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RESUMEN

El céncer es una enfermedad que amenaza la vida de la poblacién actual y proyecta
ser uno de los problemas de salud méas graves en los proximos afios. Motivo por el
que es importante el estudio de las especies vegetales, a fin de descubrir nuevos
principios activos que presenten actividad antitumoral. Ademas, de métodos que les
atribuyan estabilidad frente a condiciones adversas y mejoren su actividad bioldgica.
El presente proyecto tuvo como objetivo evaluar la influencia de la
microencapsulacion en la actividad antitumoral de extractos vegetales de L. meyenii,
B. gasipaes y P. alliacea. Los extractos fueron obtenidos y microencapsulados para
posteriormente ser evaluados en tres lineas tumorales y una linea no tumoral
utilizando el ensayo de proliferacion con MTT y el ensayo de viabilidad con cristal
violeta. Los resultados del MTT demostraron que los microencapsulados requirieron
mayor concentracion de solidos totales en comparacion con los liquidos para inhibir
el 50 por ciento de la proliferacion celular. En los extractos liquidos y
microencapsulados, B. gasipaes y P. alliacea fueron los mas eficientes
respectivamente. Sin embargo, considerando su influencia sobre las células normales
mediante el indice terapéutico, resultaron ser mas eficientes el extracto
microencapsulado de P. alliacea frente a HT-29 y el extracto liquido de L. meyenii
para inhibir todas las lineas tumorales. Estos resultados fueron contrastados con el
cristal violeta y en algunos casos se obtuvieron los mismos resultados, y en otros se
demostré que ciertos extractos solo inhibieron la proliferacion, pero no causaron

muerte celular.

Palabras clave: Céancer, Microencapsulacion, Extractos vegetales, MTT, Cristal

violeta
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ABSTRACT

Cancer is a life-threatening disease that currently affects the population and is
projected to be one of the most serious health problems in the coming years. This is
why the study of plant species is important in order to discover new active principles
with antitumoral activity. In addition, methods that provide stability against adverse
conditions and improve their biological activity are also important. The present
project aimed to evaluate the influence of microencapsulation on the antitumoral
activity of plant extracts from L. meyenii, B. gasipaes and P. alliacea. The extracts
were obtained and microencapsulated, and then evaluated on three tumor lines and
one non-tumor line using the MTT proliferation assay and the viability assay with
crystal violet. The MTT results showed that the microencapsulated extracts required
a higher concentration of total solids compared to the liquids to inhibit 50 percent of
cell proliferation. Among the liquid and microencapsulated extracts, B. gasipaes and
P. alliacea were the most efficient, respectively. However, considering their
influence on normal cells through the therapeutic index, the microencapsulated
extract of P. alliacea was more efficient against HT-29 and the liquid extract of L.
meyenii was most effective in inhibiting all tumor lines. These results were
contrasted with crystal violet and in some cases the same result was obtained, while
in others it was demonstrated that certain extracts only inhibited proliferation but did

not cause cell death.

Keywords: Cancer, Microencapsulation, Plant extracts, MTT, Crystal violet

XVi



CAPITULO |

MARCO TEORICO

1.1. Antecedentes investigativos

1.1.1. Definicién del cancer

El cancer es un conjunto de enfermedades que se caracterizan por la proliferacion
exagerada de células que han perdido su capacidad de morir al adquirir propiedades
que las mantienen inmortalizadas. Desarrollando tumores y mecanismos que
conducen a su diseminacioén por otros tejidos hasta afectar en sus funciones y
repercutir sobre la vitalidad de la persona (Organizacion Mundial de la Salud,
2022).

1.1.2. Incidencia del cancer

1.1.2.3. En el mundo

En la actualidad se estima que el cancer es una de las principales causas de muerte a
nivel mundial (Instituto Nacional del Cancer, 2020). De acuerdo con la OMS
(2022) en el afio 2020, aproximadamente 9.9 millones de personas murieron a causa
de este padecimiento, y surgieron 19.2 millones de enfermos en el mundo. En base a
sus proyecciones, para el afio 2040 el nimero de diagndsticos con cancer alcanzara
un estimado de 28.9 millones de casos, y el nimero de muertes llegara a 16.2
millones de personas. Siendo asi que actualmente, los tipos de cancer que presentan
mayor incidencia a nivel mundial son el de mama, pulmon, colorrectal, piel y
gastrico. Sin embargo, jerarquicamente los que presentan mayor mortalidad son el de

pulmon, colorrectal, hepético, gastrico y de mama (Sung et al., 2021).



1.1.2.4. En el Ecuador

Una perspectiva en el Ecuador sefiala que durante el 2020 fallecieron 15.123
personas, se registraron 29.273 casos nuevos y 76.062 pacientes llevan luchando
contra esta enfermedad durante los Gltimos cinco afios. Reflejando asi que el cancer
es un serio problema de salud para la poblacion ecuatoriana (NCI, 2020). De los
casos diagnosticados principalmente destacan su incidencia, el de mama, proéstata,
colorrectal, estbmago y tiroides. Sin embargo, los mas mortiferos en el pais se son el

de estébmago, colorrectal, prostata y pulmén (Global Cancer Observatory, 2022).

1.1.3. Factores de riesgo asociados al cancer

Las principales causas con las que se asocia esta enfermedad son la transmision
hereditaria, infecciones virales, condiciones ambientales como exposicion a agentes
quimicos mutagénicos y radiacién ionizante. Ademas, malos habitos de vida como
consumo excesivo de alcohol, tabaco, sobrepeso y baja ingesta de alimentos
antioxidante. Factores que impiden la neutralizacion de las especies reactivas de

oxigeno capaces de causar dafios en el material genético (Valle et al., 2017).

American Cancer Society (2021) sefiala que, si bien el cancer puede llegar a ser una
enfermedad mortal, existen algunos casos que pueden ser curables y otros no, esto en
funcion del tipo, la etapa en la que se encuentra y el tratamiento con el que se lo
enfrenta. De manera que un diagnéstico oportuno permite acceder de manera
temprana a tratamientos como la intervencion quirurgica, quimioterapia, radioterapia,
inmunoterapia, terapia dirigida, etc. (Instituto Nacional del Céancer, 2022). Sin
embargo, el problema radica en un diagnostico oportuno de la enfermedad, ya que en
algunos casos existe ausencia de sintomas durante las primeras fases y a veces hasta
en la etapa terminal. Otro problema es que cuando ya se estan administrando las
terapias se producen efectos secundarios a causa de la citotoxicidad de sus
componentes (CDC, 2022). Motivo por el que es importante la busqueda de
principios activos dirigidos a células tumorales sin que repercutan considerablemente

en las células sanas.



1.1.4. Importancias del estudio de las especies vegetales presentes en el

Ecuador

El Ecuador es uno de los paises con mayor diversidad en el mundo, ya que cuenta
con alrededor del 10% de las especies vegetales que existen en la tierra. Esto a causa
de su variabilidad climatica, que le permite una distribucion de alrededor de 10 mil
especies en la region norte de la Sierra, 8200 en la del Oriente y aproximadamente
250 especies introducidas y 600 nativas en las Islas Galapagos. Sin mencionar las 25
mil especies de arboles presentes en todo el Ecuador (Velastegui, 2018).

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (2022) el 80% de la poblacion mundial
tiene aceptacion por medicamentos basados en plantas medicinales. Motivo por el
que es fundamental el estudio de estas especies en el Ecuador, a fin de descubrir
nuevos principios activos que tengan funciones terapéuticas frente a enfermedades
como el cancer. Generando un punto de partida para el desarrollo de nuevos
farmacos y terapias que reduzcan la incidencia de esta enfermedad. Es asi que a lo
largo de la historia el uso de extractos vegetales ha sido comun en la medicina
tradicional, ya que ha permitido obtener buenos resultados para resolver varias
dolencias. Sin embargo, su aprovechamiento no siempre ha sido él mas éptimo
debido a las vias de administracion y degradacion de los metabolitos durante los

procesos de extraccion y fraccionamiento (Schéfer et al., 2016).

La utilizacién de extractos crudos en comparacion con moléculas independientes ha
presentado una gran ventaja, debido a que los extractos vegetales presentan muchos
componentes bioactivos que pueden actuar de manera sinérgica sobre uno o
diferentes targets contra una enfermedad (Barba et al., 2022). No obstante, para la
evaluacion de la actividad bioldgica de un extracto vegetal es necesario estudiar sus
componentes juntos y fraccionados a fin de corroborar la influencia de cada
metabolito, dado que en ocasiones también podria presentarse un efecto antagonico
entre cada uno de sus componentes (Pérez et al., 2017). Es asi, que para el presente
proyecto de investigacion se han seleccionado tres especies vegetales para ser

estudiadas, mismas que se describen taxonémicamente en la Tabla 1.



Tabla 1.

Clasificacion taxonomica de las especies vegetales utilizadas

Nombre comun Maca Chonta Anamu
Dominio Eucariota Eucariota Eucariota
Reino Plantae Plantae Plantae
Division Tracheophyta Tracheophyta Tracheophyta
Clase Magnoliopsida Magnoliopsida Magnoliopsida
Orden Brassicales Arecales Caryophyllales
Familia Brassicaceae Arecaceae Phytolaccaceae
Género Lepidium Bactris Petiveria
Especie meyenii gasipaes alliacea

Fuente: (ITIS, 2022).

1.1.4.1. Caracteristicas y propiedades medicinales de L. meyenii

L. meyenii, cominmente conocida como maca, es una planta herbacea que ha sido
cultivada por sus efectos medicinales durante 1300 — 2000 afios en Perd, y en China
desde el afio 1900. A esta planta se le atribuye principalmente beneficios en la salud
sexual y reproductiva por aumentar la produccion y motilidad de los
espermatozoides, incrementar el livido, combatir la hiperplasia prostatica benigna,
reducir los sintomas de la menopausia, la ansiedad, el estrés y la fatiga (Beharry &
Heinrich, 2018). Ademas, investigaciones recientes sefialan que tiene un efecto
antitumoral frente a las lineas celulares de cancer de colon, cancer de pulmdn, cancer

de higado, cancer de mama y leucemia (Fu et al., 2021).

1.1.4.2. Caracteristicas y propiedades medicinales de B. gasipaes

B. gasipaes, también llamada chontaduro en el Ecuador, es una de las primeras
palmeras que han sido domesticadas por los pueblos indigenas precolombinos, esto

debido a que su fruto resulta ser comestible y su madera tiene una amplia variedad de
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utilidades. Sus condiciones de cultivo estan por debajo de los 800 msnm con una
temperatura media anual mayor a 24 °C y una precipitacion de 2000 a 5000 mm. Con
respecto a su ubicacion geogréafica, se sefiala que se encuentra distribuida desde el
suroeste y oeste de la Amazonia, pasando por la costa del Ecuador hasta el sur de
Centroamérica (Galluzzi et al., 2015). En funcion a estudios preliminares, se ha
determinado que esta especie vegetal tienen un bajo indice de sodio y azucar, es rica
en fibra, tiene grasas, 8 aminoacidos esenciales y altos niveles de betacarotenos.
Motivo por el que se la considera como una planta que combate el estrés oxidativo y
ayuda a prevenir las enfermedades asociadas a este, como el cancer (Martinez et al.,
2017).

1.1.4.3. Caracteristicas y propiedades medicinales de P. alliacea

P. alliacea es un arbusto perenne originario de la Selva amazénica. Sin embargo,
también se lo puede encontrar en otras regiones del mundo como en el Caribe,
sureste de Estados Unidos, Centroamérica y algunas zonas tropicales (Cal et al.,
2022). La literatura menciona que esta especie vegetal cuenta con propiedades
diuréticas, antiespasmadicas, antiinflamatorias, antitumorales y tiene la capacidad de

actuar como un analgeésico frente a dolores de cabeza (Fiorentino & Uruefia, 2018).

