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RESUMEN ESPANOL

En esta investigacion se evaluo el potencial antitumoral de cuatro compuestos vegetales
de interés: Ficocianina purificada a partir de Arthrospira maxima (FC), Berberina de
Argemone mexicana (BBR), extracto de Ruta chalepensis (Ruda) y extracto de Larrea
tridentata (Gobernadora), con énfasis en su encapsulacién mediante nanoparticulas
poliméricas. Los analisis se realizaron tanto en lineas celulares cancerigenas como en
lineas celulares sanas para evaluar la selectividad de los tratamientos. El estudio se enfoca
en tres tipos de cancer que se encuentran entre los 10 méas importantes a nivel mundial:
cancer colorrectal, cancer de higado y cancer de cuello uterino. Los andlisis fitoquimicos
revelaron perfiles especificos de metabolitos secundarios para cada extracto. Las pruebas
de toxicidad hemolitica demostraron que la ficocianina presentdé el mejor perfil de
seguridad, con valores consistentemente inferiores al 2.58%, mientras que Ruda mostrd
la mayor actividad hemolitica (100% a 1000 ppm). La evaluacion citotoxica contra células
CaCo-2 identifico a la Ficocianina como el agente mas potente con un ICso de 10.56£3.28
pg/mL, significativamente menor que Ruda (124.73+29.69 png/mL), Berberina
(140.85£15.02 pg/mL) y Gobernadora (1460+45.13 ng/mL). La Ficocianina exhibié una
notable selectividad hacia lineas celulares cancerosas colorrectales (CaCo-2, CT-26) y
hepéticas (HepG2), manteniendo baja citotoxicidad en células normales. Esta selectividad
se evidencid con indices excepcionales utilizando macréfagos J774 como referencia:
95.84+23.36 para CaCo-2 y 94.15+6.11 para CT-26, superando ampliamente el umbral de
relevancia clinica (1S>3).

La Ficocianina fue encapsulada exitosamente en nanoparticulas de PLGA 50:50, con un
tamafo de 180 nm, un indice de polidispersidad de 0.083 y eficiencia de encapsulacion
del 82.7%. Aunque no se observaron diferencias significativas entre la actividad citotoxica
de la Ficocianina libre y nanoencapsulada contra CaCo-2 in vitro (ICso de 11.95+£3.43 y
20.84+5.01 pg/mL, respectivamente), la nanoencapsulacion ofrece ventajas potenciales
para aplicaciones in vivo, como proteccion contra degradacion, liberacién controlada y
direccionamiento especifico a tejidos tumorales.

Los resultados posicionan a la Ficocianina de A. maxima, particularmente en su forma
nanoencapsulada, como una prometedora alternativa terapéutica para el céancer
colorrectal, combinando alta eficacia con un perfil de seguridad favorable. Este enfoque
representa una innovacion significativa en el tratamiento del cancer mediante recursos
naturales y tecnologias avanzadas de administracion farmacoldgica.

Palabras clave: Cancer, Nanoparticulas, Extractos.



RESUMEN INGLES

This research evaluated the antitumor potential of four plant compounds of interest:
Phycocyanin purified from Arthrospira maxima (FC), Berberine from Argemone
mexicana (BBR), extract of Ruta chalepensis (Ruda) and extract of Larrea tridentata
(Gobernadora), with emphasis on their encapsulation by polymeric nanoparticles. The
analyses were performed on both cancer cell lines and healthy cell lines to evaluate the
selectivity of the treatments. The study focuses on three types of cancer that are among
the 10 most important worldwide: colorectal cancer, liver cancer and cervical cancer.
Phytochemical analyses revealed specific secondary metabolite profiles for each extract.
Hemolytic toxicity tests showed that phycocyanin presented the best safety profile, with
values consistently below 2.58%, while Ruda showed the highest hemolytic activity
(100% at 1000 ppm).

Cytotoxic evaluation against CaCo-2 cells identified Phycocyanin as the most potent agent
with an ICso of 10.56+3.28 ng/mL, significantly lower than Rue (124.73429.69 ng/mL),
Berberine (140.85+15.02 pg/mL) and Governor (1460+45.13 pg/mL). Phycocyanin
exhibited remarkable selectivity towards colorectal (CaCo-2, CT-26) and liver (HepG2)
cancer cell lines, while maintaining low cytotoxicity in normal cells. This selectivity was
evidenced by exceptional indices using J774 macrophages as reference: 95.84+23.36 for
CaCo-2 and 94.15+6.11 for CT-26, far exceeding the threshold of clinical relevance
(1S>3). Phycocyanin was successfully encapsulated in 50:50 PLGA nanoparticles, with a
size of 180 nm, a polydispersity index of 0.083 and encapsulation efficiency of 82.7%.
Although no significant differences were observed between the cytotoxic activity of free
and nanoencapsulated Phycocyanin against CaCo-2 in vitro (ICso of 11.95+3.43 and
20.84+5.01 pg/mL, respectively), nanoencapsulation offers potential advantages for in
vivo applications, such as protection against degradation, controlled release and specific
targeting to tumor tissues.

The results position A. maxima phycocyanin, particularly in its nanoencapsulated form, as
a promising therapeutic alternative for colorectal cancer, combining high efficacy with a
favorable safety profile. This approach represents a significant innovation in cancer
treatment using natural resources and advanced drug delivery technologies.

Keywords: Cancer, Nanoparticles, Extracts.



| INTRODUCCION

Desde los tltimos afios el cancer es una de las enfermedades mas criticas a nivel mundial
debido a su alta incidencia y mortalidad. Este es un grupo de enfermedades donde las
células crecen sin control en casi cualquier 6rgano o tejido del cuerpo, y siempre van méas
alla de sus limites habituales para invadir partes del cuerpo contiguas y/o diseminarse a
otros Grganos. Segun los datos de la OMS, en 2022 se informaron aproximadamente 19,9
millones de incidencias en pacientes con cancer, lo que provoco aproximadamente 9,7

millones de muertes (Globocan, 2022).

Entre los canceres mas comunes se encuentran el de pulmoén, mama y colorrectal, siendo
este ultimo el tercer mas comun en todo el mundo. El cual representa aproximadamente
el 9.6% de todos los casos. Este es un tipo de cancer que afecta el colon y recto, de hecho
en 2022 se estima que se produjeron a nivel mundial mas de 1,92 millones de nuevos casos
y mas de 904 mil muertes. En México este es el cancer con mayor mortalidad, y se
diagnostican cerca de 16 mil casos nuevos de cancer de colon, y de estas mueren
aproximadamente 8 mil por afio (Figura 1).

En tales circunstancias, es urgente investigar las estrategias de prevencién y tratamiento
de este tipo de enfermedades. Generalmente el tratamiento de esta enfermedad consiste
en cirugia, radioterapia o quimioterapia, las cuales tienen efectos secundarios que
disminuyen la calidad de vida de los pacientes, por lo que se pretende poder desarrollar
nuevos tratamientos, enfocdndose en una alternativa diferente como lo es en este caso el

uso de los recursos naturales como las plantas.

Los productos naturales han sido una de las principales fuentes medicinales a lo largo de
la historia, y hasta la fecha se siguen utilizando en la formulacion de compuestos
farmacéuticos, como analgésicos, antibioticos, antifungicos, etc., y también como agentes
anticancerigenos. Aproximadamente el 60% de los principales medicamentos utilizados
en los tratamientos contra el cancer se producen a base de plantas. Mas en los en los paises
de América latina donde la medicina tradicional representa una alternativa fundamental
para el tratamiento de diferentes enfermedades. Actualmente México es uno de los paises
con mayor numero de especies de plantas (31,000), y a nivel mundial este ocupa el
segundo lugar en el numero de plantas medicinales registradas con 4500 plantas. Las

1



cuales juegan un papel esencial en la salud publica debido a la eficiencia terapéutica que
poseen, derivado sus principios activos (Mufietdn-Pérez, 2009; Soto et al. 2023).

Sin embargo las investigaciones recientes no solo se centran en la busqueda de nuevos
principios activos de las plantas para su uso medicinal, sino que otra caracteristica muy
importante es la forma en la que estos pueden suministrarse. Actualmente se utilizan las
diferentes formas farmacéuticas como lo son las capsulas, comprimidos, cremas,
infusiones, jarabes, ungientos, etc. Pero se busca mejorar las terapias farmacologicas
modificando la forma en que los principios activos se presentan al organismo, empleando
para ello sistemas de liberacion controlada de farmacos basados en estrategias de
encapsulacion. Estas estrategias permiten proteger el farmaco durante su transporte y
controlar su liberacion en el sitio de accion. De entre los sistemas de encapsulacién
destacan las nanoparticulas poliméricas (NP), las cuales representan un tipo de sistema de
liberacion controlada que posee caracteristicas como su capacidad de llegar a su blanco
terapéutico y la capacidad de liberar el principio activo de manera controlada, ademas de
reducir significativamente los efectos secundarios y la toxicidad del tratamiento. (Beach
et al., 2024; Sune et al., 2024).

Con todo lo visto anteriormente, esta investigacion lo que busca es poder realizar un
tratamiento innovador contra el cAncer colorrectal, a partir de principios activos de plantas,

en un sistema de liberacion mediante el uso de NP poliméricas.

Otros
SR .  102 208 (49.3%)

49 667 (51.6%)

Figura 1 Estadisticas de cancer en México:
a) Incidencia. b) Mortalidad. (Globocan, 2022).



Il ANTECEDENTES

2.1 Berberina

Figura 2 Obtencion de Berberina:
Estructura molecular de la berberina, Argemone mexicana (amapola mexicana),
Hydrastis canadensis (sello dorado) y Berberis vulgaris (agracejo comun).
Imagen compuesta elaborada a partir de fotografias de Wikimedia Commons.

La berberina (BBR) es un alcaloide isoquinolinico cuaternario ampliamente distribuido
en diversas familias de plantas, incluyendo Papaveraceae, Berberidaceae, Ranunculaceae
y Rutaceae (Figura 2). Este compuesto bioactivo se encuentra presente en especies como
Argemone mexicana L., Berberis vulgaris, Hydrastis canadensis y Coptis chinensis, entre
otras (Singh & Katare, 2020). La BBR ha emergido como uno de los alcaloides mas
estudiados de esta familia debido a sus mdaltiples propiedades farmacoldgicas y su
potencial terapéutico. Este metabolito ha evidenciado propiedades anticancerigena,
antiinflamatoria, antibacteriana, antiparasitaria, antifingica y antioxidante. Sin embargo,
dada la toxicidad inherente de este alcaloide, es necesario realizar investigaciones
adicionales para validar sus beneficios y establecer dosis seguras y efectivas para uso
humano (Elizondo et al., 2024). Segun la literatura, la BBR ha sido ampliamente estudiada
en diversas lineas celulares de cancer. Especificamente en cancer colorrectal, sus
principales mecanismos anticancerigenos abarcan la inhibicion de la proliferacion celular
maligna, la supresion de la metastasis tumoral, la induccion de la muerte celular
programada (apoptosis), la activacion de procesos de autofagia y la modulacion de la

microbiota intestinal (Tabla 1).



Tabla 1. Efectos y mecanismos de la BBR, en diferentes lineas de cancer colorrectal.

Inhibicion de la metastasis de células de cancer de

colon

Lineas Dosis (UM) Mecanismos y/o Efectos Referencia
celulares
CaCo-2 and 0, 10, 20, 40, | Inhiben la sintesis proteica mitocondrial, el TCA | (Tongetal.,
LOVO CRC 60, 80 yel 2020)
transporte respiratorio de electrones
SW480 and HT- | 0, 25, 50, 100, | Inhiben la proliferacion celular (Zhang et al.,
29 200, 400 and | Induce la detencion del ciclo celular en la fase 2020)
800 G0/G1
HT29 and 0, 10, 20, 40, | Inducir la apoptosis celular a través de la (Dai et al.,
HCT116 60, 80, 100 modulacidn del IncRNA Eje CASC2/AUF1/Bcl-2 2019)
DLD-1 and 6.25,12.5, 25, | Modulan la lipogénesis a través de la via (Liu et al.,
CaCo-2 50 SCAP/SREBP-1 2020)
HCT116 and 10, 20, and 40 | Inducir la apoptosis de las células cancerosas. (Zhao et al.,
HT29 Disminuye la metilacion m6A a través de la 2021)
disminucién de B-catenina y el aumento de FTO.
Inhibir la proliferacion celular mediante la
disminucion de la ciclina D1 y el aumento de p27
y p21l.
Induce la detencién del ciclo celular en la fase
G1/G0.
HT-29, 2,10and 50 | Inhiben la proliferacion celular mediante la (Nie etal.,
HCT116, and regulacion de la B-catenina 2022)
SW620
HCT-8, HCT- | 6.25, 12.5, 25, | Suprime la lipogénesis a través de la promocién de (Liu et al.,
116, and HT-29 50 la ubiquitinacion de SCAP mediada por PLZF 2022)

Numerosos estudios han evidenciado que la BBR presenta una toxicidad limitada en

humanos. En un ensayo clinico fase | Thomas et al., 2021, demostraron la seguridad de la

berberina incluso en dosis elevadas. Por su parte, Och et al., 2020, confirmaron su baja

toxicidad en células sanas. Esta evidencia acumulada sugiere el potencial de la BBR para

inhibir tanto el inicio como la progresion del cancer.




