arrojaron un ICso de 237.02 + 43.78 pg/mL
respecto a la fraccion acuosa, mientras que F-Me sobre VC de HelLa fue a 4. 33 + 28.12

pg/mL.

Sobre Vernonia amygdalina se han encontrado cuatro lactonas sesquiterpenlactonicas
como vernodalina, vernolida, hidroxivernollida y vernodalol y sus compuestos homologos
como vernolepina y vernonemina (Jisaka et al. 1993). Segun lo obtenido en el tamizaje
fitoquimico, la fraccion metanolica de V. greggii present6 una respuesta altamente positiva
de las sesquiterpenlactonas, metabolito al que le es atribuido la actividad antitumoral. Aun
asi, se necesitan otros estudios para identificar y resolver la estructura quimica del

compuesto con actividad antitumoral de V. greggii.
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Pakpisutkul en 2022, probd los extractos etandlico y acuoso de las partes aéreas de
Vernonia cinerea (VC), y su efecto sobre linajes celulares de cancer colorrectal (SW620
y HT29), evaluando su efecto citotoxico mediante ensayo de MTT, durante 1, 4 y 7 dias,
en concentraciones de 100-700 y 10- 150 ug/mL. Encontraron que el extracto etandlico
ejercid una mayor actividad citotdxica a comparacion del extracto acuoso, reportando
valores de 1Cso por debajo de los 100 pg/mL desde el primer dia, mientras que los valores
reportados por el extracto acuoso oscilaron de 300 a 800 pug/mL (Pakpisutkul et al. 2022).
Estos datos coinciden con nuestro estudio, aunque la especie es distinta, Vernonia greggii,
el efecto citotoxico de su fraccion metandlica, coincide con lo ya mencionado al presentar
citotoxicidad por debajo de 100 pug/mL, sin embargo, nuestra fraccion acuosa report6 un
ICso de 263. 34 pug/mL, sobre las células HeLa.

En otro estudio, se evaluo el extracto etanolico de las hojas de Vernonia amygdalina
(VA) sobre los linajes celulares MCF-7 y MDA-MB-231 (cancer de seno humano)
determinando las ICsp en las que se inhibid la proliferacion celular; se reportaron valores
de ICso para MCF-7 de 100, 66 y 56 ug/mL a las 24, 48 y 72 h, por otro lado los valores
reportados para el linaje MDA-MB-231 fueron 83, 53 y 46 pug/mL en el mismo rango de
tiempo (Wong et al. 2013). Podemos comparar con nuestra concentracion de inhibicién,
siendo similares a lo expuesto anteriormente; el 1Csqo de nuestra fraccion metanolica libre
de V.greggii, fue de 64.5435 pg/mL a partir de las 24 h sobre las células HelLa, en tanto

que en VA obtuvieron ese efecto a las 48 h.

Anteriormente, se ha evaluado también el efecto citotoxico de los extractos acuoso y
etanolico de Vernonia mespilifolia, utilizando la planta completa, sobre las células HeLa.
Se empled la técnica de tincion dual (Hoechst 33342/Pl), observando una considerable
muerte celular ejercida por el extracto etanolico, 1Cso 149.12 ug/mL, a diferencia del
extracto acuoso en el que no se aprecio un efecto citotdxico significativo ya que su 1Cso >
200 pg/mL (Unuofin et al. 2019); se puede apreciar que ambas plantas de la familia de las
Asteraceas, ejercen citotoxicidad, en el caso de V.greggii, el extracto acuoso de sus partes
aereas tiene un efecto citotoxico contra las células de cancer de cuello uterino a 262.3453

ug/mL, siendo similar a la concentracion inhibitoria media de V. mepsilifolia.
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Este efecto anticancerigeno también ha sido relacionado con ciertos metabolitos
secundarios; tal es el caso de los sesquiterpenoides a los que se le atribuye actividad
antitumoral y antineoplasica; en el estudio de Mohammad (Shoaib et al. 2017) aislaron
lactonas sesquiterpénicas procedentes de Artemisia macrocephala las cuales se probaron
en las células HeLa, donde se observo una inhibicién del crecimiento celular del 63.39 y
81.25 % a 500 y 1000 pg/mL; a pesar de que en el presente estudio no se aislé ningun
compuesto en especifico, hubo una respuesta positiva en la presencia de
sesquiterpenlactonas en el extracto metandlico, ademas de esto, el efecto citotoxico del
extracto ya fraccionado en metanol, agua destilada y hexano, en forma libre, tuvo indicios
de disminucion de viabilidad celular por parte de la fraccion acuosa, la cual fue 262.34

ug/mL, que es similar a las sesquiterpelactonas aisladas.

Para complementar los estudios de citoxicidad in vitro, se evaluo el dafio provocado
por F-Me y NPs-FMe 12/60 frente a los eritrocitos humanos, encontrando que la fraccion
libre no fue hemolitica en un rango entre 100 a 1000 ug/mL, en cuento a las nanoparticulas
con carga de fraccion metanolica, sélo se encontrd actividad hemolitica a 800 y 1000
ug/mL, aun asi, dicho efecto a estas dosis no genera un impacto negativo, teniendo en
cuenta que la 1Csode NPs-FMe 12/60 es de 289.94 ug/mL. En un estudio previo se estudio
el efecto hemolitico de la infusion de hojas de Vernonia amygdalina, encontraron que esta
infusion produjo hemolisis sobre los eritrocitos humanos genotipo SS, genotipo AS y
genotipo AA, yendo del grupo de eritrocitos mas susceptible, moderadamente susceptible

y no susceptible, respectivamente (Oboh 2006).

En un estudio de 2018, se determind el potencial anticancerigeno de una
sesquiterpenlactona, Caleina C, aislada de Calea Pinnatifida (Asteraceae), esto sobre la
linea celular MCF-7, por analisis de inmunofluorescencia, las células tratadas con Caleina
C presentaron husos mit6ticos monopolares o husos bipolares asimétricos y células
multinucleadas, su posible mecanismo de accion es inhibir la proliferacion celular, esto
debido a la reduccién de genes encargados de codificar proteinas (PLK1 y CDKN1A) que
contribuyen a la progresion de la mitosis ( Caldas et al. 2018). Lo que refuerza el potencial
que tienen las plantas pertenecientes a la familia Asteraceae como posibles

quimioterapéuticos, conociendo de esta manera su posible mecanismo de accién.
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10. CONCLUSIONES

Respecto a S.edule no se obtuvo el efecto toxico esperado. V.greggii, estando libre o
nanoparticulado demostro actividad antineoplasica, la fraccion metandlica libre result6 ser
la méas toxica comparada con sus fracciones y extracto crudo. Por otro lado, al estar
nanoencapsulado, la fraccion metanodlica también fue citotdxica, siendo una ventaja ya
que la formulacion de nanoparticulas permite biodisponibilidad, liberacion gradual de la
fraccion y su lenta degradacion en medios acuosos son caracteristicas de Resomer®RG
756 S.
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11. PERSPECTIVAS
Como perspectivas a futuro, se plantea determinar la selectividad de la fraccion
metandlica y fraccion purificada libres y nanoencapsuladas frente a diferentes linajes
celulares tumorales; una vez obtenida su selectividad, se identificara el activo, y

posteriormente se evaluara su actividad biolégica en un modelo in vivo.
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