1.1.5. Microencapsulacion

Los extractos vegetales son una mezcla compleja de sustancias bioactivas con efectos
antimicrobianos, antioxidantes, antivirales, antitumorales, entre otros (Rodriguez &
Lépez, 2021). De manera que, muchos de sus constituyentes presentan desafios de
estabilidad con respecto al tiempo. Principalmente por las condiciones de
almacenamiento ligadas a la temperatura, exposicion al oxigeno ambiental, luz o
simplemente interaccion entre si que produzcan cambios en el pH y repercutan sobre
su actividad bioldgica (Enaru et al., 2021). Con base en esta premisa, se requiere
métodos que brinden estabilidad fisicoquimica a aquellos metabolitos ante
condiciones que los puedan afectar. Siendo la microencapsulacion uno de los
métodos de conservacion mas utilizados en la industria alimenticia y farmacéutica de

componentes activos (Peanparkdee et al., 2016). Misma que se fundamenta en la



encapsulacion de sustancias liquidas, sélidas y gaseosas usando una matriz
polimérica que puede ser de origen natural o sintético (Sousa et al., 2022).
Cualidades que impiden el dafio por oxidacion de los principios activos y facilitan la
administracion de productos alimenticios y farmacéuticos al enmascarar olores y

sabores desagradables (L6pez, 2010).

En la industria farmacéutica, la microencapsulacion ha permitido elaborar
medicamentos biocompatibles con liberacion controlada sobre sitios especificos del
organismo a fin de incrementar su efecto terapéutico (Long et al., 2015). Los
procesos de microencapsulacion se pueden ejecutar a través de principios
fisicoquimicos, quimicos y mecanicos. Teécnicas como la coacervacion,
polimerizacion in situ, secado por pulverizacion, secado en frio, fluidos supercriticos,
electropulverizacion coaxial y revestimiento de lecho fluidizado (Ozkan et al.,
2019). De los que destaca el secado por aspersion, dado que es el mas utilizado por
ser rapido, econdémico, eficiente y escalable a nivel industrial (Rodriguez & Lopez,
2021).

1.1.5.1. Secado por aspersion

Es un método que consiste en atomizar una solucién, emulsidn o una suspension para
someterla a una corriente de gas caliente (generalmente aire) a temperaturas de
entrada de 100 — 200 °C, con el objetivo de eliminar el liquido de las gotas de
manera radial a través del secado (Esquivel et al., 2015). Generando
simultaneamente un recubrimiento esférico con un polimero a medida que desciende
la temperatura entre 50-80 °C (Hernéndez et al., 2016). Permitiendo la generacion

de microcapsulas o microesferas de 20 um - 200 um de tamafio (L6pez, 2010).



1.1.5.1.2. Ventajas de la microencapsulacién mediante el secado por aspersion

o Altos niveles de rendimiento y eficiencia

o Producto en polvo facil de manejar

o Resultados reproducibles

o Bajo costos de operacion

o Permite la utilizacion de compuestos con diferente composicion y polaridad
o Corto tiempo de operacion

o Aplicabilidad industrial

(Calderon & Ponce, 2022).

1.1.5.1.3. Desventajas de la microencapsulacion mediante el secado por

aspersion
o No recomendado para particulas no uniformes
o Puede generar agregados

(Calderén & Ponce, 2022).

1.1.5.2. Polimeros utilizados en la microencapsulacion

En el campo de la biomedicina, la microencapsulacion suele realizarse con polimeros
de origen natural o sintético. Con respecto a los naturales se dice que son
susceptibles a sufrir variabilidad en su pureza al dejar residuos tdxicos utilizados
durante su extraccion, dentro de este grupo de polimeros se puede mencionar al
alginato. En funcion a los sintéticos se puede decir que permiten controlar de mejor
manera su funcionalidad, un claro ejemplo es el poli(etilenglicol) (PEG) mismo que
es comunmente utilizado en ensayos biologicos por su baja toxicidad y alta
biocompatibilidad (Marikar et al., 2022). Existen muchos otros tipos de polimeros
como el colageno, gelatina, fibrina, poli acetato de vinilo, quitosano, hialuronato, etc.
(Olabisi, 2015). Sin embargo, los que se usan en el presente proyecto de

investigacion son la maltodextrina y la goma arabiga.



1.1.5.2.1. Maltodextrina:

Es un tipo de polimero perteneciente al grupo de oligosacaridos por poseer varias
unidades de D-glucosa formada a partir de la hidrolisis del almiddn, lo que la hace
facilmente digerible al emplearla como aditivo alimentario (Figura 1). Con respecto
a sus propiedades se puede decir que es inolora, tiene baja higroscopicidad, es

soluble en agua, no es toxica y puede ser consumida (Kowalska et al., 2022).

Figura 1.

Estructura molecular de la maltodextrina

CH,OH CH,OH CH,OH
0 0 o)
OH OH OH
OH o) o) OH
OH OH J, OH

Fuente: Guntero et al. (2021).

1.1.5.2.2. Goma aréabiga:

Es un polimero natural obtenido a partir de especies vegetales del género Acacia,
especificamente de A. Senegal, planta que crece en el continente africano. Las
caracteristicas mas relevantes de este polimero son su baja viscosidad, propiedades
emulsionantes y alta solubilidad en agua. Motivo por el que es usada directamente en
ensayos bioldgicos (Kowalska et al., 2022). Con respecto a su estructura se puede
decir que es altamente ramificada, ya que contiene D-galactosa (Gal), L-arabinosa
(Ara), acido D-glucurénico (GUA) y L-ramnosa (Rha) unidades D-galactopiranosa
(Figura 2), lo que la hace estable en un amplio rango de pH (Arteaga & Arteaga,
2016).



Figura 2.
Estructura molecular de la goma arabiga
GUA
Ara-Rha-Gal- Ara-Gal
-Gal-Gal-Gal-Gal-Gal-Gal-

Ara-Rha-Gal-Ara-Gal GLI.A.ra— Gal-Rha-Ara
Ara-Rha-Gal- Ara- Gal Gal Ara-Gal-Rha- Ara
Ara-Rha-Gal Ara-Gal Gal. Ara-Gal-Rha- Ara

Fuente: Vicente (2018).
1.1.5.3. Caracteristicas de las microcapsulas y microesferas

Las microcapsulas tienen una estructura constituida por un nucleo donde se
encuentran particulas sélidas, liquidas o gaseosas recubiertas por una superficie
externa de algun tipo de polimero. Por otro lado, las microesferas se caracterizan por
poseer el agente activo de manera dispersa a través del polimero que conforma el

sistema matricial (Figura 3) (Sousa et al., 2022).

Figura 3.

Estructura de las microcéapsulas y microesferas

Nicleo Recubrimiento polimérico Componente activo Matriz polimérica

Componente activo

Microcédpsula Microesfera

Adaptado de: Sousa et al. (2022).
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1.1.6. Andlisis de la actividad citotoxica en lineas celulares de mamifero

En la busqueda de moléculas con actividad antitumoral es fundamental la realizacion
de ensayos de citotoxicidad in vitro, ya que representan una alternativa rentable y
reproducible en comparacion con otros modelos de estudio, como en animales, donde
se tiene dificultades con respecto a costos y limitaciones por la respuesta diferente de
la fisiologia entre las especies (Ling et al., 2019). Los estudios de citotoxicidad se
fundamentan en una gran variedad de ensayos que se enfocan en determinar aspectos
como la integridad de la membrana celular, fragmentacion de ADN, actividad de las
oxidorreductasas, caspasas y telomerasas, cuantificacion de la poblacion celular y
determinacién de los mecanismos de muerte (Gordon et al., 2018). De manera que
para tener una mejor comprension de los efectos citotdxicos se recomienda realizar

varios de estos ensayos paralelamente (Barba et al., 2022).

1.1.6.1. Ensayo de proliferacion celular con MTT

El ensayo de bromuro de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5 difeniltetrazolio (MTT), es
uno de los mas aceptados en las pruebas de citotoxicidad (Van Tonder et al., 2015).
El mecanismo consiste en que el reactivo de MTT atraviesa la membrana celular y
mitocondrial gracias a sus propiedades lipofilicas y a la carga positiva presente en el
anillo de tetrazol cuaternario que contiene su estructura. Una vez en el interior del
organelo, el reactivo se reduce por accion de las oxidorreductasas, deshidrogenasas y
donantes de electrones como el NADPH, produciendo una molécula insoluble de
color azul denominada formazan (Figura 4), misma que al encontrarse en forma de
cristal se disuelve en un solvente organico para ser leida a 570 nm. Obteniendo un
resultado directamente proporcional a la actividad metabdlica de la célula (Ghasemi
etal., 2021).
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Figura 4.

Mecanismo de accién del ensayo MTT

i MTT
(2]~ ™ MTT 4 concentratio
reduction € Metabc

Extracellular

Extracellular MTT reduction by formazan

released/secreted biomolecules

Optical interference
Chemical interference
Biological interference

Formazan-solubilizing
agent

Treatment
Culture media

Fuente: Ghasemi et al. (2021).

1.1.6.2. Ensayo de viabilidad celular con cristal violeta

Es un método que se fundamenta en la capacidad de las células vivas en mantenerse
adheridas a la superficie de cultivo. Caracteristica que se aprovecha para retirar las
células muertas mediante absorcion y dejar Unicamente las células viables para ser
teflidas con el reactivo de cristal violeta. Mismo que presenta afinidad por el
material genético y permite la estimacion de celulas viables. (Figura 5)
(Gajski et al., 2016).

Figura b.
Ejemplo de un ensayo de viabilidad con cristal violeta

Fuente: Diaz et al. (2020).
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1.2.  Objetivos

1.2.1. Objetivo General

Evaluar el efecto de la microencapsulacion sobre la capacidad antitumoral de

extractos vegetales de L. meyenii, B. gasipaes y P. alliacea.

1.2.2 Obijetivos Especificos

e  Obtener los extractos liquidos de L. meyenii, B. gasipaes y P. alliacea.

o Microencapsular mediante secado por aspersion los extractos obtenidos,
empleando maltodextrina y goma arabiga como agentes encapsulantes.

o Estudiar la actividad antitumoral de los extractos liquidos y microencapsulados
sobre las lineas celulares a través del ensayo MTT y de viabilidad celular por
Cristal Violeta.

1.3.  Hipotesis
Las hipotesis de esta investigacion son:
e Hipdtesis nula
La microencapsulacion de los extractos vegetales no representa una ventaja sobre su

capacidad antitumoral para la eliminacion de células tumorales.

e Hipotesis alternativa
La microencapsulacion de los extractos vegetales representa una ventaja sobre su

capacidad antitumoral para la eliminacion de células tumorales.

1.4. Variables

Como variable dependiente se tiene la proliferacion y viabilidad de las células SK-
MEL-103, MDA-MB-231, HT-29 y NIH3T3, después de ser sometidas a los
extractos. Por otro lado, como variables independientes se tiene las concentraciones
y presentaciones del extracto (microencapsulado o liquido). Ademas, los tipos de

especies vegetales utilizadas.

12



CAPITULO II

METODOLOGIA

2.1. Materiales y recursos

Tabla 2.

Equipos de laboratorio

Equipos

Cantidad

Cabina de flujo laminar ESCO

Centrifuga HERMLE

Equipo de Bafio Maria Tecnoescala
Espectrofotometro UV-VIS Fisher Scientific
Espectroscopio infrarrojo TF Perkin Elmer
Homogeneizador de alta velocidad IKA
Incubadora de CO, ESCO

Microscopio Euromex

Mini spray dryer Bunchi — B295

Molino de piedras

Plancha de calentamiento VWR
Refrigerador Indurama

Secador de bandeja Smartheat Technology
Sistema de deteccion multimodo Cytation5 BioTek
Tanque criogénico Thermo

Rotavapor IKA

Balanza analitica Ohaus

Balanza de humedad KERN

T e T T o T T = e e e o e S N N = T e
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Tabla 3.