No obstante, Xiong et al., 2022, sefialan que su reducida biodisponibilidad oral y baja
solubilidad en agua podrian limitar sus efectos anticancerigenos. Adicionalmente, la
administracion de BBR por vias intramuscular e intravenosa podria desencadenar
reacciones anafilacticas. Por consiguiente, este trabajo se enfoca en desarrollar estrategias
para optimizar la biodisponibilidad tanto de la berberina como de otros extractos, con el

objetivo de potenciar sus propiedades anticancerigenas.

2.2 Larrea tridentata (Gobernadora)

N .
Figura 3 Planta Larrea tridentata.
Foto por Stan Shebs, licencia Creative Commons Attribution-Share Alike 3.0.

Larrea tridentata (DC.), comunmente conocida como Gobernadora (Gob), pertenece a la
familia Zygophyllaceae (Figura 3). Esta especie predomina en regiones aridas y
semiéridas, siendo nativa de Estados Unidos y México. Su distribucion en México abarca
los estados de Aguascalientes, Baja California Norte, Baja California Sur, Chihuahua,
Coahuila, Durango, Guanajuato, Hidalgo, Nuevo Leo6n, Querétaro, San Luis Potosi,

Sonora, Tamaulipas y Zacatecas (Hanan-Alipi et al., 2009).

En la medicina tradicional, esta planta cuenta con mas de 65 aplicaciones fitoterapéuticas,
incluyendo tratamientos para infertilidad, artritis, diabetes, calculos biliares y renales, asi

como para aliviar el dolor y la inflamacion. La investigacién cientifica ha confirmado sus



propiedades  antioxidantes,  antitumorales,  neuroprotectoras,  regeneradoras,
antimicrobianas (antibacterianas, antivirales, antifingicas), antihelminticas e insecticidas.
No obstante, algunos estudios han reportado efectos hepatotdxicos y nefrotoxicos

asociados a ciertos compuestos de la planta (Galvan et al., 2020).

Morales-Ubaldo et al. (2022) demostraron que Gob es una fuente rica en compuestos
bioactivos, entre los que se incluyen taninos, flavonoides, saponinas, fitoestrégenos y
terpenos. Asimismo, se han identificado moléculas bioactivas especificas como acido
elagico, &cido gdlico, catequinas, galato de metilo, &cido cinamico, resorcinol,
kaempferol, quercetina, acido nordihidroguaiarético (NDGA), timol y carvacrol.

No obstante, el mismo estudio de Morales-Ubaldo et al. (2022) advierte que diversas
fuentes han asociado los productos derivados de Gob con ictericia, hepatitis colestasica y
dafio hepatico, con posible progresion a cirrosis e incluso insuficiencia hepatica
fulminante. Estas complicaciones se atribuyen a varios de sus componentes fitoquimicos,
incluyendo su compuesto principal NDGA, que ha demostrado causar hepatotoxicidad y
nefrotoxicidad en humanos, e incluso letalidad en modelos murinos (LDso = 75 mg/kg).
Por tanto, se requieren investigaciones adicionales para desarrollar estrategias que
optimicen sus propiedades farmacoldgicas, estableciendo una clara relacion dosis-
respuesta para estos compuestos, asi como para elucidar su perfil toxicoldgico completo

y sus mecanismos de accion especificos.

En el estudio de Lambert et al. (2005) se evalud la actividad inhibidora del crecimiento
de seis lignanos y una flavanona aislada por primera vez de Gob y hasta ahora no
reportada en otros miembros de la familia Zygophyllaceae frente a lineas celulares de

cancer de mama, cancer de colon y melanoma. Los resultados mostraron que la flavanona

presentd menor actividad inhibitoria en comparacion con los lignanos evaluados en las
tres lineas celulares. Estos hallazgos sugieren que el extracto crudo podria presentar mayor
actividad inhibidora contra la linea celular CaCo-2, ya que la potencia relativa de los
lignanos de tipo butano lineal parece correlacionarse positivamente con el nimero de

grupos O-metilo presentes en la molécula.



De acuerdo con la literatura cientifica, uno de los principales mecanismos de accion
anticancerigenos de la Gob es la inhibicion de GLUT-1, lo que afecta la absorcion de
glucosa y la viabilidad celular en lineas celulares leucémicas, como se resume en la

siguiente tabla (Tabla 2):

Tabla 2. Mecanismos de accion de Gob y sus componentes bioactivos

Linea celular Mecanismo de accion Resultados observados Autores
Células leucémicas Inhibicion de GLUT-1 Inhibicion de la absorcion de Leon et al.,
humanas HL-60 y U937 glucosa y viabilidad celular 2016
mediante un mecanismo no
competitivo
Células de cancer de Potencial En combinacidn con etopésido, Kimura &
prostata humano LNCaP, quimiopreventivo / rapamicina o UCN-01, M4N Huang,
cancer de pancreas Sinergismo redujo el contenido de ATP 2016

humano AsPc-1y células
de linfoma de Hodgkin
humano L428

celular y suprimi6 la expresion
de NDUFS1, induciendo la
hiperpolarizacion del potencial

de membrana mitocondrial

Células de melanoma

Modulacion de la

Aumento de la actividad de la

Takekoshi et

humano (HMVII) melanogénesis tirosinasa vy la sintesis de novo de al., 2014
melanina
Células de cancer de mama Inhibicién de la fase Detencion del ciclo celular en Cuietal.,
humano T47D; Células de G1 del ciclo celular fase G1 2008; Gao
cancer de cuello uterino etal., 2011

humano SiHa




2.3 Ruta chalepensis (Ruda)

Figura 4 Planta Ruta chalepensis.
Foto por © Hans Hillewaert / CC BY-SA 4.0.

Ruta chalepensis L., comunmente conocida como Ruda, pertenece a la familia Rutaceae
(Figura 4). Esta especie se distribuye principalmente en regiones templadas y tropicales,
siendo originaria de la region mediterranea, con presencia en Eurasia, Norte de Africay
América. Destaca como una de las plantas mas relevantes en la medicina tradicional,
donde se emplea para el tratamiento de diversas patologias incluyendo asma, reumatismo,
artritis, afecciones dermatoldgicas, trastornos de fertilidad y mordeduras de serpiente. La
literatura cientifica ha documentado sus propiedades antimicrobianas, analgésicas,
antiespasmadicas,  antiinflamatorias,  diuréticas, sedantes,  broncodilatadoras,
antioxidantes y anticancerigenas (Terkmane et al., 2017; Coimbra et al., 2020; Abdoul-
Latif et al., 2022).

El perfil fitoquimico de Ruda incluye diversos compuestos bioactivos como
furanocumarinas, cumarinas, alcaloides (incluyendo alcaloides de quinolina) vy
flavonoides. Entre estos, destacan las furanocumarinas, particularmente la chalepensina
(CHL), rutamarina (RTM) y graveolina (GRV), que han demostrado propiedades
citotoxicas (apoptéticas, autofagicas y antiproliferativas), antifingicas, antimicrobianas,
antiparasitarias y antiinflamatorias. Las furanocumarinas constituyen uno de los

componentes quimicos mas significativos en Ruda, y su actividad toxica en células



eucariotas ha sido ampliamente estudiada, sugiriendo un mecanismo de accion que
involucra dafio al ADN (Fadlalla et al., 2011; BazaldGa-Rodriguez et al., 2021; Elizondo-
Luévano et al., 2023).

Investigaciones recientes han validado la actividad antineoplasica de esta especie.
Elizondo-Luévano et al. (2023) evaluaron la actividad citotdxica del extracto metandlico
crudo de Ruda, sus fracciones y sus componentes principales (RTM: Rutamarina, CHL.:
Chalepensina y GRV: Graveolina), demostrando importantes efectos citotdxicos in vitro
contra células de hepatocarcinoma humano (HEP-G2) y linfoma murino (L5178Y-R), con
elevados indices de selectividad en comparacion con células de rifion de mono verde

africano (VERO) normales y células mononucleares de sangre periférica (PBMC)..

Khlifi et al. (2013) evidenciaron la actividad de los extractos metandlicos contra lineas
celulares de carcinoma de vejiga humano (RT112), leucemia mielégena humana (K562)
y carcinoma laringeo humano (Hep2). Complementariamente, Acquaviva et al. (2011)

demostraron la actividad del extracto etanolico contra lineas celulares de cancer de colon.

Terkmane et al. (2017) investigaron los efectos antioxidantes y citotoxicos in vitro de
extractos volatiles, etanolicos y acuosos de Ruda. Sus resultados revelaron que el extracto
etandlico ejerce una potente actividad citotoxica contra diferentes tipos de células
cancerosas: células de leucemia de tipo T y células de linfoma de tipo B, sin afectar las

células sanguineas normales.

Adicionalmente, Abdoul-Latif et al. (2022) investigaron la actividad anticancerigena de
Ruda mediante ensayos in vitro contra 13 lineas celulares cancerosas y modelizacion
estadistica por andlisis de componentes principales. Sus resultados identificaron la 2-
undecanona (51.3%) como el compuesto volatil mayoritario y demostraron eficacia
citotoxica significativa contra seis lineas celulares: U20S (osteosarcoma), NCI-N87
(cancer gastrico), MRC-5 (fibroblastos pulmonares), MIA-Paca2 (cancer pancreatico),
JIMT-T1 (cancer de mama) y HEK293 (células embrionarias de rifion). Estos hallazgos
sugieren perspectivas prometedoras para el aprovechamiento del aceite esencial de Ruda

como fuente potencial de agentes anticancerigenos naturales.



2.4 Arthrospira maxima (Ficocianina)

Figura 5 Cianobacteria Arthrospira maxima.
Foto por Stan Shebs, 2003. Creative Commons Attribution-Share Alike 3.0 License.

La Arthrospira maxima (S.G.), es una cianobacteria filamentosa unicelular que se clasifica
como microalga debido a su contenido de clorofila (Figura 5). Esta especie se desarrolla
naturalmente en lagos alcalinos tropicales y subtropicales con altas concentraciones de
carbonato y bicarbonato, encontrandose principalmente en el lago de Texcoco, México
(Vo et al., 2015). Se cultiva comercialmente para consumo humano y animal, ademas de

ser fuente de aditivos para las industrias farmacéutica y alimentaria.

A. maxima destaca por su facilidad de cultivo y cosecha, asi como por su notable
produccion de ficobiliproteinas (PBP), pigmentos que constituyen aproximadamente el
40% de las proteinas solubles en las cianobacterias. Las PBP son compuestos
hidrosolubles y fluorescentes, caracteristicas que las hacen valiosas como colorantes
naturales en alimentos, bebidas saludables y cosméticos. Investigaciones recientes han
revelado su potencial en la salud humana gracias a sus propiedades antiinflamatorias,

antioxidantes y anticancerigenas (Park et al., 2022).

Entre las PBP, la Ficocianina (FC) sobresale por su relevancia cientifica. Este pigmento,
el mas abundante en el ficobilisoma, se caracteriza por su intenso color azul y un espectro
de absorcién entre 610 y 620 nm. La FC tiene multiples aplicaciones: se utiliza como
suplemento dietético y colorante natural en la industria alimentaria y cosmética, ademas

10



de sus usos en biotecnologia como trazador bioquimico. Su aplicacion se extiende a
técnicas de analisis celular, histoquimica, microscopia de fluorescencia, citometria de

flujo e inmunoensayos (Fernandez et al., 2023).

Estudios recientes han demostrado el considerable potencial farmacoldgico de la FC,
exhibiendo un amplio espectro de efectos terapéuticos que incluyen propiedades
antioxidantes, anticancerigenas, antiinflamatorias, citotoxicidad fotoinducida y capacidad
inmunoestimulante (Jiang et al., 2017). En particular, Ravi et al. (2015) evaluaron la
eficacia antineoplasica de la FC in vitro en diversas lineas celulares de cancer de mama,
encontrando que las células triple negativas MDA-MB-231 mostraron mayor sensibilidad

al tratamiento (ICso: 5,98 + 0,95 uM) en comparacion con otras lineas celulares.

2.5 Nanoparticulas poliméricas como sistema de liberacion de farmacos

Los nanomateriales se definen como materiales con dimensiones entre 1-1000 nm. La
nanociencia estudia sus propiedades eléctricas, dpticas y magnéticas, asi como su
comportamiento estructural a nivel molecular y sub-molecular. Su potencial
transformador permite revolucionar procedimientos medicos Yy biotecnoldgicos,
haciéndolos més accesibles, econémicos, seguros y de facil administracion. Un ejemplo
destacable de esta aplicacion es el uso de nanoparticulas en tratamientos médicos

especificos (Hasan, 2015; Jeevanandam et al., 2018).

Los compuestos bioactivos naturales presentan desafios significativos para su aplicacion
terapéutica. Suelen ser quimicamente inestables y vulnerables a la degradacion oxidativa,
comprometiendo su integridad molecular. Adicionalmente, su implementacion en
formulaciones para aplicaciones biolégicas se ve limitada por caracteristicas como baja
solubilidad acuosa, escasa biodisponibilidad y reducida estabilidad frente a factores
ambientales (pH extremo, temperaturas elevadas, exposicion al oxigeno y radiacion
luminica). En respuesta a estas limitaciones, la tecnologia de encapsulacion ha emergido
como una solucion innovadora que protege y facilita la liberacién controlada de estas
moléculas bioactivas en sitios especificos y momentos precisos. Este enfoque no solo

mejora la solubilidad y minimiza la degradacion, sino que también reduce la toxicidad y
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optimiza la absorcion, permitiendo una respuesta bioldgica mas efectiva derivada del uso
terapéutico de diversos metabolitos secundarios (Witika et al., 2021).