Materiales de laboratorio

Materiales Cantidad
Celda de cuarzo 1
Cubreobjetos 2
Embudo (8,3 cm) 1
Espatula 2

Flasks T75 Thermo scientific 32

Frasco ambar (1000 mL) 6

Fundas zipper ziploc 6
Hemocitometro Marienfeld 1
Membrana filtrante de 0,22 pm Whatman 3 rollos
Micropipeta (10-100) pL 1
Micropipeta (100-1000) pL 1

Papel filtr6 Whatman 1rollo
Pipetas Seroldgicas (10 mL) Eppendorf 4

Pipetas Serologicas (5 mL) Eppendorf 100 unidades
Placa de 96 pocillos Thermo Scientific ™ 48

Placas de 48 pocillos Thermo Scientific ™ 10
Probeta (100 mL) 4

Puntas de micropipeta 100 pl Thermo
Puntas de micropipeta 200 puL Thermo
Recipiente plastico

Tubos de centrifuga de 15 mL Falcon
Vaso de precipitacion (600 mL)
Vasos de precipitacion (100 mL)

Viales de criopreservacion (5 mL) Fisher Scientific

1000 unidades
1000 unidades
2

6

3

3

20
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Tabla 4.

Materiales e insumos de escritorio

Materiales Cantidad
Calculadora 1

Cofia Caja x 100 unidades
Cuaderno de laboratorio 1

Gafas de seguridad 1

Guantes de nitrilo 1 cajas x 50 pares
Léapiz 1

Mandil de laboratorio 1

Mascarillas 2 cajas x 100 unidades
Papel teresita 1rollo

Tabla 5.

Reactivos de laboratorio

Reactivos Cantidad
Agua destilada 3L
Maltodextrina 7009
Goma arabiga 7009
Etanol (70%) 4L
Etanol (96%) 1L
DMEM/F-12 (Corning) 1000 mL
Suero Fetal Bovino (FBS) 25 mL
Penicilina / Estreptomicina 50 mL
Nitrogeno liquido 5L
Tampon fosfato salino (PBS) 50 mL
Dimetilsulfoxido (DMSO) 50 mL
Azul de tripan 10 mL
Tripsina 10 mL
Bromuro de tetrazolio de azul de tiazolilo 25 mL
Cristal violeta 25 mL
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Reactivos Cantidad

Paraformaldehido 25 mL

Tabla 6.

Material vegetal

Material Vegetal Cantidad
Bayas de Chonta (B. gasipaes) 3 kg
Harina de maca (L. meyenii) 3 kg
Hojas de Anamu (P. alliacea) 3 kg
Tabla 7.

Lineas celulares

Material Celular Cantidad
HT-29 (carcinoma colorrectal humano) ATCC 1 linea
SK-MEL-103 (melanoma humano) ATCC 1 linea
MDA-MB-231 (carcinoma de mama humano) ATCC 1 linea

NIH3T3 (fibroblastos de embriones de ratdbn NIH suizo) 1 linea
ATCC

2.2. Metodologia

2.2.1. Metodologias de obtencion de los extractos vegetales

2.2.1.1. Maca: L. meyenii

En un vaso de precipitacion de 600 mL, se coloco una proporcion 1:10 de harina de
maca (L. meyenii) - etanol al 70%. Se llevé a la plancha de calentamiento (VWR) a
una temperatura de 50 °C con agitaciéon maxima de 1150 rpm, durante 30 minutos.

La temperatura fue constante y el tiempo transcurrido inicio desde que el material
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vegetal entro en contacto con el disolvente (solvente). Este proceso se realiz6 4 veces
para obtener la suficiente cantidad de extracto. Los extractos fueron filtrados, en
primera instancia con un lienzo y luego con un matraz kitosato y papel filtro de 0,22
pm (Whatman) dentro de un embudo Butchner. Se almaceno el extracto en un
recipiente ambar de 500 mL a fin de protegerlo de la luz y se llevo a refrigeracién
(Sevilla, 2017).

2.2.1.2. Chonta: B. gasipaes

Las bayas de B. gasipaes se lavaron con abundante agua y después se cortaron en
trozos para extraer las semillas y desecharlas. Los trozos se colocaron en un secador
de bandeja (Smartheat Technology) a 60 °C, durante un tiempo de 72 horas. Cuando
el material vegetal estuvo completamente seco se 1o molidé en un molino de piedra
(INOX-EQUIP) a fin de obtener un polvo fino. Consecutivamente, el polvo se

almacend en fundas ziploc en un sitio fresco y seco (Calle, 2020).

En un vaso de precipitado de 600 mL se adiciond el polvo obtenido y etanol al 96%
en una proporcion 1:70. Después, se realiz6 un tratamiento térmico a 70 °C durante
60 minutos y con agitacion magnética de 200 rpm en una plancha de calentamiento
(VWR). El material vegetal se dejo enfriar para centrifugarlo a 3000 rpm durante 10
minutos. Se obtuvo el sobrenadante y se deseché el material vegetal precipitado.
Finalmente, el extracto obtenido (sobrenadante) se almacend en un frasco ambar en
refrigeracion (Calle, 2020). Este proceso se realizd hasta utilizar un aproximado de

224,57 g de material vegetal.

2.2.1.3. Anamu: P. alliacea

Se realizaron algunas modificaciones a la metodologia propuesta por Camacho
(2014). De manera que, el material vegetal de esta especie fue lavado con abundante
agua y posteriormente secado a 60 °C durante 72 horas. Se pulverizé en un molino
de piedras a fin de obtener un polvo. Se mezcl6 en una proporcion 1:10 del material
vegetal molido y etanol al 70 % respectivamente en un vaso de precipitado de 1000

mL. Después se llevd a agitacion a 200 rpm durante 1 hora a 35 °C. La mezcla se
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filtré en un matraz kitosato con la ayuda de un embudo Butchner y una membrana de
0,22 um (Whatman). Finalmente, se almacend en botellas ambar para ser refrigerado
en un lugar donde no entre en contacto con la luz. EI proceso de extraccion se repitio

hasta utilizar un total de 400 g de material vegetal.

2.2.2. Eliminacién del disolvente de los extractos vegetales

Todos los extractos vegetales fueron sometidos a rotaevaporacion, con la finalidad de
eliminar el etanol utilizado durante el proceso de extraccion. Las condiciones
Optimas en esta etapa para B. gasipaes fueron de 68 °C de temperatura y 220 rpm.
Para L. meyenii fueron de 68°C y 230 rpm, y para P. alliacea de 35°C y 210 rpm. El

proceso termind cuando la columna de condensacién detuvo el descenso de etanol.

2.2.3. Cuantificacion de metabolitos presentes en los extractos

Para constatar la presencia de metabolitos en los extractos se determind moléculas de
referencias contenidas en los mismos, considerando su participacion antitumoral

directa o indirectamente, y que el método de analisis sea rapido y econémico.

2.2.3.1. Alcaloides en L meyenii

Para L. meyenii se cuantificé alcaloides debido a que sefiala que estos tienen
actividad biologica contra el cancer y por eso son utilizados comunmente en la
sintesis de farmacos inhibidores de mitosis y de topoisomerasas (American Cancer
Society, 2019). Se prepard una solucién de &cido citrico al 0,2 M, una solucion
buffer de fosfato y una solucion de verde bromocresol. Posteriormente, se prepard
una solucion estandar de cocaina de 1000 ppm (teodrica). Luego, se prepard cuatro
soluciones a concentraciones de 80,80 ppm, 40,40 ppm, 20,20 ppm y 10,10 ppm en
tubos de ensayo de 50 mL a partir de la solucion estandar experimental de cocaina
previamente elaborada (Ajanal et al., 2012).
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En la siguiente etapa se afiadid 5 g de extracto de L. meyenii junto a 5 mL de
solucion buffer de fosfato, 5 mL de solucion de acido citrico (2M), 5 mL de solucién
bromocresol y 10 mL de cloroformo, se mezclé bien. Después se realizo el mismo
proceso para las soluciones de la curva patron en vez del extracto. Se dejé reposar
hasta que se formaron dos fases. Se tomd una alicuota de la fase inferior para
realizar una lectura en el espectrofotometro UV-VIS (Fisher Scientific) a 470 nm. Se
hizo una lectura de una alicuota de cloroformo como blanco a 470 nmy se graficé la
curva en Excel y los calculos de la concentracion de alcaloides en la muestra (Ajanal
et al., 2012).

2.2.3.2. Carotenoides en B. gasipaes

En B. gasipaes se determind la presencia de carotenoides mediante el
espectrofotdbmetro UV-VIS (Fisher Scientific) a 472 nm. En donde se colocO una
celda etanol al 96% como blanco y en otra celda la muestra de extracto diluida a 10*
en etanol (96%), se hizo una diferencia de las absorbancias para eliminar el ruido y
finalmente se calcul6 utilizando la ecuacion 1 (Strati & Oreopoulou, 2011).

_Ax10*
~  E
Ecuacion 1. Célculo de la concentracién a partir de la absorbancia.
Donde:

A: Absorbancia del extracto a 472 nm

E: Coeficiente de absortividad de los carotenoides (3950 cm™ M)

C: concentracion en mg/L

2.2.3.3. Polifenoles en P. alliacea

Se utilizo el ensayo colorimétrico de Folin & Ciocalteu. Se prepard una solucién de
Na>,COz (7%) y una solucion stock de &cido galico (Img/mL). Se preparé la curva
patrén haciendo diluciones de 10 ppm, 25 ppm, 50 pmm, 100 ppm, 150 ppm y 200
ppm de &cido galico. Posteriormente, en una placa de 96 se colocé en el primer
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pocillo de 10 uL de agua destilada y en los seis pocillos siguientes 10 pL de cada
dilucion respectivamente y en el resto de los pocillos se colocé 10 uL de diluciones
del extracto a 10%, 102, 103, 10* y 10°. En todos los pocillos ya utilizados se completd
con 130 pL de agua destilada y seguidamente con 10 puL del reactivo de Folin &
Ciocalteu. Se cubri6 con papel aluminio durante 6 minutos y se afladié 100 pL de
Na;COz (7%). Se incubO durante 130 minutos y se leyé a 750 nm en el
espectrofotdmetro UV-VIS (Fisher Scientific). Los resultados se calcularon en Excel,

dando una respuesta en ppm de equivalente a &cido gélico (Baek et al., 2021).

2.2.3.4. Determinacioén de so6lidos totales

Se afiadio 3 mL de cada uno de los extractos concentrados en la balanza de humedad
y posteriormente se dejé secar a una temperatura de 120 °C hasta que el equipo
indico la eliminacién completa del componente liquido. El célculo se realiz6 con la

siguiente ecuacion.

% ST = 100- % humedad
Ecuacion 2. Solidos totales.

2.2.4. Microencapsulacion de los extractos vegetales

Cada uno de los extractos se microencapsulé en funcion a metodologias aplicadas en
anteriores proyectos de investigacion realizados por Calle (2020) y Sevilla (2017).
Esto con la finalidad de obtener resultados similares y economizar el tiempo de
analisis de los tipos de polimeros que se podrian utilizar. De manera que en la
microencapsulacion B. gasipaes y P. alliacea se utiliz6 una mezcla polimérica de

goma aradbiga y maltodextrina, y para L. meyenii se utiliz6 Gnicamente maltodextrina.
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2.2.4.1. Microencapsulacién de B. gasipaes

Para microencapsular el extracto obtenido de B. gasipaes, se preparar0é una emulsion
de extracto, maltodextrina, y goma arabiga en proporcién 1:1:1, esto a través de un
homogeneizador de alta velocidad a 2000 rpm durante un tiempo de 10 minutos con
la finalidad de obtener una emulsion de alto grado de dispersion. Luego, la emulsién
fue sometida a un secado por aspersion mediante un mini spray dryer (Bunchi —
B295). En donde el contenido ingreso manualmente a través de una manguera de
alimentacién. Una vez en su interior se sometié a las siguientes condiciones
previamente configuradas en el equipo.

e Temperatura de entrada: 150 °C

e Temperatura de salida: 90 °C

e Flujo de aire de secado: 100%

e Flujo de aire de atomizacion 500 L/h
Finalmente, el polvo obtenido se almacend en una funda zipper, evitando el ingreso
de humedad (Calle, 2020).

2.2.4.2. Microencapsulacion de L. meyenii

El extracto obtenido se mezclé en una plancha de calentamiento a 50 °C con
maltodextrina, en una proporcion 7:3 respectivamente. Luego, se llevd hasta el spray
dryer (Bunchi — B295) en donde se programo los siguientes parametros.

e Temperatura de entrada: 150 °C

e Temperatura de salida: 80 °C
Cuando termino el proceso de secado, se recolectd las particulas y fueron

almacenadas en fundas ziploc (Sevilla, 2017).

2.2.4.3. Microencapsulacion de P. alliacea

El extracto de P. alliacea, se mezclé en un homogeneizador de alta velocidad en una
proporcion de solidos totales, maltodextrina y goma ardbiga de 20:40:40
respectivamente. La mezcla se llevo al alimentador del Spray dryer para ser
microencapsulada con una temperatura de entrada de 150 °C y 80 °C de salida.
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2.2.4.4. Evaluacion de la eficiencia de la microencapsulacion por FT-IR

Se afiadio una pequefia cantidad de cada uno de los extractos microencapsulados en
el espectroscopio infrarrojo a fin de comenzar las lecturas, mismas que se
desarrollaron a un rango de longitud de onda de 500 - 4000 nm. Proceso que se
repitié con los extractos liquidos a fin de superponer las gréficas para interpretar mas

facilmente los resultados obtenidos.

2.2.5. Evaluacion antitumoral

El estudio de la actividad antitumoral se ejecutd mediante el ensayo de proliferacion
con MTT y de viabilidad con cristal violeta. El ensayo MTT permitio determinar la
capacidad de proliferacion celular y el ensayo de cristal violeta permitio analizar la
viabilidad celular. Esto a fin de contrastar los resultados, ya que pueden existir
compuestos activos que, a pesar de que inhiban los procesos de proliferacion, no
induzcan muerte. Ademas, se destaca la utilizacion de 3 lineas celulares cancerigenas
(MDA-MB-231, HT-29, SK-MEL-103) y un control (NIH3T3) perteneciente a un

fibroblasto de raton suizo.

2.2.5.1. Procedimientos de descongelacion de las células de mamifero

El primer dia de evaluacion antitumoral consistio en descongelar las lineas celulares
mencionadas en el proyecto. ElI primer paso fue precalentar el medio completo
(Medio DMEM Eagle modificado por Dulbecco con nutrientes F12, suplementado
con 10% de suero fetal bovino y 1 % de penicilina/estreptomicina-Corning) a 37 °C
en un equipo de bafio maria (Tecnoescala). Se extrajeron del tanque de
almacenamiento (Thermo) los viales que contenian las lineas celulares de interés. Se
sumergieron de manera parcial en bafio maria (Tecnoescala) y fueron descongelados
a 37 °C. Posteriormente, se resuspendio todo el contenido de cada una en tubos de
centrifuga de 15 mL con PBS. Luego, el contenido se centrifugd durante 5 minutos y
1400 rpm, esto con el fin de posteriormente eliminar el sobrenadante sin alterar el

sedimento celular.
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El sedimento celular se resuspendid mediante la adicion de 5 mL de medio
inicialmente precalentado. Se recolectd una pequefia cantidad de muestra para
determinar la viabilidad de las células, este procedimiento se realizo a través de la
coloracién con azul de tripan que se detalla en el punto 2.2.5.2.1. Se afiadié 6 mL de
medio en los flasks y sobre este se cultivd 5 mL de las suspensiones celulares. Se
colocaron los recipientes de cultivo en el incubador a 37 °C y 5% de CO2 durante 24
horas para que las células se adhieran al fondo del recipiente, pero antes se hizo
ligeros movimientos en cruz a fin de permitir una distribucion homogénea de las

celulas por toda la superficie.

2.2.5.2. Protocolo general de mantenimiento y pasaje de células de mamifero de

flask a placas de 96 pocillos

Después de 72 horas los recipientes cultivados en el incubador fueron obtenidos para
determinar de manera visual y microscopica si existio algun tipo de contaminacion o
un exceso de células muertas. Una vez que se verificO que todos los cultivos
estuvieran bien, se les retird el medio consumido. Se afiadio 5 mL de PBS con la
finalidad de lavarlas para retirar las células muertas o los precipitados del medio. Se
retird el PBS y se afiadié 3 mL de tripsina. Se incubd a 37 °C durante 5 minutos y se
realizd6 movimientos ligeros facilitando la separacion. Luego, la tripsina fue inhibida
mediante la adicion de 6 mL de medio completo. Se trasfirio el contenido de los
flasks a tubos de 15 mL. Los tubos se sometieron a centrifugacion durante 5 minutos
a 1400 rpm. Se les retiro el sobrenadante y se resuspendi6 cada uno con 4 05 mL. Se
realizo el recuento de células viables a través de la observacion en el hemocitometro
con el azul de tripan de una pequefia alicuota extraida de la solucion celular presente

en cada tubo.
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2.2.5.2.1. Recuento celular en el hemocitémetro

El primer paso fue extraer 100 pL de suspension celular y colocarlos en tubos de
microcentrifuga, después se afiadio 10 pL de azul de tripan y se mezclo
correctamente. Luego, se coloco la solucion celular preparada en la parte interna del
cubreobjetos. Se llevo hasta el microscopio y se observd haciendo un conteo de las

células viables en los cuadrados 1,3,7 y 9 (Figura 6).
e Ceélulas viables: Sin color.

e Células inviables:; Color azul.

Figura 6.
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Finalmente, se determind la densidad celular aplicando la ecuacion 3

células

- promedio del # de células por cuadro x Factor de dilucion x 10*

Ecuacion 3. Célculo de la concentracién de células por cada mL.
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En base a las concentraciones celulares que se determinaron de cada linea celular, se
realizaron calculos a fin de establecer la cantidad de medio y de suspension celular
necesaria para preparar soluciones de 1x10° células/mL. Debido a que esta
concentracion fue posible el cultivo de 1x10* células/pocillo al afiadir 100 pL de esta
en cada uno de los pocillos de 96. El calculo se realizd mediante la siguiente

ecuacion.

C1V1 = C2V2

Ecuacién 4. Volumen necesario de extracto

C1: concentracion celular de la suspension evaluada en el hemocitémetro
V1: Volumen necesario de suspension celular

C2: 1x10° células/mL

V2: Volumen final necesario (4 placas x 5 réplicas x 100 uL x 2) =4 mL

Posteriormente, se calculd la cantidad de medio para llegar a la concentracion

requerida mediante la siguiente ecuacion 5.

VDMEM = VZ— Vl

Ecuacioén 5. Volumen necesario de medio DMEM

Haciendo uso de una micropipeta multicanal se recolectd 100 pL de suspension
celular en las 8 puntas simultdneamente y se transfiri6 el volumen en cada uno de los
pocillos de las placas correspondientes a la linea celular. Este proceso se lo realizo
rapidamente y cada cierto tiempo con movimientos de los reservorios a fin de
impedir la precipitacion de las células y evitar que afecte a la homogeneidad de sus
supension. La suspension celular sobrante en los tubos de 15 mL de cada linea
celular se recolectd aproximadamente 500 uL o 750 pL y se los afiadié sobre 10 mL
de medio presentes en nuevos flask para llevarlos a la incubadora y utilizarlos en los

préximos ensayos.
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2.2.5.3. Adicion de los extractos sobre las lineas celulares

Se realizaron célculos del volumen necesario de cada uno los stocks de los extractos
liquidos y microencapsulados, y también la cantidad de medio necesario para
complementar las soluciones y obtener concentraciones optimas para la evaluacion
antitumoral. De manera que para los extractos liquidos 5 mg/mL fue lo mas
concentrado, para los microencapsulados 71,5 mg/mL y para los controles de
(maltodextrina y mezcla maltodextrina + goma arabiga) fue de 50 mg/mL. Luego de
24 horas de cultivo de las placas, se retird el medio de cada uno de los pocillos y se
afiadié los extractos en solucion con el DMEM previamente preparadas de menor
(control, solo medio DMEM) a mayor concentracion, siguiendo el orden que se
aprecia en el anexo 1y 2. Finalmente, se llevo a cultivo durante 72 horas a 37 °C, y
con una atmosfera humidificada al 5% de COx.

2.2.5.4. Ensayo para determinar la proliferacion celular (MTT)

Transcurridas las 72 horas, se utiliz6 el ensayo de colorante MTT (Bromuro de 3-
(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio) siguiendo el protocolo que indica el
proveedor. Se afiadid, 10 uL. de MTT (Stock = 5mg/mL) en cada pocillo (Sin retirar
el medio de cultivo) y se incub6 a 37 °C durante 1-2 horas, pasado este tiempo se
retir6 el medio y se adicion6 50 uL. de DMSO en cada pocillo, proceso algo similar a
como lo explica Rivas et al., (2016). Luego, se agitd durante 5 minutos a fin de
solubilizar los cristales de formazan para finalmente medir la absorbancia en un
sistema de deteccion multimodo Cytation5 (BioTek) a 570 nm (Ghasemi et al.,
2021).

Con los datos obtenidos se realiz6 el calculo del 1Cso (concentracién minima de
extracto que se necesita para inhibir el 50% de la proliferacion celular). Asi mismo se
generaron curvas de dosis-respuesta en Prism (GraphPad) utilizando celulas no
tratadas como control de proliferacion celular al 100%. Los indices terapéuticos (TI)
se calcularon como la inhibicién diferencial de la proliferacion entre las células no

tumorales y las células tumorales, utilizando la ecuacion 6.
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. ICs, de células no tumorales

ICs de células tumorales

Ecuacion 6. Calculo de los indices Terapéuticos

2.2.5.5. Ensayo para evaluar la viabilidad celular (cristal violeta)

Se sembraron las células en placas de 48 pocillos y se incubaron con las
concentraciones correspondientes a los ICso de cada compuesto obtenido en el
ensayo anterior. Después de la incubacion con los compuestos de prueba, las células
se lavaron con PBS y fueron fijadas en una placa mediante la adicion de
paraformaldehido al 4% durante 30 minutos a temperatura ambiente. Se retird el
paraformaldehido, se lavé con PBS Yy tifio con cristal violeta durante 30 minutos.
Finalmente, se escanearon y cuantificaron las absorbancias mediante un sistema de
deteccion multimodo Cytation (BioTek) a 570 nm. Se debe mencionar que las células
no tratadas se utilizaron como control de viabilidad celular al 100% (Geserick et al.,
2009).

2.2.6. Analisis de datos

Los resultados obtenidos de la proliferacién celular en la evaluacién antitumoral se
registraron en una tabla de Excel para calcular las medias en funcion a las réplicas de
cada uno de los experimentos. Los valores de las medias se transfirieron al programa
Prism (GraphPad), en donde los datos se transformaron a escala logaritmica.
Posteriormente, se generaron las graficas de 1Cso. Una vez obtenidas las graficas, se
compararon con los resultados del 1Csp, entre los resultados de las presentaciones
liquidas y microencapsuladas de un mismo tipo de planta. Luego, se compararon en
funcién del tipo de cada linea celular, a fin de esperar que su efecto no sea muy
agresivo en la linea no cancerigena NIH3T3 y finalmente se comparo el efecto de

manera general entre las especies vegetales.
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CAPITULO IlII

RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Obtencion de los extractos vegetales

En funcion a los parametros expuestos en la Tabla 8, se puede decir que los 5
primeros representan las condiciones empleadas en cada uno de los procesos de
obtencion de los extractos, mientras que los 6 Gltimos corresponden a los resultados

obtenidos para cada especie vegetal.

Tabla 8.