Se pueden utilizar varias técnicas de encapsulacion para la focalizacion terapéutica de
moléculas bioactivas, destacAndose las nano y microcdpsulas como los sistemas mas

funcionales y ventajosos.

Entre las metodologias para su preparacion, la técnica de doble emulsion por evaporacion
sobresale por permitir la fabricacion de sistemas particulados con alta eficiencia de
encapsulacion, especialmente para compuestos hidrofilicos, utilizando una combinacién

estratégica de fases acuosas y organicas.

La principal ventaja de esta técnica radica en la formacion de una estructura multicapa
que protege eficazmente al principio activo, factor que contribuye significativamente a la
estabilidad y liberacion controlada del farmaco. Consecuentemente, este método
constituye una estrategia 6ptima para el disefio de particulas poliméricas con aplicaciones
terapéuticas avanzadas, particularmente cuando se requiere preservar la integridad de

biomoléculas sensibles (Igbal, 2015).

Los avances en este campo han alcanzado ya la fase de ensayos clinicos, empleando
nanoparticulas poliméricas cargadas con agentes bioactivos de origen natural. Algunas
formulaciones han recibido incluso la aprobacion de la FDA, como el caso documentado
por Coleman et al. (2011), donde nanoparticulas estabilizadas con albumina y paclitaxel
completaron exitosamente los ensayos clinicos de fase Il para el tratamiento del cancer de

ovario.

En el &mbito comercial, destacan productos como Genexol PM® y Paclical®, nano-
formulaciones de uso médico desarrolladas a partir de extractos naturales que representan
la materializacion de esta tecnologia en soluciones terapéuticas accesibles al paciente
(Elmowafy et al., 2023).

La convergencia entre nanotecnologia y compuestos bioactivos naturales promete
revolucionar las terapias personalizadas y de precision con niveles sin precedentes de
eficacia. Los materiales poliméricos empleados en estas aplicaciones se dividen en

naturales y sintéticos (Tabla 3) (Saini et al, 2024):
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Tabla 3 . Polimeros naturales y sintéticos

Polimeros Naturales Polimeros Sintéticos

Quitosano (CsH11NO4), Acido Polilactico (PLA) (CsH4O),
Alginato (CsHsOes)n Policaprolactona (PCL) (CsH1002),
Celulosa (CsH100s), Polietilenglicol (PEG) (HO-(CH2CH20),-H)
Gelatina Acido Poliglicélico (PGA) (C2Hz0:),
Almidén (CsHioOs)n Poliacrilatos

Aunque biocompatibles, los polimeros naturales presentan desventajas como variabilidad
fisicoquimica, menor resistencia mecéanica y degradacion acelerada frente a los sintéticos.
Como vehiculos para agentes anticancerigenos, las nanoformulaciones como
nanoemulsiones, nanoparticulas poliméricas y nanocapsulas de liberacion controlada
sobresalen por mejorar la estabilidad y biodisponibilidad de compuestos fitoquimicos con
actividad antitumoral. Estas estructuras encapsulan eficientemente metabolitos
secundarios de plantas (terpenos, alcaloides, flavonoides) que normalmente presentan baja
solubilidad y biodisponibilidad limitada, permitiendo una liberacion controlada en tejidos

tumorales especificos (Cadona et al., 2020; Yildirim et al., 2023).

2.6 Tratamientos de cancer colorrectal actuales

De acuerdo con la informacion sobre el cancer del Instituto Nacional del Cancer (PDQ,

2022), los tratamientos estandar empleados para abordar el cancer colorrectal incluyen:

e Cirugia: Tratamiento mas comin que consiste en remover quirdrgicamente el
tejido canceroso en todos los estadios del cancer de colon.

e Ablacion por radiofrecuencia; Destruccion de células cancerosas usando calor
controlado a través de una sonda con microelectrodos.

e Criocirugia; Eliminacion selectiva del tejido anormal mediante congelacion con
instrumental especializado.

e Quimioterapia; Uso de medicamentos que detienen el ciclo celular canceroso,
destruyendo células o impidiendo su multiplicacion.

e Radioterapia; Aplicacion focalizada de radiacion de alta energia para eliminar o

detener el crecimiento de células cancerosas.
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e Terapia dirigida; Medicamentos especificos que atacan selectivamente células
cancerosas, protegiendo los tejidos normales.
e Inmunoterapia; Sustancias que refuerzan o restauran el sistema inmune del cuerpo

para combatir el cancer de forma natural.

No obstante, estos tratamientos convencionales frecuentemente provocan efectos
secundarios significativos que afectan tejidos y 6rganos sanos. Entre estas complicaciones
se encuentran: anemia, alopecia, alteraciones dermatologicas, estados confusionales,
diarrea, dolor crénico, edemas, estrefiimiento, anorexia, fatiga persistente, inflamacién
orgénica, susceptibilidad a infecciones, neutropenia, linfedema, nduseas y voOmitos
recurrentes, neuropatia periférica, disfuncion cognitiva y problemas de memoria,
mucositis oral y faringea, trastornos del suefio, disfuncion sexual, alteraciones urinarias y

vesicales, trastornos hemorragicos, trombocitopenia y sindrome pseudogripal, entre otros.

El protocolo terapéutico habitualmente requiere evaluaciones periddicas para monitorizar
la eficacia del tratamiento y determinar con precision el estadio evolutivo de la
enfermedad. Las decisiones clinicas sobre continuar, modificar o suspender un
determinado régimen terapéutico se fundamentan en los resultados de estas evaluaciones

sistematicas.

La investigacion de Lewandowska et al. (2020) analizé exhaustivamente la calidad de
vida en pacientes oncolégicos sometidos a quimioterapia. Sus conclusiones evidenciaron
que todo el proceso patoldgico, desde el diagnostico hasta el tratamiento, genera un
impacto negativo significativo en la calidad de vida de los pacientes. Este deterioro
correlaciona directamente con la modalidad terapéutica implementada y la cronicidad de
la enfermedad.

Esta problematica ha impulsado a la comunidad cientifica y médica a intensificar la
busqueda de alternativas terapéuticas innovadoras caracterizadas por perfiles de toxicidad
reducidos y abordajes menos invasivos. El objetivo primordial de estas investigaciones es
optimizar la experiencia terapéutica y mejorar sustancialmente la calidad de vida de los
pacientes durante y después de los tratamientos oncoldgicos. La tendencia actual se
orienta hacia terapias personalizadas que maximicen la eficacia antitumoral mientras

preservan la integridad funcional y el bienestar integral del paciente.
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111 JUSTIFICACION

Las plantas medicinales y microorganismos contienen diversos compuestos bioactivos
con potencial terapéutico para multiples enfermedades, incluido el cancer. Como se ha
mencionado anteriormente, el cancer colorrectal representa el tercer tipo de cancer mas
comun a nivel mundial, y en México presenta una tasa de mortalidad cercana al 50% de
los casos reportados. Para abordar esta problematica, las investigaciones actuales se
orientan hacia tratamientos innovadores siguiendo principalmente dos estrategias

complementarias.

Por un lado, se buscan nuevos principios activos, destacando aquellos de origen natural
por su diversidad quimica y potencial terapéutico. Por otro lado, se investigan nuevas
formas de administracion de principios activos ya conocidos, mediante sistemas de
liberacion avanzados, entre los que sobresalen los nano-particulados. Estos sistemas
ofrecen ventajas significativas frente a los tratamientos convencionales, principalmente
por su capacidad de administracion dirigida, accion precisa en células cancerosas y
considerable reduccion de efectos secundarios.

Esta investigacion pretende integrar ambos enfoques, utilizando recursos naturales
mexicanos con actividad citotdxica previamente documentada: extractos de Ruta
chalepensis y Larrea tridentata, Berberina y Ficocianina purificada de Arthrospira
maxima. La seleccion de estos compuestos se fundamenta en su origen nacional y en
evidencia cientifica previa que documenta su potencial anticancerigeno, constituyendo
una exploracion sistematica para identificar nuevas moléculas terapéuticas y desarrollar

formas innovadoras de administracion.

Se propone evaluar estos compuestos tanto en forma libre como encapsulados en
nanoparticulas poliméricas biodegradables, con especial énfasis en el estudio de su
selectividad citotoxica. Este enfoque busca mejorar las propiedades farmacologicas de los
compuestos bioactivos y establecer una relacion dosis-respuesta mas precisa para
optimizar su eficacia terapéutica, contribuyendo al desarrollo de nuevas alternativas

terapéuticas basadas en recursos naturales mexicanos mediante aplicaciones nanomédicas.

15



IV HIPOTESIS Y OBJETIVOS

4.1 Hipotesis
La exploracion selectiva de la flora mexicana seleccionada revelard al menos un extracto
con actividad citotdxica significativa contra lineas celulares de cancer colorrectal, y su

posterior nanoencapsulacion aumentara considerablemente su eficacia antineoplasica.

4.2 Objetivo General

Evaluar la actividad citotdxica in vitro de extractos de Ruta chalepensis y Larrea
tridentata, Berberina y Ficocianina purificada de Arthrospira maxima sobre lineas
celulares de cancer colorrectal, e incorporar el compuesto mas selectivo en nanoparticulas

poliméricas biodegradables.

4.3 Objetivos Especificos

» Caracterizar los extractos a través de pruebas colorimétricas y ensayos de
hemolisis para evaluar su perfil fitoquimico y potencial toxico.

» Determinar la actividad citotoxica de los extractos obtenidos sobre lineas celulares

de céncer colorrectal mediante ensayos de viabilidad celular MTT.

» Implementar un protocolo de nanoencapsulacién para el extracto que demuestre la

mayor actividad citotoxica en los ensayos previos.

 Caracterizar las nanoparticulas formuladas mediante su tamafio, PDI, potencial Z,
EE% y DL%.

» Evaluar la eficacia antineoplésica de las nanoparticulas cargadas con el extracto
mas selectivo mediante ensayos MTT, comparando su actividad con la del extracto

libre.
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V MATERIALES Y METODOS

5.1 Material vegetal y procedencia

Las plantas de Larrea tridentata y Ruta chalepensis se adquirieron en Pacalli ®
(pacalli.com.mx; Monterrey, México), previamente identificadas y catalogadas en la
investigacion de Rodriguez-Garza et al. (2023). La Berberina se adquirio directamente de
Sigma-Aldrich (B3251-5G Merck, Alemania). La Ficocianina purificada de Arthrospira
maxima fue proporcionada mediante colaboracion con el Laboratorio de Remediacion
Ambiental y Analisis de Aguas, Suelos y Plantas de la Facultad de Agronomia de la
Universidad Autonoma de Nuevo Ledn (UANL), Monterrey, México.

5.2 Reactivos y quimicos

Todos los reactivos utilizados fueron de grado analitico adquiridos de CTR Scientific ®
(Monterrey, Meéxico). Se emplearon Diclorometano (DCM), Etanol Anhidro (ETA),
Isopropanol (IP), Alcohol Polivinilico (PVA), Dimetilsulféxido (DMSQO), Tampoén
Fosfato Salino (PBS), Medio DMEM (Thermo Fischer, 12800), Suero Fetal Bovino
(SFB), enrofloxacina, antibiético/antifangico, MTT (3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-
difeniltetrazoliobromuro), y sulfato de vincristina (Vin). Ademas los materiales para las

pruebas fitoquimicas se adquirieron en Sigma-Aldrich.

5.3 Preparacion de los extractos

Para obtener los extractos metanélicos de L. tridentata y R. chalepensis, las hojas secas
de cada planta (500 g) se molieron hasta polvo fino y se sometieron a extraccion por
maceracion (Elizondo-Luévano et al., 2018). Se maceraron 25 g del polvo en 250 mL de
metanol absoluto durante 72 horas a temperatura ambiente con agitacion ocasional en un
agitador orbital (Lab-line, 3508, Lab-line Instruments Inc., Melrose Park, IL, EE.UU.). La
mezcla se filtré con papel Whatman n.° 1y el residuo se sometié a maceraciones sucesivas
con metanol fresco hasta obtener filtrados incoloros. Los extractos combinados se
concentraron por evaporacion a presion reducida a 40°C utilizando un evaporador rotativo
(Heidolph Rotary Evaporator, Laborota 4003, Heidolph Instruments GmbH & Co KG,
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Alemania) y se almacenaron en frascos ambar a 4°C. El rendimiento del extracto se

calculd con la siguiente formula:

L. Peso final
% Rendimiento = (m)x 100

5.4 Pruebas fitoquimicas

El material bioldgico fue evaluado mediante tamizaje fitoquimico cualitativo para
determinar la presencia de metabolitos secundarios, siguiendo los protocolos de Rivas-
Morales et al. (2016). Se utilizaron 0.5 g de extracto seco por ensayo, realizando las
pruebas por triplicado. La identificacidn se baso en reacciones colorimétricas especificas
que producen cambios de coloracidn, precipitacion o fluorescencia caracteristicos para

cada grupo de compuestos.

Se evaluaron 8 grupos de metabolitos: alcaloides (reactivo de Dragendorff), quinonas
(extraccién alcalina), esteroles y triterpenos (reaccion de Liebermann-Burchard),
flavonoides (reaccion de Shinoda), taninos (complexacion con FeCls), saponinas (indice
de espuma), cumarinas (fluorescencia UV) y carbohidratos (reaccion de Molisch). Los

resultados se expresaron cualitativamente como presencia (+) o ausencia (-).