Resultados obtenidos del proceso de obtencion de los extractos vegetales

Parametros Extractos
Especie vegetal L. meyenii B. gasipaes P. alliacea
Tiempo de extraccion (min) 30 60 30
Temperatura de extraccién (°C) 50 70 35
Relacion MV:D 1:10 1:70 1:10
Disolvente Etanol 70% Etanol 96% Etanol 70%
Volumen de extracto obtenido (mL) 144 45 250
Metabolito de referencia Alcaloides Carotenoides Polifenoles
Concentracion de metabolitos (mg/mL) 0,090 1,07x10° +1,07x104% 7,92 +0,96°
% Humedad 57,86 + 0,26 27,82 +0,13 84,82 + 0,24
Sélidos totales (mg/mL) 421,4 + 2,65 721,8+1,3 151,8 £2,42
% Rendimiento * 39,92 + 0,25 14,46 = 0,02 9,48 £ 0,15

!La concentracion carece de desviacion estandar, dado que se realizd un Gnico analisis con 25 mL de
extracto a causa de la baja cantidad que se obtuvo. Se destaca que el resultado fue representativo y
que el laboratorio donde se realizé las mediciones posee acreditacion 1SO/IEC 17025:2006.

2L_a concentracion esta expresada en mg-eq de licopeno /mL.

3La concentracion esta expresada en mg-eq de &cido galico (GAE) /mL.

4 Rendimiento de solidos totales obtenidos en funcion de la cantidad de material vegetal utilizado.

MV: Material vegetal; D : Disolvente (Solvente)

A partir del porcentaje de humedad fue posible calcular la cantidad de sélidos totales

y el rendimiento de extraccion mediante una relacion con la cantidad de material
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vegetal utilizado en cada uno de los procesos de extraccion. Como se puede apreciar
en la Tabla 8, B. gasipaes present6 el menor porcentaje de humedad, pero la cantidad
de solidos totales obtenidos fue mayor; por otro lado, P. alliacea presentd el mayor
porcentaje de humedad, pero la cantidad de solidos totales obtenidos fue menor. Por

ultimo, L. meyenii presento el proceso de extraccion con mayor rendimiento.

Dado que existen multiples factores ligados a la concentracion de metabolitos y
solidos totales presentes en un extracto vegetal, los resultados obtenidos pueden ser
muy diversos en comparacion con la literatura. De acuerdo con Elgersma &
Sgegaard (2018) existen diferencias significativas entre diferentes especies, incluso
iguales cultivadas en un ambiente cercano (Koutsoukis et al., 2019). Esto podria ser
una de las causas de haber obtenido una concentracion de alcaloides en L. meyenii de
85,19 mg/kg (0,090 mg//mL) frente a los 75,3 mg/kg obtenidos de la metodologia
original. Por otra parte, el valor obtenido fue menor a 0,17 mg/mL reportado por
Zheng et al. (2000). En funcion al porcentaje de humedad (57,86 £ 0,26 %) se puede
decir que fue bastante cercano a 56,49 + 0,19 % de un analisis de maca (L.
peruvianum) descrito por Chacon (1990). Efecto que sugiere que la cantidad de
solidos totales también fue cercano al obtenido de 421,4 + 2,65 mg/mL. En un
estudio de Reyes & Yabar. (2011), el porcentaje de sélidos de un extracto de L.
meyenii fue menor, tanto con agua (18,43%, 184,3 mg/mL) como con etanol (21,5 %,
215 mg/mL). Lo que demuestra que la presente investigacion obtuvo resultados

bastante favorables en comparacion con otras investigaciones similares.

De acuerdo con los resultados obtenidos en B. gasipaes, la concentracion de
carotenoides fue de 1,07x10° + 1,07x10* mg/mL, resultado mucho menor en
comparacién con 7,16 mg/mL del estudio de Calle (2020), a pesar de ver utilizado la
misma metodologia. Esta diferencia tiene cierto grado de influencia por la madurez
del fruto, ya que en el presente estudio se emplearon frutos a un 65% de madurez en
comparacién con los usados en la metodologia precedente. Este suceso se contrasta
con una explicacion de Kapoor et al. (2022), donde sefiala el aumento de la sintesis
de carotenoides a medida que los frutos maduran. En un estudio similar, Ordofiez et
al. (2015) menciona que la concentraciébn méaxima obtenida de carotenoides en B.

gasipaes mediante extraccion asistida por ultrasonido fue de 163,47 mg/100 g de
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material vegetal (MV), y en otra investigacion desarrollada por Noronha et al.
(2019) se indica que con una mezcla de acetato de etilo con cetona fue posible
extraer 7,3 mg/100 g MV. Demostrando que en ambos estudios los resultados fueron
superiores en comparacion con el conseguido en la presente investigacion de 0,214
mg/100g MV (en las mismas unidades).

Con respecto a P. alliacea, se obtuvo una concentracion 7,92 + 0,96 mg GAE/mL,
valor que se encuentra dentro de los resultados conseguidos por Sariego et al.
(2015), donde describe concentraciones de entre 0,06 y 41,50 mg GAE/mL. La
concentracion obtenida en el presente estudio demuestra ser superior al valor de 7,57
mg/mL, alcanzado de una extraccion por percolacion con etanol al 80% y una
proporcion MV-solvente 1:8 realizado por Ochoa et al. (2013). No obstante, en ese
mismo estudio, se obtuvo una concentracion de solidos totales de 252,2 mg/mL
(25,22 mg/100 mL), mucho mejor en comparacion al resultado de 151,8 + 2,42

mg/mL obtenido de la presente investigacion.

En resumen, se puede decir que los resultados obtenidos de cada extracto se
sustentan con las condiciones manejadas durante el proceso de extraccion y con la
calidad del material vegetal. En ese sentido, Zhang et al. (2018) menciona que el
método de maceracion utilizado para los tres extractos no es tan eficiente en
comparacién a extracciones por soxhlet, reflujo y percolacion. No obstante, también
indica que controlar parametros que faciliten la solubilidad y difusividad, como la
temperatura, tamafio de particulas del material vegetal y el correcto solvente, pueden

aumentar el rendimiento de extraccion.

Por otro lado, se destaca la influencia que tiene el solvente y la temperatura en cada
uno de los procesos de extracciéon. Strati & Oreopoulou. (2011) sefiala que la
extraccion con etanol puede aumentar su eficiencia a 70 °C, al mejorar la difusiéon y
colapsar completamente los constituyentes celulares que albergan los metabolitos.
Sin embargo, en la presente investigacion las temperaturas fueron de 50, 70 y 35 °C,
con base en metodologias previamente estandarizadas que aseguran la integridad de

principios activos. Esto particularmente en los carotenoides de B. gasipaes, ya que
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Gheonea et al. (2020) indica que estos tienden a isomerizarse y perder actividad

bioldgica al estar expuestos a temperaturas demasiado altas.

El efecto del solvente se puede apreciar en el estudio de Strati & Oreopoulou.
(2011), donde se evaluaron las mejores condiciones de extraccion de carotenoides a
partir del tomate. Obteniendo un mejor resultado con el lactato de etilo en
comparacion con el etanol. Esto debido a que el etanol es una molécula polar, que si
bien permite solubilizar a los carotenoides, tiene mayor afinidad por las xantofilas
(carotenoides menos apolares) que por los carotenos (carotenoides apolares).
Mientras que el lactato de etilo, al ser un solvente de polaridad media, permite una
mejor interaccion ante ambos tipos de carotenoides, incrementando el rendimiento de
extraccion (Kua et al., 2016). Suceso también apreciado en la extraccion de
polifenoles, dado que Cheaib et al. (2018) sefiala que las mezclas hidroetandlicas

son mucho mas eficiente para obtener estos metabolitos.

3.2. Microencapsulacion de los extractos vegetales

Tabla 9.

Resultados del proceso de microencapsulacion de los extractos vegetales

Parametro de microencapsulacion

Extractos Temperatura de Temperatura de Polimeros Proporcion Rendimiento
entrada (°C) salida (°C) (ST:Polimero) (%)
L. meyenii 150 80 Mdx! 7:3 63,21
B. gasipaes 150 90 Mix? 1:1:1 66,94
P. alliacea 150 80 Mix?2 20:40:40 82,97

1 Mdx: Maltodextrina
2 Mix: Maltodextrina + Goma arabiga

En funcidn a los resultados obtenidos, se puede concluir que P. alliacea presentd un
mayor rendimiento (82,97 %) en comparacion con el resto de microencapsulados.

Debido a que su proporcion con los polimeros permitié mayor ingreso de masa. Lo
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que atribuyd que las perdidas producidas por la adhesion de los microencapsulados
en la superficie de la camara del spray dryer no sean tan significantes (Liu et al.,
2022). Efecto que si fue considerable en los microencapsulados de L. meyenii y B.

gasipaes por la menor cantidad de masa que fue ingresada.

Rodriguez et al. (2022) menciona que el secado por aspersion es un método que
permite obtener altos rendimientos de compuestos microencapsulados. No obstante,
en funcion a los resultados expuestos en la Tabla 9, se puede decir que los
rendimientos de microencapsulacion en L. meyenii (63,21 %) y en B. gasipaes (66,94
%) fueron inferiores en contraste con investigaciones similares. En dos estudios
donde se utilizaron mezclas de maltodextrina y gomara arabiga como agentes
encapsulantes se obtuvieron rendimientos de 92,36 % para un extracto de L. meyenii
(Sevilla, 2017), y 71,87 % para microencapsulados de  caroteno obtenido a partir de
B. gasipaes (Ordofiez et al., 2017). De manera similar, Figueroa et al. (2016)
menciona haber obtenido un rendimiento del 84,2 % en microencapsulados con
goma arabiga y 86 % con maltodextrina del aceite de Rubus glaucus. Por otro lado,
Pastufia et al. (2016) menciona haber alcanz6 un rendimiento del 82,10% de
microencapsulado de aceite de Sacha Inchi (Plukenetia volubilis) con una mezcla de

maltodextrina y goma arabiga.

3.3. Evaluacién de la eficiencia de la microencapsulacion por FT-IR

Cada uno de los extractos y microencapsulados fueron analizados mediante
espectroscopia FT-IR. Una técnica que consiste en la interaccion de una muestra con
la radiacion infrarroja, a fin de excitar los enlaces que constituyen los grupos
funcionales y obtener informacion a través de bandas para dilucidar las estructuras

quimicas presentes (Mata et al., 2017).
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3.3.1. FT-IR en el microencapsulado de L. meyenii

Figura 7.
Resultados obtenidos de la espectroscopia infrarroja en L. meyenii
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Se observa tres ensayos superpuestos, correspondientes a la maltodextrina como polimero
encapsulante, al extracto liquido y al microencapsulado de L. meyenii.

Se realiz6 una comparacion entre las tres bandas obtenidas (roja, negra y azul)
(Figura 7), evidenciando la gran similitud que existe entre la del microencapsulado
(negra) y la de la maltodextrina (azul). Contrariamente, a la diferencia notable que
hubo con la del extracto liquido (roja). Esto debido al enmascaramiento de los
componentes activos del extracto después de la microencapsulacién (Lopez et al.,
2022). Lo que causo6 que desaparezcan los picos pertenecientes a dichos metabolitos
y que Unicamente se reflejen picos de los grupos funcionales pertenecientes al

polimero encapsulante.
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Siendo asi que en funcién al anexo 3, los picos correspondientes al extracto liquido
fueron de 3334,03 cm™ perteneciente a enlaces del tipo O-H encontrados en
estructuras como el agua y las macaridinas (Cichosz & Masek, 2019). 1632 cm? de
enlaces C=C y N-H presentes en alcaloides como las lepidinas Ay B; y &cidos grasos
como macamidas y macaenos (Escobar et al., 2021). Por otro lado, es importante
sefialar que se observd un desplazamiento y reduccion en la banda del
microencapsulado en comparacion con la de la maltodextrina. Esto debido a las
interacciones débiles intramoleculares generadas en los complejos de inclusion
(Ozdikicierler et al., 2014). Siendo asi que los principales enlaces identificados
fueron picos de 3296 cm™ perteneciente a grupos O-H, 2925 cm™y 1407 cm™ de los
enlaces C-H caracteristicos en estructuras de la maltodextrina. (Anexo 4) (Salim et
al., 2021).
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3.3.2. FT-IR en el microencapsulado de B. gasipaes

Figura 8.
Resultados obtenidos de la espectroscopia infrarroja en B. gasipaes
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Se observa tres ensayos superpuestos correspondientes a la mezcla polimérica como agente
encapsulante, al extracto liquido y microencapsulado de B. gasipaes.