Los protocolos detallados se describen en el Anexo A.

5.5 Actividad hemolitica

La evaluacion de la actividad hemolitica se llevé a cabo bajo los procedimientos existentes
detallados en la norma ASTM F756-17, tomando como base la metodologia utilizada por
Elizondo-Luévano et al., 2020. Para lo cual, se obtuvieron 4 mL de sangre de un voluntario
sano, con ayuda del sistema Vacutainer en tubos con EDTA. La sangre fue centrifugada a
2000 xg por 10 min a 25°C, para retirar el plasma con ayuda de una pipeta Pasteur. La
sangre fue lavada al menos en 3 ocasiones en proporcion 1:1 con amortiguador de fosfatos
(PBS pH 7.4) eliminando los sobrenadantes, para posteriormente preparar una suspension
al 5% v/v en PBS.
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Para la evaluacion de la hemdlisis, la suspension se incubd con diferentes concentraciones
de los tratamientos (50 a 1 000 pg/mL) en viales de 2 mL durante 30 min a 37°C y en
ausencia de luz, estos fueron catalogados como tratamientos (Tr). Como control negativo
(C-) se utilizaron eritrocitos sin tratamiento y como control positivo (C+) eritrocitos con
agua destilada estéril para producir la hemolisis osmotica. La hemolisis se determiné
mediante la lectura de absorbancia (Abs) a 540 nm, con un lector de microplacas
EPOCH™ (BioTek™, USA). Al terminar de preparar los tratamientos, estos se incubaron
a 37+0.5°C por 30 min. Transcurrido el tiempo, se centrifugaron a 15890 xg por 5 min a
4°C, se recuperaron los sobrenadantes y 250 pL de estos, se colocaron en una microplaca
de 96 pocillos. El sobrenadante fue leido a una densidad 6ptica (DO) de 540 nm (longitud

de onda donde reacciona la hemoglobina) en un lector de microplacas (Epoch).
El porcentaje de hemdlisis se calculé mediante la siguiente formula:

(AbsTr) — (AbsC —)

(AbsC +) — (Absc ) ~ 190

% Hemolsis =

5.5.1 Consentimiento ético; EIl estudio con eritrocitos humanos se realiz6 bajo la
aprobacion del comité de ética institucional y bajo el consentimiento de donantes sanos,
siguiendo lo establecido en la Norma Técnica Oficial Mexicana ASTM F756-17. No se

realizaron estudios con animales.

5.6 Elaboracién de nanoparticulas PLGA

Las nanoparticulas (NP) se obtuvieron mediante un método de doble emulsion basado en
la metodologia de Chong Cerda et al., 2020, con modificaciones. Se afiadieron 300
microlitros de FC disueltos en agua destilada, con una concentracion de 100 mg/mL (W1),
auna solucion de 60 mg de Resomer® RG 755 S, Poly(D,L-lactide-co-glycolide) en 4 mL
de diclorometano (O). Para preparar la emulsion, la mezcla se homogeneizd por
sonicacién (10 min) (Ultrasonic Branson 2510MT, Merck KGaA, Darmstadt, Alemania).
A continuacién, se afadio la primera emulsion (W1/0) en 12,5 mL de la fase acuosa
externa que contenia 6,5 mL de un sistema disolvente (4,14 mL de ETA: 1,7 mL de IP:
0,66 mL de DCM) y 6 mL de PVA al 8% p/v. Las fases W1/O/W2 formadas se agitaron

a 2000 rpm durante 15 min con el agitador mecanico Eurostar Power-B® (IKA-Werke,
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Merck KGaA, Darmstadt, Alemania), a continuacion se afiadieron 4 mL de PVA al 8% a
una velocidad de agitacion de 2000 rpm durante 5 min. Por ultimo, se evapord el
disolvente organico de la emulsion a presion reducida mediante un rotavapor Heidolph
Laborota 4003 (Merck KGaA, Darmstadt, Alemania) y se purificé la suspension obtenida

de particulas poliméricas a 100 rpm a 30°C durante 15 min.

5.7 Caracterizacion de las nanoparticulas

5.7.1 Tamafio, Indice de polidispersidad y Potencial zeta; La caracterizacion completa de
las NP incluyd tres parametros principales: Tamafio de particula (en nanémetros), indice

de polidispersidad (PDI) y Potencial zeta () para evaluar la densidad de carga superficial.

Se tomaron 8 gotas del lote de NP cargadas que se diluyeron en 1 mL de agua destilada 'y
se analizaron mediante espectroscopia de correlacion de fotones (PCS) utilizando un
Zetasizer Nano-Zs90 (Malvern Instruments, Worcestershire, Reino Unido), donde se
obtuvo el promedio del tamafio de las NP, el cual para administracion de farmacos se
recomienda que debe ser menor a 200 nm (Oztiirk, Kaplan, & Calis, 2024), y PDI, que
debe mantenerse por debajo de 0.1. Las nanoparticulas se clasificaron segun su potencial
{ como neutras cuando se encontraban entre —10 y +10 mV, fuertemente catidnicas cuando
superaban los +30 mV, o fuertemente anidnicas cuando estaban por debajo de =30 mV

(Clogston & Patri, 2010).

5.7.2 Porcentaje de carga y de eficiencia de encapsulacion; Para determinar la eficiencia
de encapsulacion, se tomaron 2-3 mL de cada lote de nanoparticulas y se centrifugaron a
53105 xg a 4°C durante 4 horas en una centrifuga Allegra™ 64R Centrifuge. Tras la
centrifugacion, se obtuvo un sedimento ("pellet") constituido por las nanoparticulas con

el extracto encapsulado y un sobrenadante conteniendo el extracto no encapsulado.

El pellet se lavo y resuspendié en agua destilada para liberar el extracto encapsulado,
mientras que el sobrenadante se analizé directamente. La cuantificacién del extracto tanto
encapsulado como libre se realiz6 mediante espectrofotometria UV-Vis utilizando un
espectrofotometro GENESYS 10S (Thermo Scientific, Waltham, MA, EE.UU.). La
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longitud de onda de andlisis se determin6 mediante un barrido espectral (200-800 nm) del

extracto, seleccionando la longitud de onda de mé&xima absorcion.

Se preparé una curva de calibracion utilizando soluciones estandar del extracto a
concentraciones de 0.25, 0.50, 0.75, 1.00, 1.25, 1.50, 1.75, 2.00, 2.25, 2.50, 2.75 y 3.00
mg/mL. Todas las determinaciones se realizaron en medio acuoso. La eficiencia de
encapsulacion (EE%) y la carga de farmaco (DL%) se calcularon con base en Alvarez-

Sandoval et al. (2025) mediante las siguientes formulas:

EXy,
EE% =
= Ex

x 100
E

Donde EXyo representa la masa del extracto inicial y EXg la masa del extracto

encapsulado.

M
DL% = —= x 100
My

Donde MN corresponde a la masa total de las nanoparticulas y ME a la masa del extracto

nanoencapsulado.

5.8 Ensayos citotdxicos

5.8.1 Modelos celulares y fases experimentales; Para evaluar la citotoxicidad de los
tratamientos, se implementé un disefio experimental secuencial utilizando multiples lineas
celulares. En la fase inicial, se evaluaron los cuatro tratamientos en células de
adenocarcinoma colorrectal humano (CaCo-2). Posteriormente, el tratamiento con mayor
actividad citotoxica se selecciono para su evaluacion en seis lineas celulares adicionales:
J774 (macréfagos murinos), VERO (células epiteliales de rifion de mono verde africano),
HaCaT (queratinocitos humanos), HelLa (células de cancer cervical humano), HepG2
(células de carcinoma hepatocelular humano) y CT-26 (células de carcinoma de colon
murino). Basado en los resultados de selectividad obtenidos, la fase final del estudio se
centrd en tres lineas celulares especificas: CaCo-2, CT-26 y HaCaT. En esta fase, se
evaluaron el tratamiento en su forma libre, y su forma naoparticulada (NP cargadas) en

dos gradientes de concentracion (300-9.375 y 20-0.625 pg/ml) respectivamente.
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La linea HaCaT se seleccion6 como control no tumoral de origen epitelial, permitiendo
una evaluacion directa de la selectividad del tratamiento hacia células cancerosas versus
células normales del mismo origen tisular. La linea CT-26 se incluyé como modelo
murino de adenocarcinoma colorrectal, proporcionando un sistema comparativo al

modelo humano representado por CaCo-2.

5.8.2 Condiciones de cultivo celular; Todas las lineas celulares se mantuvieron en
condiciones estandarizadas en incubadora con atmdsfera himeda estéril (37°C, 5% CO.).
Se empleé medio DMEM (Thermo Fischer, 12800) suplementado con 10% SFB,
enrofloxacina al 0.5% y antibiotico/antifungico al 1%.

5.8.3 Evaluacion de citotoxicidad; La evaluacion de citotoxicidad se realizé siguiendo la
metodologia de Elizondo-Luevano et al. (2024), con modificaciones. Las células se
sembraron en microplacas de 96 pocillos (10,000 células por pocillo) con medio
conteniendo SFB al 2%. Tras 24 horas de incubacion para permitir la adherencia celular,
se administraron los tratamientos y se incubaron durante 24 horas adicionales.
La viabilidad celular se determindé mediante el ensayo colorimétrico de MTT. Se
afiadieron 150 pL de solucion MTT por pocillo, seguido de 3 horas adicionales de
incubacion. Posteriormente, se decantd el medio, se disolvieron los cristales de formazan
producidos por las células metabdlicamente activas con 100 pL de DMSO (permitiendo
un tiempo de solubilizacion de 30 minutos), y se cuantificd la absorbancia a 570 nm
utilizando un lector de microplacas EPOCH™ (BioTek™, USA), con el software gen 5.

En todos los ensayos se incluyeron controles metodolégicos adecuados: sulfato de
vincristina (0.1 pM) como control positivo, medio sin tratamiento como control negativo,
y control vehiculo (solvente de los tratamientos libres o nanoparticulas sin carga para las
formulaciones nanoencapsuladas). Las lecturas de absorbancia, indicativas de la actividad
metabolica mitocondrial, se utilizaron como medida de viabilidad celular. El porcentaje

de viabilidad celular se calculd mediante la siguiente formula:

- - ay s OD)T i
Porcentaje de viabilidad celular = (OD)Tratamiento 4 0
(OD) Control Negativo
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5.8.4 Concentracion inhibitoria media (ICso); La ICso se determiné mediante analisis de
regresion no lineal utilizando curvas dosis-respuesta, representando el valor de

concentracion del tratamiento que inhibe el 50% del crecimiento celular.

5.8.5 Evaluacion de selectividad; Para evaluar la selectividad de los tratamientos hacia
las células cancerosas en comparacién con las células no cancerosas, se calculé el indice

de selectividad (1S) mediante la siguiente férmula:

L L. I1C50 Valor células normales
Indice de selectividad (IS) =

IC50 Valor células tumorales

Un valor de IS > 2 indica selectividad moderada hacia células cancerosas, mientras que
un IS > 3 indica alta selectividad (Badisa et al., 2009). Este parametro permite evaluar
comparativamente la eficacia y selectividad de los tratamientos hacia células cancerosas
frente a células no cancerosas, siendo crucial para determinar el potencial terapéutico de

los compuestos evaluados.

5.9 Disefio experimental

Los datos se presentaron como medias + desviacion estandar (DE) de tres experimentos
independientes realizados por triplicado (n=9). Se calcul6 la media y el porcentaje de

desviacidn estandar relativa (%DER) para todas las determinaciones.

Se realiz6 un ANOVA de una via para evaluar las diferencias en la actividad citotoxica
entre los cuatro compuestos evaluados (ficocianina, berberina, extracto de ruda y extracto
de gobernadora), utilizando como variable de respuesta el ICso. Se emple6 un ANOVA
bidireccional para evaluar las diferencias significativas tanto en los valores de ICso como
en el indice de selectividad, analizando la interaccion entre compuestos (ficocianina y
vincristina) y lineas celulares (J774, VERO, HaCaT, HeLa, HepG2, CaCo-2 y CT-26).

La comparacion de la actividad citotoxica entre compuestos nanoencapsulados y libres se
realizdo mediante ANOVA de una via, utilizando como variable dependiente el ICso. La
concentracion inhibitoria media (ICso) se calculé mediante analisis Probit utilizando la

herramienta Quest Graph™ ICso Calculator (AAT Bioquest, Inc., Pleasanton, CA, USA).
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Todos los andlisis estadisticos se realizaron utilizando el software GraphPad Prism 9
(GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA).

VI RESULTADOQOS
6.1. Rendimientos de extraccion y analisis fitoquimicos

Los rendimientos de extraccion revelaron que el extracto de Ruda presentd el mayor
rendimiento (28.4%), seguido por el extracto de Gob (24.4%). Los rendimientos de
extraccion para la FC fueron determinados previamente y reportados en las
investigaciones de Ruiz-Hernandez et al. (2023) y Sada-Borrego et al. (2023).

Para el analisis fitoquimico de los extractos, cada uno mostro un perfil Gnico (Tabla 5).
Los resultados negativos en la tabla no descartan completamente la presencia de estos
metabolitos en las plantas de origen, ya que podrian encontrarse en concentraciones

inferiores al limite de deteccion de las pruebas empleadas.

Tabla 5. Resultados del tamizaje fitoquimico de los extractos de Ruda, Gob, BBR y FC.

Muestra LB |CM | BJ | QN | SP | SH | TN | AN | DF
Ruda + + + - - + + + +
Gob + + + + - + + - -
BBR - - - - - - - - +

FC - - - - + - - - -

Nota: (+) indica presencia del metabolito; (-) indica ausencia o niveles no detectables. Abreviaturas; LB:
Libermann-Burchard (para esteroles y triterpenos), CM: Cumarinas, BJ: Baljet (para
sesquiterpenlactonas), QN: Quinonas, SP: Saponinas, SH: Shinoda (para flavonoides), TN: Taninos, AN:

Antrona (para carbohidratos) y DF: Dragendorff (para alcaloides).

6.2 Actividad hemolitica

Los ensayos de actividad hemolitica revelaron perfiles especificos para cada muestra
evaluada. Se observd que los extractos presentaron diferentes comportamientos
dependiendo de su origen y concentracion de prueba. Destaca el comportamiento de los

extractos de Ruda y Gob con actividad hemolitica considerable a altas concentraciones,
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BBR con actividad moderada, y los tratamientos de FC y NP practicamente nula. La Tabla

6 muestra los porcentajes de hemolisis para todas las muestras evaluadas.

Tabla 6. Evaluacion de la actividad hemolitica de los extractos de Ruda. Gob. BBR. FC v las NP.

pg/ml Ruda Gob BBR FC NP blanco NP cargadas
1000 100 £ 7.93% 69.77 +7.25% | 457+291% | 258+0.79% | 1.00+ 0.96% 2.43+1.38%
800 1346 £2.59% | 61.46+3.22% | 3.74+1.84% | 1.78+0.57% | 0.98 +0.42% 2.20+0.84%
600 0+0.91% 4776 £6.72% | 2.62+1.29% | 1.35+0.83% | 0.75x0.37% 1.27 +1.15%
400 0 +0.65% 39.74 +4.24% | 1.90+2.30% | 0.93+0.61% | 0.30+0.18% 0.82 £ 0.63%
200 0+0.13% 6.14+0.90% | 1.45+1.87% | 0.66 = 0.62% 0+0.07% 0.36 £0.17%
100 0+0% 3.48+£0.89% | 2.17£0.68% | 0.25+0.39% 0+ 0% 0+0.15%

Nota: Los valores representan el porcentaje de hemdlisis + desviacion estandar. Clasificacion segin

Mesdaghinia et al. (2019): no hemolitico (<2%), ligeramente hemolitico (2-5%), vy hemolitico (>5%).

6.3 Caracterizacion fisicoquimica de nanoparticulas poliméricas

Se encapsulo el extracto de FC mediante la técnica de evaporacién de disolventes en doble
emulsion. Se evaluaron diferentes formulaciones variando la concentracién del extracto,
cantidad de polimero y composicién de las fases, como se muestra en la Tabla 7. Ademas,
se evaluoevalué la caracterizacion fisicoguimica completa de las nanoparticulas

seleccionadas; Tamario, PDI, y Potencial z respectivamente (Figura 6, 7, 8 y 9).

Tabla 7. Parametros de formulacién y su efecto sobre el tamafio e indice de polidispersidad (PDI) de
nanoparticulas de PLGA con extracto de FC.

Formulacion Tamafio y PDI
W1: (300 uL) [400mg/mL] .
O1: 60 mg PLGA; 4 mL DCM: 1 mL Act; 1mL IP E‘letslrg
W2: 10 mL PVA; 1.14 mL ETA;1.7 mL IP; 0.66 mL DCM -
W1: (300 uL) [400mg/mL] )
O1: 80 mg PLGA; 4 mL DCM EDgﬁldszg?
W2: 10 mL PVA; 1.14 mL ETA;1.7 mL IP; 0.66 mL DCM -
W1: (300 pL) [100mg/mL] _
O1: 60 mg PLGA; 4 mL DCM TP'D1|7_ 9630221
W2: 10 mL PVA; 4.14 mL ETA;L.7 mL IP; 0.66 mL DCM Y
W1: (300 pL) [100mg/mL] ]
O1: 60 mg PLGA + 30 mg PEG: 4 mL DCM Tp'gﬁld?lg;n
W2: 10 mL PVA; 1.14 mL ETA;1.7 mL IP; 0.66 mL DCM -
W1: (300 puL) [400mg/mL] )
O1: 60 mg PLGA; 4 mL DCM Tp'élo_z(fzgg
W2: 10 mL PVA; 1.14 mL ETA;1.7 mL IP; 0.66 mL DCM -

Nota: W1 = fase acuosa interna con extracto; O1 = fase orgénica con polimero; W2 = fase 25
acuosa externa; T = tamafio de particula; PDI = indice de polidispersidad; DCM =
diclorometano; Act = acetona; IP = isopropanol; PVA = alcohol polivinilico; ETA = etanol.
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Figura 6 Caracterizacion de nanoparticulas cargadas; Tamafio (nm)
Las nanoparticulas de PLGA 50:50 cargadas con FC presentaron
un tamafio 6ptimo de 179.3 nm, con un PDI de 0.083.
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Figura 7 Caracterizacion de nanoparticulas blanco; Tamafio (nm)

Las nanoparticulas de PLGA 50:50 blanco presentaron un
tamafio dptimo de 164.7 nm con un PDI de 0.107.
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Fi igura 8 Caracterizacion de nanonarticulas caroadas: Potencial (mV)

Las nanoparticulas de PLGA 50:50 cargadas de
FC presentaron un potencial zeta de -1.62 mV.
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Figura 9 Caracterizacion de nanoparticulas blanco; Potencial { (mV)

Las nanoparticulas de PLGA 50:50 blanco
presentaron un potencial zeta de -0.04 mV.

La EE% del extracto en las nanoparticulas fue de 82.7%, indicando una alta retencién del
principio activo durante el proceso de formulacién. El contenido de extracto en las

nanoparticulas DL% fue de 29.24%, lo que representa una carga significativa del
compuesto activo.
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6.4 Actividad citotoxica e indice de selectividad

6.4.1 Evaluacion comparativa de extractos en linea celular CaCo-2; Se evalud la
actividad citotdxica de cuatro extractos (FC, BBR, Ruda y Gob) frente a la linea celular
de adenocarcinoma colorrectal humano CaCo-2, determinando sus valores de ICso de
viabilidad mitocondrial (Figura 10). El disefio experimental implementado fue secuencial,

iniciando con estas células como fase inicial.

Tabla 8 ANOVA de una via para actividad citotdxica de compuestos naturales en linea celular CaCo-2.

Pardmetro estadistico Valor Interpretacion
Fuente de variacion Entre grupos
Grados de libertad F(3,8)
Estadistico F 1792.0 Diferencias altamente significativas
Valor p <0.0001*** Rechaza Ho
Coeficiente de determinacion (R?) 0.9985 99.85% de la variabilidad explicada
Prueba de homogeneidad Brown-Forsythe: Supuesto de homogeneidad de
F=1.606, p=0.2629 varianzas cumplido

Nota: ANOVA de una via aplicado para comparar la actividad citotoxica (ICso) de cuatro extractos
vegetales. El estadistico F indica diferencias altamente significativas entre tratamientos. La prueba de
Brown-Forsythe confirma el cumplimiento del supuesto de homocedasticidad requerido para la validez del
anlisis.

Para analizar los extractos libres, se realizd un anélisis de varianza (ANOVA) de una via

que revel6 diferencias altamente significativas entre los grupos (Tabla 8).

Evaluacion de IC 5y de compuestos
naturales en linea Caco-2
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Figura 10 Resultados de ICso (ug/ml) de los 4 extractos en la linea celular CaCo-2

Significancia; *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ns=no significativo. 28
Las lineas horizontales conectan grupos comparados.



Las comparaciones multiples mediante la prueba de Tukey (0=0.05) revelaron que FC
presentdé una actividad significativamente mayor que BBR y Ruda, y notablemente
superior a Gob (Tabla 9). Los valores medios confirman el siguiente orden de potencia
citotdoxica: FC > BBR = Ruda > Gob.

Estos resultados indican que FC requiere una concentracion aproximadamente 13 veces
menor que BBR y Ruda, y 138 veces menor que Gob para inhibir el 50% del crecimiento
celular en la linea CaCo-2, posicionandolo como el extracto con mayor potencial

citotéxico entre los evaluados.

Tabla 9 Comparaciones multiples post-hoc (Prueba de Tukey, a=0.05).

Extracto | ICso = DE (ng/mL) | Comparacion | Diferencia Valor p | Significancia
vs FC de medias

FC 10.56 + 3.28 — — — Referencia
BBR 140.85 + 15.02 BBR vs FC 130.29 0.0021 **
Ruda 124,73 + 29.69 Ruda vs FC 114.17 0.0047 **

Gob 1460.0 + 45.13 Gob vs FC 1449.44 <0.0001 el

— — BBR vs Ruda 16.12 0.8931 ns

— — BBR vs Gob 1319.15 <0.0001 el

— — Ruda vs Gob 1335.27 <0.0001 il

Nota: Valores de ICso expresados como media + desviacion estandar de tres experimentos independientes
por triplicado (n=9). Las comparaciones multiples fueron ajustadas mediante la prueba de Tukey para
controlar la tasa de error. FC demostré la mayor potencia citotdxica con diferencias estadisticamente
significativas respecto a los demés extractos.

Resultados de 1Cs, de FC en distintas lineas celulares
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Figura 11 Resultados de I1Cso del extracto FC en diferentes lineas celulares tumorales y no tumorales.

Significancia; *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ns=no significativo. 29
Las lineas horizontales conectan grupos comparados.



6.4.2 Evaluacion de selectividad celular del extracto FC; Posteriormente se evaluo6 la
actividad citotoxica de dos compuestos (FC y Vincristina) frente a siete lineas celulares
(J774, VERO, HaCaT, HeLa, HepG2, CaCo-2 y CT-26), determinando sus valores de I1Csp
(Figura 11).

Tabla 10 Analisis de varianza bidireccional.

Fuente de variacion GL F Valor p % Variabilidad
Tratamiento (FC vs Vincristina) 1 1540.0 | <0.0001*** 13.63%
Linea celular 6 866.0 | <0.0001*** 46.00%
Interaccidn Tratamiento x Linea 6 755.4 | <0.0001*** 40.12%
Error 28 — — 0.25%
Total 41 — — 100.00%

Nota: ANOVA bidireccional evaluando el efecto del tratamiento (FC vs Vincristina), linea celular y su
interaccion sobre los valores de ICso. GL: Grados de libertad

Para analizar los resultados de FC en distintas lineas celulares, se realiz6 un analisis de
varianza (ANOVA) bidireccional que reveld diferencias altamente significativas tanto
para el factor tratamiento, como para el factor linea celular, asi como para la interaccion
entre ambos factores (Tabla 10). El efecto de la linea celular represent6 el 46.00% de la
variabilidad total observada, mientras que el tratamiento explicd el 13.63%, y la
interaccion entre ambos factores un 40.12%. Estos resultados indican que la respuesta a

los tratamientos varia significativamente segln la linea celular utilizada.

Tabla 11 Valores de ICso y comparaciones estadisticas por linea celular.

Linea celular | Tipo celular FC (ng/mL) | Vincristina (ug/mL) | Ratio FC/Vin | Comparacion Valor p
J774 Macrdfagos | 942.30 + 47.29 73.96 + 11.92 12.74 FC > Vin <0.0001***
VERO Rifion normal | 374.40 £ 23.43 82.11+11.92 4.56 FC > Vin <0.0001***
HaCaT Queratinocitos | 199.61 + 18.73 67.86 + 11.92 2.94 FC > Vin <0.0001***
HelLa Cervical 105.00 + 14.14 61.01+11.92 1.72 FC = Vin 0.0832 ns
HepG2 Hepético 11.59+4.01 35.39+£11.92 0.33 FC < Vin 0.0254*
CaCo-2 Colorrectal 10.25 + 2.58 58.09 + 11.92 0.18 FC < Vin 0.0362*
CT-26 Colorrectal 10.03 £ 2.47 37.46 +11.92 0.27 FC < Vin 0.0345*

Nota: Valores de ICso expresados como media + desviacion estandar. Las comparaciones estadisticas se
realizaron mediante la prueba de Sidak con correccion para multiples comparaciones. El ratio FC/Vincristina
<1 indica mayor potencia de FC, mientras que >1 indica menor potencia.

Las comparaciones multiples mediante la prueba de Sidak (a=0.05) revelaron un patrén

diferencial de sensibilidad entre las lineas celulares estudiadas (Tabla 11). Para el extracto
FC, se observo una variacion de ICso desde 10.03 pg/mL (CT-26) hasta 942.30 pg/mL

(J774), representando una diferencia de aproximadamente 94 veces entre la linea mas

sensible y la mas resistente. El extracto FC exhibio mayor potencia que vincristina
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especificamente en lineas de origen hepéatico (HepG2) y colorrectal (CaCo-2 y CT-26),
donde FC mostrd valores de ICso aproximadamente 3-6 veces menores. Esta selectividad
contrasta con el perfil mas uniforme de actividad mostrado por vincristina, sugiriendo
mecanismos de accion distintos entre ambos tratamientos.