Con respecto a los resultados de FT-IR en B. gasipaes (Figura 8), se puede decir que
las bandas de espectroscopia demostraron que el microencapsulado (azul) y la mezcla
polimérica (maltodextrina + goma arabiga) (rojo) tuvieron similitud. Mientras que la
banda correspondiente al extracto liquido (negra), evidencié un comportamiento
distinto. No obstante, a pesar de su diferencia, estas compartieron similitudes en los
picos sefialados de 2922 cm™ y 2853 cm™, mismos que correspondieron a enlaces C-H
(Munajad et al., 2018). Indicando que la eficiencia de microencapsulacion
disminuyo, dado que parte de las moléculas del licopeno quedaron adheridas en la
superficie de la microcapsula. Esto debido a que segun Loépez et al. (2022) la

eficiencia de microencapsulacion nunca llega al 100%.

35



De manera que los principales enlaces identificados en el extracto liquido de B.
gasipaes (Anexo 5) fueron C-H a nimeros de onda de 2922 cm™ y 2853 cm"
Y(Munajad et al., 2018). Ademas, enlaces C=C a 1711 cm? y C-Hz a 1460 cm™
(Socrates, 2004). Mismos que se encuentran asociados a estructuras de carotenoides.
Resultado que se contrasta con el estudio de L6rand et al. (2002) donde se obtuvo
graficos FT-IR de varios tipos de carotenoides similares al del presente trabajo. Por
otro lado, en el microencapsulado (Anexo 6), también se observaron picos de 3319
cm* correspondientes a enlaces O-H de los constituyentes de la mezcla polimérica y
de 1601 cm™ a C=C de los anillos aromaticos caracteristicos en la goma arabiga
(Escobar et al., 2021).

3.3.3. FT-IR en el microencapsulado de P. alliacea

Figura 9.

Resultados obtenidos de la espectroscopia infrarroja en P. alliacea
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Se observa tres ensayos superpuestos correspondientes a la mezcla polimérica como agente
encapsulante, al extracto liquido y microencapsulado de P. alliacea.
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El resultado FT-IR en P. alliacea (Figura 9), permitid observar que la banda
correspondiente al microencapsulado (rojo) tuvo gran parecido con la perteneciente a
la mezcla polimérica (maltodextrina + goma arabiga) (azul). Diferenciandose
claramente con la banda del extracto liquido (negra). Lo que demuestra una alta
eficiencia de microencapsulacién por la desaparicién de los picos del extracto liquido
que dejaron en su lugar a los picos caracteristicos de los polimeros de la mezcla
(Lopez et al., 2022). Sin embargo, esto también corroboré que parte de los
compuestos fendlicos con enlaces C=C no fueron incorporados tan eficientemente

dentro de las microcapsulas como se sefiala en 1630 cm™.

De manera que los principales picos del espectro en la muestra liquida (Anexo 7)
permitieron identificar enlaces C=C a 1630 cm™ constituyentes del anillo aromatico
de los compuestos fendlicos y enlaces metilo -CHs a 1395 cm™ que se encuentran en
gran parte de compuestos activos. Por otro lado, con respecto al microencapsulado
(Anexo 8), fue posible identificar un niimero de onda de 3320 cm™ de enlaces O-H y
a 2925 cm™ enlaces C-H presentes en la estructura de cada uno de los polimeros
encapsulantes y a 1607 cm™ enlaces C=C de anillos aromaticos de la goma arabiga
(Socrates, 2004).

3.4. Evaluacion antitumoral de los extractos vegetales mediante en ensayo de

proliferacion con MTT

Se determino la actividad antitumoral de los extractos vegetales mediante el ensayo
de proliferacion MTT. Un método que consiste en la reduccion de una sal de
tetrazolio por la actividad de las oxidorreductasas presentes en las células viables con
actividad proliferativa (Ghasemi et al., 2021). A continuacion se observa (Figura
10), el comportamiento de las curvas dosis-respuesta de cada uno de los extractos
vegetales, tanto liquidos como microencapsulados. Para lo cual, se representd a L.
meyenii con la banda de color café, a B. gasipaes con la banda de color naranjay a P.

alliacea con la banda de color verde, en cada una de las lineas celulares evaluadas.
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Figura 10.

Gréficas del ensayo de proliferacion celular con MTT
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Las concentraciones evaluadas de los extractos liquidos fueron 5; 2,5; 1,25; 0,63; 0,31; 0,16, 0,08 y 0
mg de ST /mL y las concentraciones de los extractos microencapsulado fueron 71,5; 35,75; 17,88;
8,94; 4,47; 2,23; 1,12; 0,56 y 0 mg de microencapsulado/mL.

Las gréficas de la Figura 10 fueron realizadas a partir de datos obtenidos de 4 0 5
ensayos de MTT, que a su vez tuvieron 4 réplicas experimentales. Esto permitio
obtener valores de las concentraciones minimas inhibitorias (IC50) representadas en
la Tabla 10 y la Taba 11. La concentracién maxima evaluada en los ensayos liquidos
fue de 5 mg/mL de solidos totales (ST), mientras que en los ensayos con
microencapsulados fue de 71,5 mg/mL de microencapsulado (sélidos totales +
polimero). El rango de concentraciones investigadas se determind con base en la
concentracion necesaria para alcanzar el 100% de inhibicion de la proliferacion que
permitiera obtener el dato de IC50, siendo estas concentraciones mas altas para los

microencapsulados que para los extractos liquidos.

De manera que las concentraciones correspondientes a los constituyentes de los
microencapsulados se indican en los Anexos 9, 10 y 11. Estas fueron calculadas
mediante la relacion de sélidos totales - polimero empleados durante el secado por
aspersion. Por otro lado, se debe mencionar que se utilizaron concentraciones de 0-
10 pg/mL de cisplatino como control positivo, un farmaco ampliamente empleado en
la terapia contra el cancer (Anexo 12) (Ghosh, 2019).
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Tabla 10.

IC50 obtenidos en el ensayo de proliferacion celular con MTT

Extractos Vegetales

Lineas i _
Liquidos Microencapsulados
celulares _ i i _ _ i
L. meyenii B. gasipaes P.alliacea L. meyenii B. gasipaes P. alliacea

SK-MEL-103 2,96 0,33 0,43 5 4,8 3,9
MDA-MB-231 2,82 0,27 0,53 4,2 4 3,7
HT-29 1,85 0,63 0,18 6,8 10,5 1,16
NIH3T3 6,74 0,32 0,68 7,68 4,91 52

Los IC50 de los extractos liquidos estdn expresados en mg de ST/mL. Los IC50 de los extractos
microencapsulados estan expresados en mg de microencapsulado/mL.

Mediante un analisis de dosis — respuesta realizado en GraphPad se obtuvieron los
valores IC50 correspondientes a las versiones liquidas y microencapsuladas de cada
uno de los extractos evaluados sobre las lineas celulares indicadas en la Tabla 10.
Todos los extractos demostraron tener actividad antitumoral; sin embargo, algunos
presentaron ciertas ventajas en comparacion con otros. En los extractos liquidos se
evidencié que para inhibir el 50% de la proliferacion celular destaco el extracto
liquido de B. gasipaes por haber presentado valores mas bajo de 1C50. En funcién a
la literatura, no se han reportado ensayos antitumorales en esta especie vegetal. No
obstante, autores como Ordofiez et al. (2019) le atribuyen esta capacidad gracias a la
presencia de moléculas preventivas que han sido evaluadas en estudios similares. De
manera que Milani et al. (2017) sefiala que 10 ug/mL de B-caroteno induce la
apoptosis y 10 uM de licopeno detienen el ciclo celular en la linea celular MDA-MB-
231.

El efecto antitumoral de L. meyenii obtenido en el presente estudio, se contrasta con
una investigacion de Bizinelli et al. (2022), donde se demostrd que el extracto seco
de esta especie vegetal tuvo un efecto significativo en la reduccion de la proliferacion
de la linea de cancer de mama MDA-MB-231 a una concentracion de 2 mg/mL. Este
efecto también fue apreciado por Fu et al. (2021) en otra linea de cancer de mama,
cancer de colon, cancer de pulmoén, cancer de higado y leucemia. En la investigacion
propuesta por Lenzi et al. (2021), se sefiala que las fracciones del extracto de L.

meyenii denominadas Lm Il y Lm Il (de acuerdo con su composicion de
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glucotropaeolina y glucolimnantina), demostraron inhibicion al 50 % de la
proliferacion celular de HT-29 a concentraciones de 0,102 y 0,071 mg/mL
respectivamente. Segun Yéabar & Reyes. (2019) y Sifuentes et al. (2015), la
actividad antitumoral de esta especie vegetal se debe a la presencia de glucosinolatos,
alcaloides, isotiocianatos, macaridinas, macamidas y macaenos que actlan
sinérgicamente para detener el ciclo celular e inhibir la expresion de genes inductores

de angiogénesis.

Los resultados obtenidos en funcién a la actividad antitumoral de P. alliacea se
sustentan con los resultados expuestos por Hernandez et al. (2017), donde se
demostro un efecto inhibidor en lineas celulares de cancer de mama y colon, con
valores IC50 de 0,03 y 0,08 mg/mL respectivamente. De acuerdo con Uruefia et al.
(2008), la actividad antitumoral se atribuye al dibencil trisulfuro y sus derivados que
actlan sinérgicamente con otros metabolitos, causando alteraciones en el
citoesqueleto, deteniendo el ciclo celular e induciendo apoptosis. Con respecto a los
extractos microencapsulados se pudo observar que P. alliacea presenté una mejor
actividad antitumoral en las tres lineas cancerigenas, dado que los 1C50 obtenidos

son menores en comparacion con los microencapsulados de L. meyenii y B. gasipaes.

Tabla 11.
IC50 obtenidos en el ensayo de proliferacion celular con MTT en funcién de los

solidos totales

Extractos vegetales

Lineas celulares L. meyenii B. gasipaes P. alliacea
Lig* ME? Lig ME?2 Lig ME?2
SK-MEL-103 2,96 3,50 0,33 1,58 0,43 0,78
MDA-MB-231 2,82 2,94 0,27 1,32 0,53 0,74
HT-29 1,85 4,76 0,63 3,47 0,18 0,23
NIH3T3 6,74 5,38 0,32 1,62 0,68 1,04

LLig: Liquido; 2 ME: Microencapsulado. Los IC50 estan expresados en mg de ST/mL.

Como se aprecia en la Tabla 11, para responder la hipétesis de la investigacion fue

necesario comparar el IC50 de cada extracto liquido con su version
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microencapsulada en funcién al contenido de sus sélidos totales. En términos
generales, es posible decir que los resultados reflejan que los microencapsulados
requieren de una mayor concentracion de solidos totales para inhibir el 50% de la
proliferacion celular en comparacion con los extractos liquidos en todas las lineas
celulares. Esto demuestra una mayor actividad antitumoral de los extractos en
condiciones liquidas que microencapsuladas. Por otro lado, se observé un resultado
contradictorio a los demas ensayos, en donde el microencapsulado de L. meyenii
demostrd inhibir mas eficientemente el 50% de la proliferacion celular de NIH3T3

frente a su version liquida.