6.4.3 Comparacién entre formulacion libre y nanoencapsulada; También se evaluo
comparativamente la actividad citotoxica del extracto FC en su forma libre versus
nanoencapsulada en la linea celular CaCo-2, que demostrd6 mayor sensibilidad en el

analisis previo (Figura 12).

Tabla 12 Analisis de varianza para formulaciones de FC en CaCo-2.

Fuente de variacion | GL SC CM F Valor p
Entre grupos 2 2,484,443 | 1,242,221 | 44,641 | <0.0001***
Error 6 167.0 27.83 — —

Total 8 2,484,610 | — — —

Nota: ANOVA de una via comparando tres formulaciones en linea celular CaCo-2. El alto valor de R?
(0.9999) indica que practicamente toda la variabilidad observada es explicada por las diferencias entre
formulaciones. Gl =arados de lihertad: SC=s1ima de cuadrados: CM=cuadrado medio.

Tabla 13 Comparacion de formulaciones mediante prueba de Tukey.

Formulacién ICso (ng/mL) | Diferencia vs FC libre 1IC 95% Valor p
FC libre 11.95 — — —
FC nanoencapsulado | 20.84 +8.89 -4.33a+22.10 | 0.1781 ns
(NPTS-C)
Blanco (NPTS-B) 1,131 +1,119 +1,106 a +1,132 | <0.0001***

Nota: Valores de ICso expresados como media + desviacion estandar de tres
experimentos independientes (n=3). La ausencia de diferencias significativas entre
FC libre y nanoencapsulado (p=0.1781) indica equivalencia de las formulaciones.

ICsq de FC libre y nanoparticulado
en células Caco-2
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Figura 12 Resultados de I1Cso de FC en su forma libre y nanoparticulada en la linea celular CaCo-2.
Significancia; *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ns=no significativo. sl
Las lineas horizontales conectan grupos comparados.



Los resultados del analisis de varianza (ANOVA) unifactorial demostraron diferencias
estadisticamente significativas entre los grupos evaluados (Tabla 12). Las pruebas post
hoc de Tukey (Tabla 13), indicaron gque no existe diferencia significativa entre los valores
de ICso del extracto libre y el nanoencapsulado (p = 0.1781), lo que sugiere una eficacia
comparable entre ambas formulaciones. Ambas formulaciones presentaron una actividad
inhibitoria considerablemente mayor que el control blanco, con diferencias de medias de

-1119y -1110 ug/mL, respectivamente.

6.4.4 Determinacion de indices de selectividad; Se calcularon los indices de selectividad
(IS) del extracto FC utilizando tres lineas celulares no tumorales como referencia: HaCaT
(queratinocitos), VERO (células renales) y J774 (macrofagos), frente a cuatro lineas

tumorales: HelLa, HepG2, CaCo-2 y CT-26 (Figura 13).

Tabla 14 Andlisis de varianza bidireccional para indices de selectividad.

Fuente de variacion | GL F Valor p Interpretacion

Linea celular tumoral | 4 261.43 | <0.001*** | Diferencias entre lineas tumorales
Linea celular control | 2 1198.29 | <0.001*** | Diferencias entre lineas control
Interaccion 8 25.98 <0.001*** | Selectividad especifica por combinacion

Nota: ANOVA factorial evaluando el efecto de la linea tumoral, linea control y su interaccion sobre los indices
de selectividad. La significancia de la interaccion confirma que la selectividad es especifica para cada
combinacidn celular, validando el concepto de selectividad diferencial del extracto FC. GL=arados de libertad.

Tabla 15 indices de selectividad del extracto FC.

Linea tumoral | vs HaCaT vs VERO vs J774 Linea de mayor selectividad
HelLa 1.90+0.06 | 3.56+0.26 | 8.98+0.64 J774
HepG2 17.61+£3.29 | 32.89+5.03 | 82.81 +12.79 J774
CaCo-2 20.37 £5.44 | 38.07£9.22 | 95.84 + 23.36 J774
CT-26 19.94+1.03 | 37.40+£2.44 | 94.15+£56.11 J774

Nota: indices de selectividad calculados como ICso(linea no tumoral)/ICso(linea tumoral). Valores >3 indican
selectividad hacia células tumorales. Los datos representan media + desviacion estandar. Los valores mas
altos indican mayor selectividad, siendo J774 la linea de referencia que proporciona los indices mas elevados.

El anélisis estadistico reveld diferencias significativas entre los grupos, indicando que los

indices de selectividad varian considerablemente dependiendo de la combinacion
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Figura 13 IS del extracto FC utilizando tres lineas celulares sanas como referencia.

Significancia; *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ns=no significativo.
Las lineas horizontales conectan grupos comparados.
especifica de lineas celulares evaluadas (Tabla 14). Los anélisis post-hoc de Tukey
revelaron que las lineas HepG2, CaCo-2 y CT-26 presentaron indices de selectividad
significativamente mayores que HelLa en todas las lineas celulares control (***p < 0.001)
(Tabla 15). La selectividad méas notable se observé utilizando macréfagos J774 como
referencia, con valores superiores a 80 para las lineas hepéticas y colorrectales. En
comparacion con el control positivo vincristina, todas las lineas celulares tumorales,
excepto HelLa, mostraron indices de selectividad significativamente superiores (***p <

0.001), sugiriendo un potencial terapéutico prometedor.

Estos resultados demuestran que el extracto FC posee una potente actividad citotdxica
selectiva contra células cancerosas, especialmente de origen colorrectal y hepatico,

manteniendo una toxicidad significativamente menor hacia células normales.
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VII DISCUSION

7.1 Rendimiento de extraccion y pruebas fitoquimicas

La investigacion sobre extractos naturales con potencial terapéutico anticancerigeno
representa un campo prometedor para el desarrollo de nuevas alternativas terapéuticas. En
este contexto en el presente estudio se evaluaron recursos naturales mexicanos con
actividad citotoxica previamente documentada: extractos de Ruta chalepensis y
Larrea tridentata, Berberina y Ficocianina purificada de Arthrospira maxima. La
seleccion de estos compuestos se fundamenta en su origen nacional y en evidencia
cientifica previa que documenta su potencial anticancerigeno, constituyendo una
exploracion sistematica para identificar nuevas moléculas terapéuticas y desarrollar
formas innovadoras de administracion. La extraccion metanodlica se eligio como método
de obtencion debido a la polaridad intermedia del metanol, que permite extraer tanto
compuestos polares como moderadamente apolares, maximizando asi la diversidad de
metabolitos secundarios recuperados con potencial bioactividad (Zhang et al., 2018).
Como se muestra en la Tabla 5, los resultados revelaron que el extracto de R. chalepensis
(Ruda), present6 el mayor rendimiento de extraccion (28.4%), seguido por L. tridentata
(Gob), (24.4%). Estos valores son comparables con los reportados por Rodriguez-Garza
et al. (2023), quienes obtuvieron rendimientos de 19.40% para Ruda y 26.61% para Gob.
Las variaciones observadas en los porcentajes de rendimiento son inherentes a este tipo
de estudios, ya que factores como el método de extraccién, el solvente utilizado, la
temporada de recoleccién y la regidn geografica de origen pueden influir en la eficiencia

del proceso de extraccion (Alotaibi et al., 2018; Velazquez-Martinez et al., 2022).

Los perfiles fitoquimicos presentados en la Tabla 5 para Ruda y Gob mostraron
consistencia con estudios anteriores reportados por Alotaibi et al. (2018) y Rodriguez-
Garza et al. (2023). Para Ruda, se detecto la presencia de alcaloides, carbohidratos,
cumarinas, flavonoides, esteroles/triterpenos y taninos, asi como la ausencia de quinonas
y saponinas. En el caso de Gob, se confirmd la presencia de esteroles/triterpenos,
cumarinas, sesquiterpenlactonas, quinonas, flavonoides y taninos, mientras que no se

detectaron saponinas, carbohidratos ni alcaloides. La importancia de caracterizar estos
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perfiles fitoquimicos radica en establecer una correlacion entre la composicién quimicay
la actividad bioldgica observada, ya que diferentes grupos de metabolitos secundarios
estan asociados con mecanismos especificos de accion anticancerigena. Por ejemplo, los
flavonoides y taninos presentes en ambos extractos han demostrado actividad antioxidante
y pro-apoptotica, mientras que las cumarinas se asocian con efectos antiproliferativos
(Cetinkaya et al., 2022; Abidi et al., 2023). La ausencia de ciertos metabolitos también
proporciona informacion valiosa, ya que permite descartar posibles efectos secundarios o

interacciones no deseadas asociadas con esos compuestos especificos.

La Ficocinina purificada aislada de A. maxima (FC), Unicamente mostré resultados
positivos para saponinas segun la Tabla 5. La presencia exclusiva de saponinas en esta
fraccion sugiere que el proceso de purificacion basado en buffer de fosfatos con agitacion,
segun las metodologias de Ruiz-Hernandez et al. (2023) y Sada-Borrego et al. (2023), fue
efectivo para eliminar la mayoria de los metabolitos secundarios tipicamente presentes en
A. maxima. Este método, optimizado para pardmetros como pH, cantidad de biomasa y
concentracion de buffer para maximizar la concentracion y pureza de ficocianina, logro
una separacion selectiva de compuestos. Es importante mencionar que A. maxima
naturalmente produce diversos compuestos bioactivos, incluyendo flavonoides
antimicrobianos, terpenos, alcaloides, saponinas y quinonas, cuya produccion puede

incrementarse bajo condiciones de estrés controlado (llieva et al., 2024).

Por otro lado, el estandar comercial de Berberina (BBR) mostré Unicamente reaccién
positiva para alcaloides (Tabla 5), resultado que confirma la pureza del compuesto
comercial utilizado. La berberina es un alcaloide isoquinolinico bien caracterizado, y la
ausencia de otros metabolitos en el analisis fitoquimico valida la calidad del estandar
empleado en el estudio. Este resultado permite establecer que cualquier actividad
biolégica observada puede atribuirse especificamente a la berberina, sin interferencias de

otros compuestos.
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7.2 Pruebas de hemdlisis

Respecto a la actividad hemolitica, nuestros resultados muestran un comportamiento
diferencial entre los extractos evaluados (Tabla 6). El extracto de Ruda exhibio6 una fuerte
actividad hemolitica, alcanzando un 100% a 1000 ppm, mientras que a concentraciones
inferiores a 600 ppm no mostrd actividad hemolitica significativa. Estos resultados son
consistentes con los reportados por Rodriguez-Garza et al. (2023), quienes obtuvieron un
ICs0 de 738.73 + 20.74 ug/mL. Esto indica que el valor de ICso de nuestro extracto se
encuentra dentro del rango esperado (entre 600 y 1000 ppm), confirmando el potencial
hemolitico del extracto de Ruda. Las pequefias variaciones observadas podrian atribuirse
a diferencias en la composicion fitoquimica de los extractos, influenciada por factores

como la region de recoleccion o el método de extraccion empleado (Alotaibi et al., 2018).

Es importante destacar que, segun los criterios establecidos por Mesdaghinia et al., (2019),
el porcentaje de hemdlisis en las muestras se interpreta como: <2% no hemolitico, 2-5%
ligeramente hemolitico y >5% hemolitico. Conforme a estos pardmetros, nuestros
resultados indican que el extracto de Ruda presenta un comportamiento claramente
hemolitico a concentraciones superiores a 600 ppm, lo que sugiere precaucion en su
aplicacion terapéutica directa en formulaciones que puedan entrar en contacto con el

sistema circulatorio.

Gob también presentd una notable actividad hemolitica, con valores que oscilaron entre
3.48% a 100 ppm hasta 69.77% a 1000 ppm. Estos resultados difieren significativamente
de lo reportado por Rodriguez-Garza et al. (2023), quienes encontraron un 1Cso superior
a 1000 pg/mL para este mismo extracto, indicando una actividad hemolitica
considerablemente menor. Esta discrepancia podria atribuirse a diversos factores, como
diferencias en las condiciones experimentales, en la metodologia empleada para la
evaluacion hemolitica, o variaciones en el contenido de metabolitos secundarios de las
muestras. Estudios previos han demostrado que factores ambientales y geograficos pueden
afectar significativamente la composicion fitoquimica de las plantas, particularmente el
contenido de quinonas y flavonoides (Zhao et al., 2021), compuestos que han sido

ampliamente asociados con efectos citotdxicos y hemoliticos.
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Por otro lado, el extracto de BBR mostr6 una actividad hemolitica moderada, con valores
entre 1.45% y 4.57% en el rango de concentraciones evaluado. Estos resultados son
consistentes con los obtenidos por Elizondo-Luévano et al. (2021) para la berberina, el
principal alcaloide de esta planta, quienes reportaron un 2.8 £ 0.4% de hemolisis a 100

pg/mL, incrementandose significativamente a concentraciones superiores.

Entre todos, fue particularmente notable el comportamiento del extracto de FC (Tabla 6),
ya que demostré una nula actividad hemolitica incluso a altas concentraciones,
manteniéndose consistentemente por debajo del 2.58% en todo el rango evaluado. Segun
los criterios anteriormente mencionados este extracto se clasifica como no hemolitico
(hemdlisis <2%). Esta caracteristica coincide con investigaciones previas de Romay y
Gonzélez (2000), quienes reportaron que la ficocianina, componente principal de A.
maxima, inhibe significativamente la hemdlisis de eritrocitos, presentando una notable

actividad antihemolitica.

Basado en su excepcional perfil de seguridad hemolitica demostrado en la Tabla 6, se
selecciond el extracto de A. maxima para su nanoencapsulacion. Las nanoparticulas
blancas (sin extracto) y las nanoparticulas cargadas con el extracto de A. maxima
mantuvieron un perfil no hemolitico similar al extracto libre, con valores que no superaron
el 2.43% incluso a 1000 ppm. Estos resultados son consistentes con el estandar ASTM
E2524-08, que establece que un porcentaje de hemolisis inferior al 5% indica ausencia de

dafo significativo a los glébulos rojos (Liu et al., 2021).

Esta notable caracteristica de A. maxima, tanto en su forma libre como nanoencapsulada,
representa una ventaja significativa para su potencial aplicacion terapéutica,
particularmente en el contexto oncoldgico, donde la selectividad constituye un factor
critico para el desarrollo de nuevos agentes. A diferencia de muchos compuestos
citotoxicos que presentan efectos secundarios significativos relacionados con la hemdlisis,
el extracto de A. maxima demostré una selectividad excepcional, manteniendo su
actividad citotoxica contra células tumorales sin afectar significativamente a los eritrocitos
humanos. Este hallazgo es particularmente relevante considerando que uno de los
principales desafios en el desarrollo de agentes antineoplasicos es lograr un equilibrio

entre potencia y seguridad (Atanasov et al., 2021).
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7.3 Citotoxicidad en lineas celulares

7.3.1 Evaluacion de la citotoxicidad de extractos en CaCo-2; La evaluacion comparativa
de cuatro extractos naturales (Ficocianina, Berberina, Ruda y Gobernadora) en la linea
celular CaCo-2 revel6 diferencias estadisticamente significativas en su actividad
inhibitoria (Tabla 8), como se observa en la Figura 10. El anélisis post-hoc mediante la
prueba de Tukey identifico tres grupos estadisticamente distintos (Tabla 9): FC como el
grupo mas potente, Berberina y Ruda formando un grupo intermedio sin diferencias
significativas entre si, y Gobernadora representando el grupo con menor potencia

inhibitoria.

Segun los criterios del Instituto Nacional del Cancer de Estados Unidos (Anywar et al.,
2022), los extractos se categorizaron como: FC, citotoxico (ICso = 10.56 pg/mL, en el
rango >10 y <100 pg/mL); BBR y Ruda, moderadamente citotoxicos (ICso = 140.85 y
124.73 pg/mL respectivamente, en el rango >100 y <1000 ug/mL); y Gob, potencialmente
no citotoxico (ICso = 1460 pg/mL, superior a 1000 ug/mL). La potencia demostrada por
la FC concuerda con los hallazgos de Soliman et al. (2024), quienes documentaron efectos
antiproliferativos potentes contra diversas lineas celulares cancerosas. Este
comportamiento también ha sido observado por diferentes grupos de investigacion,
quienes demostraron que la ficocianina suprime la via PI3K/Akt/mTOR (Fosfatidilinositol
3-quinasa/Proteina quinasa B/Diana de rapamicina en células de mamifero) al disminuir
la fosforilacion de Akt (Ser473), mTOR (Ser2448) y p70S6K (Proteina quinasa ribosomal
S6 de 70 kDa), un mecanismo crucial en la regulacion de la proliferacion celular y la
induccion de apoptosis (Muerte celular programada) en células tumorales (Jiang et al.,
2017).

La Berberina (BBR), mostr6 una actividad citotoxica "moderadamente activa" (ICso entre
21-200 pg/mL) con un valor de 140.85 pug/ mL. Su efecto en células CaCo-2 se alinea con
los estudios de Tong et al. (2020) y Zhang et al. (2020), quienes describieron su capacidad
para inhibir la proliferacion celular y suprimir la metéstasis tumoral. Adicionalmente, Kim
et al. (2018) reportaron que la BBR induce arresto del ciclo celular en fase G2/M y activa

vias apoptoticas intrinsecas a través de la regulacion de proteinas pro-apoptéticas como
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Bax y anti-apoptéticas como Bcl-2. Sin embargo, su menor potencia en comparacion con
la FC en nuestro estudio podria explicarse por su reducida biodisponibilidad oral y baja

solubilidad en agua, como sefialan Xiong et al. (2022).

El extracto de Ruda (R. chalepensis) exhibi6 un perfil similar, con una actividad citotoxica
moderada (ICso de 124.73 pg/mL). Estos resultados son consistentes con los hallazgos de
Acquaviva et al. (2011) y Elizondo-Luévano et al. (2023). La actividad citotdxica de la
Ruda ha sido atribuida principalmente a compuestos como furanocumarinas y alcaloides;
Jiang et al. (2018) demostraron que varios fitoquimicos pueden generar un efecto pro-
oxidante selectivo en células tumorales, incrementando los niveles de especies reactivas
de oxigeno y comprometiendo los sistemas antioxidantes celulares, lo que podria explicar

la actividad citotoxica moderada observada en nuestro estudio.

La Gobernadora (L. tridentata) presentd la menor actividad citotdxica entre los extractos
evaluados (ICso de 1460 pg/mL), clasificindose como "inactiva" (ICso > 501 pg/mL)
segun los criterios del Instituto Nacional del Cancer de Estados Unidos (Anywar, 1972).
Aunque nuestros resultados muestran baja actividad del extracto crudo, Lambert et al.
(2005) identificaron actividad inhibidora en lignanos aislados. Estos compuestos,
especialmente el acido nordihidroguaiarético (NDGA), han demostrado capacidad para
influir en la sefalizacion celular, como documentaron Youngren et al. (2005), quienes
sefialaron que el NDGA inhibe la auto-fosforilacion de receptores tirosina quinasa
relacionados con la proliferacion celular. Este mecanismo sugiere que la purificacion e
identificacion de componentes especificos podria revelar compuestos con mayor potencial

terapéutico que el extracto completo.

7.3.2 Selectividad de FC hacia diferentes lineas celulares; Dado el desempefio
sobresaliente de la Ficocianina, se amplié su evaluacion hacia otras lineas celulares
cancerigenas (Figura 11). Los resultados obtenidos (Tabla 10), revelan la notable
selectividad hacia células cancerigenas colorrectales (CaCo-2, CT-26) y hepéticas
(HepG2) con ICso cercanos a 10 pg/mL, contrastando con la menor toxicidad en células
normales, sugiere que la ficocianina explota vulnerabilidades metabdlicas especificas de

las células transformadas. Esta selectividad diferencial podria explicarse por el efecto
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Warburg donde las células cancerigenas exhiben un metabolismo energético alterado,
caracterizado por una mayor dependencia de la glucolisis y una disfuncion mitocondrial,
lo que podria hacerlas méas susceptibles a los efectos pro-oxidantes de la ficocianina
(Challagali, 2023).

Estos resultados coinciden con los de Roy et al. (2007), quienes demostraron el efecto
selectivo de la C-ficocianina en células cancerosas hepaticas HepG2, tanto sensibles como
resistentes a doxorrubicina. Especificamente, estos autores reportaron que la C-PC (C-
ficocianina) indujo apoptosis en células de carcinoma hepatocelular a concentraciones de
40-50 uM (micromolar), mientras que no mostrd efectos citotdxicos en hepatocitos
primarios de rata hasta concentraciones de 100 uM durante 72 horas. Esta selectividad
podria estar relacionada con las caracteristicas metabdlicas particulares de las células
transformadas versus las células normales. Ferndndez-Rojas et al. (2014) sugirieron que
la FC actia como un potente agente hepatoprotector mediante la modulacién del estrés
oxidativo y la respuesta inflamatoria, lo que podria explicar su efectividad especifica en

células hepaticas transformadas.

Simultaneamente, la FC mantuvo baja citotoxicidad en células normales: macréfagos J774
(942.3 + 47.29 pg/mL), células renales VERO (374.40 + 23.43 pug/mL) y queratinocitos
HaCaT (199.61 * 18.73 ug/mL). Esta notable selectividad concuerda con Wang et al.
(2007), pero también estudios como el de Basha et al. (2008) reportaron que la C-
ficocianina induce muerte celular selectiva en lineas celulares cancerosas mediante la
generacion de especies reactivas de oxigeno, mientras que las células normales, con mayor

capacidad antioxidante enddgena, mantienen su viabilidad frente a este tratamiento.

La linea HeLa present6 una sensibilidad intermedia (106.00 + 14.14 pg/mL), lo que revela
un patron de sensibilidad diferencial. Bhat y Madyastha (2001) demostraron que la FC
puede ejercer efectos antioxidantes y antiproliferativos dependientes del contexto celular,
lo que podria explicar la variabilidad en la respuesta entre diferentes lineas celulares. Por
otra parte, Czerwonka et al. (2018) propusieron que el microambiente tumoral especifico
de cada tipo de cancer podria influir significativamente en la eficacia de los compuestos

bioactivos, explicando asi las diferencias observadas en la sensibilidad celular.
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7.3.3 Comparacion con vincristina; Al comparar FC con vincristina (control positivo),
observamos patrones contrastantes de actividad que sugieren mecanismos de accion
distintos (Tabla 11). Vincristina resulto significativamente mas potente en lineas normales
J774, VERO y HaCaT, mientras que el extracto FC exhibié mayor potencia en lineas
HepG2, CaCo-2 y CT-26, con valores de ICso aproximadamente tres veces menores. Esta
selectividad especifica de FC hacia lineas celulares de origen hepético y colorrectal
contrasta con el perfil mas uniforme de vincristina. Este fendmeno podria explicarse por
los distintos mecanismos de accion de ambos compuestos. La vincristina actda
principalmente como un inhibidor de microtibulos que interfiere con la mitosis celular,
un mecanismo que afecta a todas las células en division rapida, como sefialaron Martino
et al. (2018). En contraste, Jiang et al. (2018) demostraron que la FC actla a través de
maultiples vias, incluyendo la regulacion del ciclo celular y la modulacion de sefiales pro-

apoptéticas, que podrian estar diferencialmente alteradas en distintos tipos de cancer.

La capacidad de la FC para superar el efecto de vincristina en células especificas resulta
prometedora, especialmente considerando el fendmeno de resistencia a farmacos. Liao et
al. (2016) observaron que la FC puede sensibilizar células resistentes a quimioterapia
convencional mediante la modulacién de proteinas de resistencia a multiples farmacos,
sugiriendo su potencial como adyuvante en terapias combinadas, ya que modula
selectivamente las vias MAPK (Proteinas Quinasas Activadas por Mitdgenos),
aumentando la fosforilacién de JNK (Quinasa c-Jun N-terminal) y p38 (Proteina quinasa
p38) mientras reduce la de Erk (Quinasa Regulada por Sefiales Extracelulares), sin alterar

los niveles totales de estas proteinas.

7.3.4 Indices de selectividad; La evaluacion de indices de selectividad (1S) (Figura 13),
revel6 valores notablemente elevados para FC, particularmente al utilizar células J774
como referencia. Estos resultados superan significativamente el umbral de relevancia
farmacolégica (1S>3) establecido por Ifiiguez et al. (2021), confirmando el potencial

terapéutico de este compuesto (Tabla 12 y 13).

La marcada selectividad de FC, definida como la capacidad para inhibir células tumorales

preservando la integridad de células normales (Henderson, 1974), puede atribuirse a su
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accion especifica sobre mecanismos moleculares alterados exclusivamente en células
neoplésicas. Jha et al. (2024) identificaron que la FC puede distinguir entre células
normales y cancerosas mediante la induccidon selectiva de especies reactivas de oxigeno
en células tumorales, aprovechando las diferencias metabolicas intrinsecas. Por otra parte,
Ferndndez-Rojas et al. (2014) evidenciaron que la FC puede ejercer efectos selectivos
sobre vias de sefializacion criticas como NF-kB (Factor Nuclear kappa B) y rutas de las
MAPK, frecuentemente alteradas en células neoplésicas, contribuyendo a su actividad

anticancerigena.

Los altos IS observados son especialmente significativos para las lineas de origen
colorrectal y hepatico, lo que sugiere una afinidad particular de la FC por las
caracteristicas moleculares de estos tipos de cancer. Kunte y Desai (2018) propusieron
que la estructura quimica Unica de la FC, con sus cromoforos tetrapirrolicos, le permite
interactuar selectivamente con receptores especificos sobre expresados en células
tumorales, contribuyendo a su selectividad. Este mecanismo diferencial podria explicar la

variabilidad en los indices de selectividad observados entre distintas lineas celulares.

La selectividad observada posiciona a la FC como un candidato prometedor para el
desarrollo de terapias dirigidas contra tipos especificos de cancer, particularmente
aquellos de origen colorrectal y hepatico, mientras minimiza los efectos adversos en
tejidos sanos. Segun Ferreira et al. (2022), los compuestos con alto indice de selectividad
generalmente presentan menor toxicidad sistémica en estudios in vivo, lo que refuerza el

potencial clinico de la FC como agente terapéutico-

El conjunto de estos resultados destaca el potencial de los extractos naturales,
particularmente la Ficocianina, como fuentes de compuestos bioactivos con actividad
antineoplasica selectiva. Nuestros hallazgos respaldan la creciente evidencia de que los
productos naturales pueden ofrecer alternativas o complementos valiosos a las terapias
convencionales contra el cancer, como sugieren Menaa et al. (2021), quienes
documentaron que los compuestos bioactivos derivados de algas pueden modular
maultiples vias de sefializacion simultdneamente, presentando ventajas sobre farmacos

sintéticos de accién Unica.
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7.4 Nanoencapsulacion

La estrategia de nanoencapsulacion mediante PLGA 50:50 representa un avance
metodologico crucial para mejorar la estabilidad y biodisponibilidad del extracto de FC.
Las caracteristicas fisicoquimicas de las nanoparticulas resultaron particularmente
prometedoras segun se detalla en la Tabla 7: un tamafio 6ptimo de 179.3 nm, un indice de
polidispersidad de 0.083 y una eficiencia de encapsulacion del 82.7%. Estos parametros
sugieren una formulacion altamente uniforme y eficiente, como se evidencia en las

caracterizaciones mostradas en las Figuras 6, 7, 8 y 9.