Para conocer si la influencia esta dada realmente por los metabolitos del extracto, se
realizaron ensayos con MTT de los polimeros encapsulantes en todas las lineas
celulares evaluadas (Anexo 13). Se considerd que los polimeros presentaban una
inhibicién significativa de la proliferacion a partir del 20% de reducciéon de la
proliferacion en comparacion con el control. Asi, los resultados demostraron que la
cantidad de polimero de maltodextrina (2,3 mg/mL en L. meyenii) y mix (6,93
mg/mL en B. gasipaes y 4,16 mg/mL en P. alliacea) presentes en las
concentraciones inhibitorias (IC50) de los microencapsulados no tienen una

influencia relevante sobre la proliferacion celular.

Tabla 12.

indices terapéuticos (IT)

Extractos Vegetales

Lineas ! _
Liquidos Microencapsulados
celulares _ i i _ i i
L. meyenii  B. gasipaes P.alliacea L. meyenii B. gasipaes P. alliacea
SK-MEL-103 2,28 0,97 1,58 1,54 1,02 1,33
MDA-MB-231 2,39 1,19 1,28 1,83 1,23 1,41
HT-29 3,64 0,51 3,78 1,13 0,47 4,48

Los indices terapéuticos de los extractos liquidos estan expresados en mg de ST/mL y los indices
terapéuticos de los extractos microencapsulados estan expresados en mg de microencapsulado/mL.

En aspectos de seguridad, los IC50s obtenidos en la linea control no tumoral
(NIH3T3) fueron relacionados con los obtenidos en las células tumorales a través de
la ecuacion del indice terapéutico (IT) (Tabla 12). De acuerdo con Tamargo et al.

(2015), el IT se define como el intervalo de dosis necesario para que un principio
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activo sea eficiente sin producir efectos toxicos adversos. El principio se fundamenta
en que un IT alto representa un nivel mas amplio de seguridad, mientras que un IT
bajo sugiere que podria generarse toxicidad (NIH, 2021). Por tanto, se busca que los
extractos inhiban la proliferacion de las células tumorales afectando minimamente a

las células no tumorales.

Se puede concluir que los resultados de la Tabla 13 demuestran que el extracto
liquido y microencapsulado de P. alliacea presentaron un mayor nivel de seguridad
para combatir el adenocarcinoma colorrectal (HT-29). Este efecto también fue
apreciado en el extracto liquido de L. meyenii para todas las lineas tumorales. Por
otro lado, también se evidencio que el extracto liquido y microencapsulado de B.
gasipaes a pesar de haber manifestado una excelente actividad antitumoral, tiene ITs
demasiado bajos, lo que demuestra que su capacidad antiproliferativa también afecta
las células normales.

De acuerdo con Tomaro et al. (2013) la microencapsulacion de principios activos
tiene un potencial terapéutico bastante amplio. Sin embargo, en el presente estudio,
los resultados demostraron una disminucion de su efectividad en comparacion con
los liquidos. Un resultado similar reportado por Liu et al. (2022), sefiala que los
microencapsulados formados con altas temperaturas tuvieron una disminucién de la
efectividad, tomando como base el aumento del IC50 en la linea MDA-MB-231. Por
otro lado, Bartoli et al. (2008) menciona que obtuvo una actividad antitumoral
deficiente con estructuras nanocapsulares de paclitaxel (Taxol) frente a su version
libre después de 48 h de tratamiento, pero a las 96 h se obtuvo un efecto antitumoral
mas potente con los nanoencapsulados en comparacion con su version libre, lo que
demuestra la importancia de conocer el tiempo de liberacion de los principios activos

y como interactan a nivel celular.

Por otro lado, se puede decir que los microencapsulados obtenidos presentaron una
estructura polinuclear, similar a las de un estudio donde se determiné que los lipidos
microencapsulados de la semilla de Curcubita pepo incrementaron la actividad
bioldgica al favorecer la dispersion de principios activos y formar nanoemulsiones de
9-32 nm, que permitieron una mejor interaccion con las células y redujeron

considerablemente edemas inducidos en ratas Wistar (Lopez et al., 2010; Ldpez et
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al., 2015). No obstante, la actividad bioldgica de aquel estudio es contradictoria a la
obtenida en la presente investigacion, Esto principalmente por ser un ensayo in vivo.
Dado que la literatura menciona que la microencapsulacion en ensayos in vivo otorga
ventajas como, aumento de la estabilidad de los principios activos frente a posibles
dafios, dosificacion, facil administracion, liberacion gradual y controlada (Lengyel et
al., 2019; Lam & Gambari, 2014; Singh et al., 2010)
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3.5. Evaluacién de los IC50 obtenidos en el ensayo de proliferacion con MTT

mediante cristal violeta.

Los IC50 obtenidos en el ensayo de proliferacion celular con MTT fueron
contrastados con el ensayo de viabilidad con cristal violeta (Garg et al., 2018),
debido a que el ensayo MTT no es capaz de diferenciar entre las células muertas e
inactivas, mientras que el cristal violeta determina todas las células viables
(Mirzayans et al., 2017).

Figura 11.

Gréficas de viabilidad celular por cristal violeta
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L.Lm: Liquido de L. meyenii; LBg: Liquido de B. gasipaes; LPa: Liquido de P. alliacea

M.Lm: microencapsulado de L. meyenii; MBg: Microencapsulado de B. gasipaes;

MPa: Microencapsulado de P. alliacea

Nota: Las medias y desviaciones fueron obtenidas a través de 3 réplicas experimentales, donde se
evaluaron los IC50 correspondientes para cada linea celular en funcion al tipo de extracto vegetal. Los
porcentajes de viabilidad fueron calculados tomando como 100 % los tratamientos con Gnicamente
medio de cultivo DMEM. Anexo 14.

Los resultados se aprecian en las graficas de la Figura 11y el Anexo 14. De manera

que los tratamientos que obtuvieron porcentajes de viabilidad cercanos al 50 % de
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proliferacion celular fueron el extracto liquido de L. meyenii en HT-29, el extracto
liquido de P. alliacea en SK-MEL-103, MDA-MB-231 y NIH3T3, y el
microencapsulado de P. alliacea en SK-MEL103 y HT-29. Estos resultados
confirmaron los porcentajes obtenidos con el ensayo de proliferacion celular MTT.
Por otro lado, se obtuvieron viabilidades mayores al 50%, demostrando que los
extractos vegetales a dichas concentraciones fueron capaces de inhibir la
proliferacion celular al 50%, pero no de inducir apoptosis en el mismo porcentaje.
Este efecto se evidencio en el extracto liquido de B. gasipaes para todas las lineas
celulares, también se aprecio en el extracto liquido de P. alliacea en la linea HT-29,
en el microencapsulado de L. meyenii en NIH3T3, y en el microencapsulado de P.
alliacea en MDA-MB-231 y NIH3T3. Hay que destacar que en la linea no tumoral
NIH3T3 todos los extractos produjeron viabilidades superiores al 50 % y solo se
observo un efecto de viabilidad menor cuando se evaluaron los 1C50 del extracto
liquido de L. meyenii y el microencapsulado de B. gasipaes. Este efecto también fue
evidenciado con el microencapsulado de B. gasipaes en todas las lineas celulares, en
el microencapsulado de L. meyenii para todas las lineas a excepcion de NIH3T3 y
para el extracto liquido de L. meyenii en todas las lineas a excepcion de HT-29.

Por otro lado, los resultados inferiores al 50 % fueron contradictorio a los resultados
obtenidos con MTT. Esto se puede explicar considerando que el cristal violeta es un
método susceptible a falencias en pasos cruciales como la fijacion y el enjuague, que
si no se ejecutan de manera correcta, pueden levantar las células e influir
significativamente en comparacién con otros ensayos (Mangis et al., 2019). No
obstante, autores como Sultan (2016) mencionan que a pesar de que este método no
puede medir la proliferacion celular, si es capaz de brindar resultados bastante

solidos con respecto a la viabilidad celular (Papadimitriou et al., 2019).

Por otra parte, Sazonova et al. (2022) menciona que el ensayo de MTT es uno de los
métodos mas utilizados para determinar moléculas con actividad antitumoral. Incluso
es considerado por Kari et al. (2022) como un estandar de oro al proporcionar
resultados altamente sensibles y con un alto nivel de reproducibilidad (Mangis et al.,
2019). Estas cualidades, en conjunto con las repeticiones del ensayo, proporcionan

resultados bastante sostenibles que permiten responder la hipdtesis de la
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investigacion. Es importante mencionar que Barba et al. (2022) sefiala que todos los
ensayos de citotoxicidad presentan cierto grado de limitaciones, y utilizar un unico
ensayo, conlleva el riesgo de obtener resultados con baja fiabilidad (Sliwka et al.,
2016). Por tanto, se recomienda el uso de varios ensayos enfocados en diferentes
parametros como la integridad de la membrana, actividad enzimatica, metabolismo,

etc; que permitan obtener un resultado con mayor veracidad (Kumar et al., 2018).
3.6. Verificacion de la hipdtesis

Hipdtesis nula se acepta

En funcion a los resultados obtenidos del ensayo de proliferacion con MTT. Es
posible afirmar que en el presente estudio la microencapsulacién no atribuy6 ninguna
ventaja, dado que se requirié mayor concentracion de sélidos totales para inhibir el

50 % de la proliferacion de células tumorales en comparacion con el extracto liquido.
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CAPITULO IV

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

4.1. Conclusiones

Se obtuvieron tres extractos vegetales, el extracto de L. meyenii presento un
rendimiento del 39,92 %, alcanz6 una concentracion de solidos totales de
4214 + 2,65 mg/mL y una cantidad de alcaloides de 0,090 mg/mL. Con
respecto al extracto de B. gasipaes, el rendimiento fue del 14,46 £ 0,02 %, la
concentracion de solidos totales fue de 721,8 £ 1,3 mg/mL y la concentracion
de carotenoides de 1,07x10° + 1,07x10* mg/mL. En el extracto de P.
alliacea el rendimiento fue 9,48 £ 0,15 %, la concentracion de sélidos totales
de 151,8 + 2,42 mg/mL y la concentracion de polifenoles de 7,92 + 0,96
mg/mL.

Se microencapsulo el extracto de L. meyenii con maltodextrina, y los
extractos de B. gasipaes y P. alliacea con una mezcla polimérica (goma
aradbiga-maltodextrina), obteniendo rendimientos de 63,21 %, 66,4 % y 82,97
% respectivamente. Ademas, se determind la eficiencia de
microencapsulacion cualitativamente mediante FT-IR, donde se observé que
todos los microencapsulados almacenaron correctamente los bioactivos del
extracto. No obstante, se determind que parte del licopeno quedo adherido en
la superficie de la microcapsula en B. gasipaes y algunos compuestos

fenolicos en la superficie del microencapsulado de P. alliacea.

Se demostrd que los extractos microencapsulados son menos eficientes en
comparacion con los extractos liquidos, dado que requieren mayor cantidad
de solidos totales para inhibir el 50% de la proliferacion de células tumorales.
Ademas, se determind mediante el ensayo de proliferacion MTT, que en los
extractos liquidos, B. gasipaes presentd IC50 mas bajos, mientras que en los
microencapsulados fue el de P. alliacea. No obstante, considerando su

incidencia sobre las células normales, se evidencid que los que tienen mayor

48



indice terapéutico son ambas versiones del extracto de P. alliacea en HT-29,

y el extracto liquido de L. meyenii en todas las lineas tumorales.

e Los IC50 de proliferacion obtenidos mediante el ensayo MTT, se
contrastaron con los porcentajes de viabilidad con cristal violeta,
confirmando la inhibicion de la proliferacién por muerte celular al 50 % en
algunos casos; y en otros obteniendo valores superiores al 50 % de viabilidad,
lo que demuestra que varios extractos solo inhibieron la proliferacion, pero
no indujeron muerte celular. Ademas, también se obtuvieron resultados
contradictorios menores al 50 %, como consecuencia de posibles falencias
ligadas a la susceptibilidad del método de cristal violeta.

4.2. Recomendaciones

e Realizar una caracterizacion fitoquimica de cada uno de los extractos
vegetales, para posteriormente fraccionarlos y estudiarlos de manera
independiente y combinada, a fin de determinar el efecto antitumoral que
presenta cada uno de los compuestos extraidos.

e Estudiar de manera integral cada uno de los microencapsulados, en aspectos
de morfologia, tamafo, estabilidad fisicoquimica y perfil de liberacion a
través del tiempo en medio de cultivo celular y diferentes tipos de solventes.

e Contrastar los resultados obtenidos del ensayo de proliferacion MTT y de
viabilidad por cristal violeta con métodos que evallen otros pardmetros de
viabilidad en las células.

e Evaluar si existe un efecto sinérgico de la actividad antitumoral cuando los

extractos son probados junto a farmacos antitumorales.
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ANEXOS

Anexo 1.

Distribucidn de extractos vegetales en placas de 96 del ensayo de MTT

Extractos Liquidos

L. meyenii B. gasipaes P. alliacea

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0,16 | 0,16 | 0,16 | 0,16 | 0,16 | 0,16 | 0,16 | 0,16 | 0,16 | 0,16 | 0,16 | 0,16
031 (031|031 031 031103110311 031]031 1| 0311|031 | 031
0,63 | 063 | 063 | 063 | 063 | 0,63 | 0,63 | 0,63 | 063 | 063 | 0,63 | 0,63
1,25 | 1,25 | 1,25 | 1,25 | 1,25 | 125 | 125 | 125 | 1,25 | 1,25 | 1,25 | 1,25
250 | 250 | 250 | 2,50 | 2,50 | 2,50 | 2,50 | 2,50 | 250 | 250 | 2,50 | 2,50

5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5
Los valores numeéricos indican las concentraciones de cada extracto.
Anexo 2.
Distribucion de extractos vegetales en placas de 96 del ensayo de MTT

Extractos Microencapsulados
L. meyenii B. gasipaes P. alliacea

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
223 | 223 | 223 | 223 | 223 | 223 | 223 | 223 | 223 | 223 | 223 | 2,23
447 | 447 | 447 | 44T | 44T | 447 | 44T | 447 | 447 | 447 | 447 | 447
894 | 894 | 894 | 894 | 894 | 894 | 894 | 894 | 894 | 894 | 894 | 894
17,88 | 17,88 | 17,88 | 17,88 | 17,88 | 17,88 | 17,88 | 17,88 | 17,88 | 17,88 | 17,88 | 17,88
35,75 | 35,75 | 35,75 | 35,75 | 35,75 | 35,75 | 35,75 | 35,75 | 35,75 | 35,75 | 35,75 | 35,75
715 | 715 | 715 | 715 | 715 | 715 | 745 | 715 | 715 | 71,5 | 715 | 715

Los valores numéricos indican las concentraciones de cada extracto.
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Anexo 3.

Espectroscopia FT-IR del extracto liquido de L. meyenii

Analista Administrator
Fecha jueves, 22 de diciembre de 2022 17:04
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Anexo 4.
Espectroscopia FT-IR del microencapsulado de L. meyenii

Analista Administrator
Fecha jueves, 22 de diciembre de 2022 14:51
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Anexo 5.

Espectroscopia FT-IR del extracto liquido de B. gasipaes

Analista Administrator
Fecha jueves, 22 de diciembre de 2022 17:06
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Anexo 6.
Espectroscopia FT-IR del microencapsulado de B. gasipaes

Analista Administrator
Fecha jueves, 22 de diciembre de 2022 14:55
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Anexo 7.

Espectroscopia FT-IR del extracto liquido de P. alliacea

Analista Administrator
Fecha jueves, 22 de diciembre de 2022 17:09
99
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Anexo 8.

Espectroscopia FT-IR del microencapsulado de P. alliacea

Analista Administrator
Fecha jueves, 22 de diciembre de 2022 14:58
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Anexo 9.

cantidad de sélidos totales y de maltodextrina presentes en las diluciones del

microencapsulado de L. meyenii, utilizados en los ensayos de proliferacion celular
MTT

Microencapsulado de

L. meyenii Sélidos totales Maltodextrina

(mg/mL) (mg/mL) (mg/mL)
71,50 50,05 2145
35,75 25,03 10,73
17,88 12,51 5,36
8,94 6,26 268
4,47 3,13 1,34
2,23 1,56 067
1,12 0,78 0,34
0,00 0,00 0,00

Anexo 10.

cantidad de solidos totales y de MIX presentes en las diluciones del

microencapsulado de B. gasipaes en los ensayos de proliferacion celular MTT

Microencapsulado de

. Sélidos totales Mezcla polimérica (M1X)
B. gasipaes
(mg/mL) (mg/mL)
(mg/mL)
71,50 23,60 47,19
35,75 11,80 23,60
17,88 5,90 11,80
8,94 2,95 5,90
4,47 1,47 2,95
2,23 0,74 1,47
1,12 0,37 0,74
0,00 0,00 0,00
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Anexo 11.
cantidad de solidos totales y de MIX presentes en las diluciones del

microencapsulado de P. alliacea en los ensayos de proliferacion celular MTT

Microencapsulado de

) Solidos totales Mezcla polimérica (MIX)
P. alliacea (mg/mL) (mg/mL)
(mg/mL)
71,50 14,30 57,20
35,75 7,15 28,60
17,88 3,58 14,30
8,94 1,79 7,15
4,47 0,89 3,58
2,23 0,45 1,79
1,12 0,22 0,89
0,00 0,00 0,00
Anexo 12.

IC50 obtenidos del ensayo de proliferacion celular MTT del Cisplatino (CDDP)

CDDP

_ 100- ~e- SK-MEL-103; IC50 = 5,57 pg/mL
= -= MDA-MB-231; IC50 = 5,98 pg/mL
= 80-
E — HT-29; IC50 = 2,86 ug/mL
.‘§ 60 =% NIH3T3; IC50 = 3,7 pg/mL
& 404
°
o 20-
=3

0 1 1 1 1 1

-1.0 -0.5 0.0 0.5 1.0 15
Log Concentracion (pg/mL)
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Anexo 13.
IC20 obtenidos del ensayo de proliferacion celular MTT en los polimeros

encapsulantes

IC 20 de agentes microencapsulantes

Linea celular
Maltodextrina Mix
SK-MEL-103 35,4 15,06
MDA-MB-231 88 13,92
HT-29 48 8,31
NIH3T3 21,45 11,07
Anexo 14.

Resultados obtenidos de la viabilidad celular por cristal violeta

Lineas celulares

Extracto Vegetal SK-MEL-103 MDA-MB-231 HT-29 NIH3T3
vC. DE. VvC. DE V.C DE. V.C. DE.

Control 100 0 100 0 100 0 100 0
Lig. L. meyenii 30 17,04 29 13,2 44 1516 17 0,24

Lig. B. gasipaes 66 2,86 70 6,28 66 35 79 55

Lig. P. alliacea 54 6,75 40 1234 86 1,89 54 2594
Micro. L. meyenii 23 1,08 24 0,18 39 106 70 526
Micro. B. gasipaes 20 7,21 21 0,92 28 1195 20 0,5
Micro. P. alliacea 42 1409 69 3,69 47 28,03 70 1,64

Lig: Liquido; Micro: Microencapsulado; V.C: Viabilidad celular; D.E: Desviacion estandar
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Anexo 15.

Curva Patron con acido gélico para la cuantificacion de polifenoles en P. alliacea

Curva Patron de Polifenoles en P. alliacea

0,45

0,4 y =0,0025x - 0,0187
R?=10,9996

0,35
0,3
0,25
0,2
0,15
0,1
0,05

Absorbancia

0 50 100 150 200
Concentracién GAE (mg/L)

Anexo 16.
Absorbancias a 472 nm para la determinacion de carotenoides

Absorbancia Concentracién (mg/L)
0,41 1,05
0,39 0,99
0,47 1,20
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Anexo 17.

Resultados obtenidos del analisis de alcaloides en L. meyenii

P
? ? o ‘ANALYTICAL

© LABORATORIES

TESTING & CONSULTING

Fecha: 19 de septiembre del 2022

DATOS DEL CLIENTE
Nombre CASTILLO SOLIS FABIAN CARLOS
Direccién Ambato
Teléfono 0995227250
Contacto Sr. Fabian Castillo
DATOS DE LA MUESTRA
Tipo de muestra Extracto de maca Cantidad Aprox. 25 mL
No. de muestras 1 (n=1) Lote N/A
Presentacion Frasco ambar Fecha de recepcion 13 de septiembre del 2022
Colecta de muestra Realizado por el CLIENTE Fecha colecta de muestra N/A
CONDICIONES DEL ANALISIS
Temperatura (°C) [ 24.1 Humedad (%) | 50.0
Fecha de Inicio de Analisis 16 de septiembre del 2022
Fecha de Finalizacién del analisis 16 de septiembre del 2022
RESULTADOS
CODIGO CODIGO < Limite de
CLIENTE UBA PARAMETROS METODO RESULTADOS | Unidad Cuantificacion
Extracto de Maca | UBA-33699-1 Alcaloides Rojas et. al. 2015' 90.67 mg/L ;
Totales (Espectrofotometria)
Observaciones:
Los resultados emitidos en este informe corresponden Unicamente a la(s) muestra(s) recibidas por el laboratorio. No siendo
extensivo a cualquier lote.
2. Este reporte no debe ser reproducido parcial o totalmente, excepto con la aprobacion escrita por parte del laboratorio.
3. Nomenclatura: N.D. = No Detectable; N.A. = No aplica; AA = Aminoacidos
4. La informacién relacionada con la toma de muestra fue proporcionada por el cliente. El Laboratorio no se responsabiliza de la
veracidad de la informacion que ha sido proporcionada por el cliente y que puede afectar directamente a la validez de los
resultados.
FOR ADM. 04 RO1 Pagina 1de 1

812z

81z

Av. Carlos L. Plaza Danin, Cdla. La FAE Mz. 20 solar 12 (Frente al primer bloque de la Atarazana)
Conmutador: 04 2288 578 /04 6017 745 Celular: 09 9273 7500 / 09 8478 0671

Email: nmontoya@uba-lab.com
Guayaquil - Ecuador

www.uba-lab.com
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Anexo 18.

Iméagenes de microscopia a las concentraciones maximas evaluadas

Extracto

SK-MEL-103  MDA-MB-231 HT-29 NIH3T3
vegetal ‘ ‘ ”

ey 12N

Control

Liquido
L.
meyenii
Liquido
B.
gasipaes
Liquido
P.
alliacea

Micro.
L.
meyenii
Micro.
B.
gasipaes
Micro.
P.
alliacea

Micro: Microencapsulado

Las imagenes fueron tomadas con un aumento de 40X
Concentracion maxima de los extractos liquidos: 5 mg ST/mL
Concentracion maxima de los microencapsulados: 71,5 mg/mL

Anexo 19.

Recoleccion y lavado del material vegetal

L. meyenii B. gasipaes P. alliacea

71



Anexo 20.

Secado del material vegetal

B. gasipaes P. alliacea

g ©

Anexo 21.
Obtencion de los extractos vegetales

L. meyenii B. gasipaes P. alliacea

Anexo 22.

Retiro del material vegetal excedente mediante centrifugacion y filtracion

L. meyenii B. gasipaes P. alliacea
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Anexo 23.

Rotaevaporacion de los extractos vegetales

L. meyenii B. gasipaes P. alliacea

Anexo 24.

Cuantificacion de solidos totales y determinacion de metabolitos

Medicion de solidos totales Lectura de carotenoides Folin-Ciocalteu

__/

Anexo 25.

Proceso de la microencapsulacion mediante secado por aspersion

Homogeneizacién de Homogeneizacién de .
) ] Secado por aspersion
B. gasipaes P. alliacea
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AnNexo 26.
Proceso de cultivo celular

Cultivo celular

Anexo 27.

Adicion de extractos vegetales y ensayos de proliferacion y viabilidad

Adicion de extractos Ensayo de cristal
Ensayos de MTT ]
vegetales violeta
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