La nanoencapsulacion resulta particularmente importante considerando que la C-PC es
una proteina fotosensible y termosensible, susceptible de desnaturalizacion a temperaturas
superiores a 45°C (Soliman et al., 2024). El uso de matrices poliméricas como PLGA
proporciona una proteccién efectiva para estos compuestos sensibles debido a su baja
toxicidad y alta biocompatibilidad, como sefialan Acharya et al. (2011) y Bechelli et al.
(2011). Ademas, el PLGA cuenta con la ventaja adicional de estar aprobado por la FDA
para su uso en sistemas de administracion de medicamentos. Los sistemas de
nanoparticulas de PLGA ofrecen multiples beneficios terapéuticos. Primero, proporcionan
una liberacién sostenida y controlada del farmaco, como demuestran Dumbuya et al.
(2024) en su investigacion con disulfiram, un farmaco anticancerigeno limitado por su
baja solubilidad y rapido metabolismo. Sus hallazgos revelaron que la encapsulacién en
PLGA aumentaba significativamente la vida media del farmaco, liberando solo 55-58%
después de 12 horas, comparado con el 98% del farmaco libre. Esto permite mantener
concentraciones terapéuticas en el torrente sanguineo durante periodos prolongados y
reduce la necesidad de administraciones frecuentes (Khanal et al., 2016). Segundo, estos
sistemas mejoran la biodisponibilidad de compuestos con propiedades farmacoldgicas
prometedoras pero limitadas por caracteristicas fisicoquimicas desfavorables. Sherekar et
al. (2024) confirmaron esta ventaja al demostrar que las nanoparticulas de diosgenina
presentan mayor biodisponibilidad en experimentos con ratas. Paralelamente, Genatullina
et al. (2024) documentaron cémo estos sistemas permiten desarrollar formas
farmacéuticas innovadoras con accion prolongada mediante transportadores

biodegradables. Tercero, debido a su tamafio nanométrico, estas particulas pueden
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penetrar tejidos especificos a través de las fenestraciones presentes en el endotelio del
cancer y tejido inflamado, o mediante receptores sobreexpresados por las células diana.
Esta caracteristica permite una administracion especifica de los farmacos, minimizando
efectos secundarios en tejidos sanos. Guillén-Meléndez et al. (2024) han destacado esta
aplicacion especifica en tratamientos oncol6gicos, especialmente para cancer de mamay
cervical, donde las nanoparticulas de PLGA protegen los compuestos bioactivos contra la
degradacion, mejoran la solubilidad de moléculas poco solubles y proporcionan un

direccionamiento especifico hacia las células cancerosas.

Al comparar la actividad citotdxica de la FC libre y nanoencapsulada en células CaCo-2,
el analisis unifactorial (ANOVA) (Tabla 14 y 15) no revelo diferencias significativas entre
sus valores de ICso (11.95 y 20.84 pg/mL, respectivamente; p = 0.1781), como se observa
en la Figura 12. Esto contrasta con lo esperado segun Jespersen et al. (2004), quienes
indicaron que esta técnica prolonga la vida media de los compuestos sensibles y mejora
su capacidad de absorcion en el organismo. Sin embargo, esta aparente contradiccion
podria explicarse por las limitaciones inherentes a los ensayos in vitro. La literatura
cientifica reciente ha identificado una importante discrepancia entre resultados obtenidos
in vitro e in vivo en sistemas de nanoencapsulacion. Rodell et al. (2021), utilizando
analogos fluorescentes para medir la ocupacién del objetivo terapéutico, descubrieron que
aunque los beneficios pueden no ser evidentes en células aisladas, en organismos
completos las nanoparticulas se acumulan efectivamente en los tejidos tumorales gracias
a las células del estroma tumoral. Esta observacion sugiere que, a pesar de no mostrar
ventajas significativas en nuestros ensayos in vitro, la FC nanoencapsulada podria ofrecer
beneficios importantes en aplicaciones clinicas. Berger et al. (2022) profundizaron en esta
discrepancia mediante analisis de la corona de proteinas en las nanoparticulas,
proponiendo que los modelos in vitro convencionales no reproducen adecuadamente las
complejas interacciones biolégicas que ocurren in vivo. Para reducir esta brecha,
recomiendan implementar modelos mas sofisticados como cultivos celulares
tridimensionales y condiciones de flujo que simulen mejor el microambiente fisioldgico.
Estos hallazgos subrayan la importancia de evaluar las formulaciones nanoencapsuladas
en modelos in vivo antes de descartar su potencial terapéutico basandose Unicamente en

resultados de cultivos celulares.
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VIII CONCLUSION

El presente estudio demuestra el potencial terapéutico anticancerigeno de extractos
naturales, destacando la FC aislada de Arthrospira maxima. Los andlisis fitoquimicos
confirmaron perfiles consistentes con investigaciones previas, validando la presencia de
metabolitos secundarios especificos en cada extracto evaluado. La ausencia de actividad
hemolitica en el extracto de FC, incluso a altas concentraciones (<2.58%), representa una
ventaja significativa frente a otros extractos como Ruta chalepensis (Ruda) y Larrea
tridentata (Gobernadora), que mostraron hemdlisis considerable a concentraciones

superiores a 600 ppm.

El extracto de FC demostrd una actividad citotoxica excepcional contra lineas celulares
cancerigenas, particularmente las de origen colorrectal (CaCo-2, CT-26) y hepatico
(HepG2), con valores de ICso cercanos a 10 pg/mL, clasificindose como "altamente
activo" segun los criterios del Instituto Nacional del Cancer. Mas relevante ain fue su
notable selectividad, evidenciada por indices de selectividad que superaron ampliamente
el umbral considerado como prometedor para desarrollo farmacoldgico (IS > 3),
alcanzando valores de hasta 128.52 cuando se comparé con células normales J774. Este
perfil de selectividad superd incluso al de la vincristina, farmaco antineoplésico de

referencia.

La estrategia de nanoencapsulacion mediante PLGA 50:50 resultd exitosa, generando
nanoparticulas con caracteristicas fisicoquimicas dptimas (tamafio de 179.3 nm, indice de
polidispersidad de 0.083 y eficiencia de encapsulacion del 82.7%). Si bien no se
observaron diferencias significativas en la actividad citotoxica entre FC libre y
nanoencapsulada en ensayos in vitro, la formulacion nanoparticulada podria ofrecer
ventajas importantes en aplicaciones in vivo, particularmente en términos de estabilidad,
biodisponibilidad y administracion dirigida. Estos hallazgos posicionan a la ficocianina
de A. maxima como un candidato prometedor para el desarrollo de nuevas estrategias
terapéuticas contra el cancer colorrectal y hepatico, con un perfil de seguridad superior al

de tratamientos convencionales.

45



IX PERSPECTIVAS

Los resultados obtenidos en esta investigacion abren importantes oportunidades para el
desarrollo futuro de la ficocianina como agente terapéutico anticancerigeno. Como
siguiente paso, se propone la purificacion completa de la proteina para obtener un
compuesto de alta pureza que permita realizar una caracterizacién estructural detallada.
Esta caracterizacion incluird el analisis de la composicion, estructura tridimensional y
propiedades fisicoquimicas de la ficocianina, lo que proporcionara informacion esencial
sobre sus mecanismos de accion a nivel molecular. Una vez determinada la estructura
completa, sera posible identificar los dominios especificos responsables de la actividad
anticancerigena selectiva observada en células colorrectales y hepaticas. Este
conocimiento permitira disefiar modificaciones quimicas dirigidas en regiones especificas
de la proteina para potenciar su actividad bioldgica, mejorar su estabilidad y optimizar su
selectividad hacia células tumorales. Adicionalmente, se continuard perfeccionando los
sistemas de nanoencapsulacion para mejorar la biodisponibilidad y dirigir el compuesto

especificamente a los tejidos diana.
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X1 ANEXOS

Anexo A. Protocolos detallados de analisis fitoquimico
A.1 Alcaloides

Procedimiento: Homogenizar 0.5 g de extracto con 5 mL de HCI 1%. Filtrar y dividir el
filtrado en tres porciones iguales. Afadir a cada porcion 2-3 gotas de los reactivos de

Dragendorff, Mayer y Wagner, respectivamente.
Interpretacion:

Reactivo de Dragendorff: precipitado naranja-rojizo (+)
Reactivo de Mayer: precipitado blanco-amarillento (+)
Reactivo de Wagner: precipitado marrén (+)

Fundamento: Los alcaloides reaccionan con los reactivos que contienen yodo
(Dragendorff, Mayer y Wagner), formando compuestos insolubles que precipitan con
colores especificos.

A.2 Quinonas

Procedimiento: Homogenizar 0.5 g de extracto con 10 mL de éter de petréleo. Filtrar y al
filtrado afiadir 1 mL de NaOH 10%. Agitar vigorosamente y dejar reposar hasta separacion

de fases.
Interpretacion: Coloracion rojiza en la fase acuosa indica presencia de quinonas (+).

Fundamento: Las quinonas se extraen en medio basico desarrollando coloracion

caracteristica por formacion de sales alcalinas.
A.3 Esteroles y triterpenos (Reaccién de Liebermann-Burchard)

Procedimiento: Homogenizar 0.5 g de extracto con 5 mL de cloroformo. Filtrar y al
filtrado afiadir 3 gotas de anhidrido acético y 1 gota de &cido sulfdrico concentrado.

Observar inmediatamente.

61



Interpretacion:
Color verde-azulado: esteroles (+)
Color rojizo-parpura: triterpenos (+)

Fundamento: Reaccidn de deshidratacion y oxidacion que forma cromdéforos especificos

para cada tipo de compuesto.
A.4 Flavonoides (Reaccion de Shinoda)

Procedimiento: Homogenizar 0.5 g de extracto con 5 mL de etanol 70%. Filtrar y al
filtrado afiadir 0.5 g de magnesio metalico y 5 gotas de HCI concentrado. Observar

después de 2-3 minutos.

El magnesio en medio acido reduce los flavonoides, transformandolos en compuestos
coloreados (antocianidinas) que producen las coloraciones rojizas-anaranjadas

caracteristicas.
A.5 Taninos

Procedimiento: Homogenizar 0.5 g de extracto con 5 mL de agua destilada. Filtrar y al

filtrado afadir 3-4 gotas de FeCls 1%. Observar inmediatamente.
Interpretacion: Color verde-azulado o negro-azulado indica presencia de taninos (+).

Fundamento: Formacion de complejos coloreados entre grupos fenélicos de los taninos y

iones férricos.
A.6 Saponinas (indice de espuma)

Procedimiento: Homogenizar 0.5 g de extracto con 10 mL de agua destilada. Filtrar, tomar
1 mL del filtrado y diluir con 9 mL de agua destilada. Agitar vigorosamente durante 30

segundos y dejar reposar.

Interpretacion: Formacion de espuma estable >1 cm de altura que persiste por mas de 30

minutos indica saponinas (+).

Fundamento: Propiedades tensoactivas de las saponinas que reducen la tension superficial

del agua.
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A.7 Cumarinas

Procedimiento: Homogenizar 0.5 g de extracto con 5 mL de etanol 70%. Filtrar y dividir
el filtrado en dos tubos. A uno de los tubos afadir 0.5 mL de KOH 10%. Observar ambos

tubos bajo luz UV (365 nm).

Interpretacion: Fluorescencia azul o verde intensa en el tubo con KOH, ausente en el

control, indica cumarinas (+).

Fundamento: Las cumarinas desarrollan fluorescencia caracteristica en medio basico por

ionizacion de grupos fendlicos.
A.8 Sesquiterpenlactonas

Procedimiento: Homogenizar 0.5 g de extracto con 5 mL de diclorometano. Filtrar y
concentrar el filtrado a 1 mL por evaporacion suave. Afiadir 2 gotas de KOH metandlico

2% y 2 gotas de nitroprusiato de sodio 1%. Observar la secuencia de colores.

Interpretacion: Secuencia de coloracion roja — violeta — azul indica sesquiterpenlactonas
(+).

Fundamento: Hidrolisis basica del anillo lacténico seguida de reaccidn con nitroprusiato

que detecta grupos carbonilo.
A.9 Carbohidratos (Reaccion de Molisch)

Procedimiento: Homogenizar 0.5 g de extracto con 5 mL de agua destilada. Filtrar y al
filtrado afiadir 2 gotas de reactivo de Molisch (a-naftol 5% en etanol). Afadir

cuidadosamente 2 mL de H.SO4 concentrado por las paredes del tubo, sin mezclar.
Interpretacion: Formacion de un anillo violeta en la interfase indica carbohidratos (+).

Fundamento: Deshidratacion de carbohidratos por acido sulfdrico formando furfural, que

condensa con a-naftol produciendo un compuesto coloreado.
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