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1.RESUMEN
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El carcinoma de cérvix (CC) es la octava neoplasia más frecuente en la población

mundial y la cuarta más frecuente entre las mujeres. En México el CC es la tercer

causa de muerte femenil (Globocan, 2018) . La alta incidencia y mortalidad del CC

requiere la búsqueda de nuevas alternativas terapéuticas para tratar esta

enfermedad. Los extractos de origen natural son una alternativa novedosa con un

alto potencial terapéutico, en especial los extractos de diversos tipos de algas han

mostrado resultados prometedores, las algas pardas se han caracterizado por tener

efecto antifúngico, antibacteriano y antitumoral. Resultados previos del grupo de

investigación del Laboratorio de Oncología Celular de la FES ZARAGOZA han

demostrado que los extractos de Sargassum buxifolium (Chauvin) M. J. Wynne.

(SabuCh) tienen actividad antitumoral en líneas celulares CALO e INBL de CC. El

extracto de SabuCh promete ser una alternativa terapéutica contra diferentes

tumores, se requieren más estudios sobre su actividad y estrategias para mantener

su estabilidad y administración. Una manera de mantener la estabilidad y la eficacia

de diferentes moléculas antitumorales es el uso de liposomas.

Por tanto, en el presente trabajo se analizará el efecto de la fracción 2 del extracto

de SabuCh encapsulado en liposomas catiónicos en un modelo in vivo de tumores

inducidos con células de CC en ratones inmunodeprimidos de la cepa Nu/NU. El

estudio de la actividad antitumoral de la fracción 2 del extracto de Sargassum

encapsulado en liposomas nos permitirá demostrar la eficiencia en la regresión

tumoral y su utilización como una alternativa terapéutica contra el cáncer.
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2. INTRODUCCIÓN
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El cáncer es la principal causa de mortalidad en el mundo, Globocan reportó que en

el año 2020 se registraron 19, 292, 789 nuevos casos de cáncer (todos los tipos) de

los cuales 9, 958, 133 fueron fatales. México se posicionó como el primer país con

más muertes de América latina y el riesgo de padecer esta enfermedad ha ido

incrementando considerablemente en los últimos años.

El término Cáncer hace referencia a cerca de 200 tipos de neoplasias establecidas

en distintas entidades del cuerpo. El cáncer se define como un trastorno que causa

un desequilibrio entre la proliferación celular y los mecanismos normales de muerte

celular, el desequilibrio orientado hacia la proliferación puede llegar a formar masas

tumorales destruyendo los tejidos adyacentes, así como diseminándose a órganos

distantes deteriorando su funcionamiento y conduciendo a la muerte. (Granados,

Rodríguez e Hinojosa, 2016).

El carcinoma de cérvix (CC) es una neoplasia multifactorial provocada por la

transformación del epitelio escamoso-columnar del cuello uterino (D-zul, 2004). Es

la cuarta más frecuente en la población mundial femenina, solo detrás del cáncer de

mama, pulmón y colorrectal. Para el 2020 se reportó una incidencia de 604,127

nuevos casos de los cuales 341,831 fueron fatales (Globocan, 2020). En México el

CC es la quinta neoplasia más frecuente en toda la población, la segunda más

frecuente en la población femenina y también la tercer causa de muerte por cáncer

entre las mujeres (Globocan, 2020). Por ello encontrar un tratamiento para esta

enfermedad es de suma importancia.

Las terapias más comunes contra el cáncer son la cirugía, la radioterapia y la

quimioterapia, estas últimas consisten en administrar un fármaco que tenga la

capacidad de inhibir el crecimiento tumoral y/o provocar la muerte celular, el

principio de acción de la mayoría de estos compuestos se basa en el mayor

potencial replicativo de la célula cancerosa en comparación con el de la células

sanas, por lo que estos compuestos también ocasionan la muerte de las células no

cancerosas que crecen y se dividen rápidamente como lo son las de la sangre

(Loraine Schlaepfer & Mendoza-Espinoza José Alberto, 2010). Si la neoplasia es

detectada a tiempo, tomando en cuenta otros factores como el sitio del tumor y el

agente quimioterapéutico, el éxito de este tratamiento llega a ser del 20-60 %

aunque hay tumores más quimiosensibles donde la eficacia se eleva hasta 80%
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(Arango, 2018). Sin embargo, el daño a células sanas causa efectos físicos

adversos; como la pérdida de cabello o la mutilación de partes del cuerpo (por

ejemplo la pérdida de los senos en el cáncer de mama) y psicológicos: como el

estado emocional, autoconcepto, autoestima y relaciones sociofamiliares en los

pacientes (Mendez Villarraga, 2020). No obstante, no son las únicas estrategias

contra el cáncer, en los últimos años han surgido más opciones que incluyen la

terapia dirigida, la inmunoterapia, terapia hormonal y el uso de productos naturales

antiproliferativos (American Society of Clinical Oncology (ASCO), 2019).

Los productos naturales antiproliferativos, parten de la obtención de compuestos

químicos extraídos de plantas, que puedan tener efecto terapéutico y actúen

específicamente en células tumorales, deteniendo su proliferación e induciendo

muerte por la vía apoptótica, reduciendo así los efectos secundarios en el

organismo; las plantas han sido y seguirán siendo una posible alternativa para la

búsqueda de nuevas estructuras químicas que sirvan de base en el desarrollo de

nuevos fármacos y México es una fuente interesante de estos recursos (Loraine

Schlaepfer & Mendoza-Espinoza José Alberto, 2010).

El desarrollo de nuevos fármacos con origen en productos naturales, no solo consta

en aislar los componentes activos, también busca un vehículo eficiente para

transportarlos, los liposomas son nanovehículos usados para transportar sustancias

ya que su composición está íntimamente relacionada con la de las membranas

celulares. Los lípidos que los constituyen pueden ser de origen natural o sintético, y

se caracterizan por presentar una parte polar y otra parte hidrófoba, que les

confieren la capacidad de encapsular en su centro o portar en su superficie

compuestos hasta su lugar de destino (Iturbe, 2018). Los liposomas se han

administrado a través de todas las vías médicas, en este caso la vía intravenosa e

intraperitoneal son las más usadas, pero suponen un paso forzoso por el higado, asi

que para comprobar la estabilidad de la composición es necesario estudiar su

toxicidad a través de un diagnóstico hepático y renal.

En este sentido las algas pardas, específicamente del género Sargassum han

demostrado anteriormente tener propiedades antiproliferativas, la fracción 2 el

extracto de Sargassum buxifolium (Chauvin) M. J. Wynne (SabuCh) detiene el ciclo

celular en la fase G1 e induce la expresión de los genes proapoptóticos
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SMAC/DIABLO y bcl-2 para inducir la apoptosis de células de CC, lo que nos

sugiere seguir estudiando este compuesto como potencial tratamiento contra el CC

en un modelo in vivo usando como vehículo una composición liposomal.
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3. MARCO TEÓRICO
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3.1. Carcinoma de Cérvix  (CC)
Según la Organización Mundial de la Salud (OMS). En el 2018 hubo 570 000

nuevos casos de CC, que representaron el 7,5% de mortalidad por cáncer. De las

311,000 defunciones por CC que se registran cada año, más del 85% se producen

en las regiones menos desarrolladas. El control integral del CC consiste en la

prevención primaria; la vacunación contra los virus del papiloma humano (VPH),

secundaria, detección y tratamiento de las lesiones precancerosas y terciarias,

diagnóstico y tratamiento del CC invasivo y los cuidados paliativos. El CC es una

enfermedad curable si se diagnostica en estadios tempranos.

En México el CC es la segunda causa de muerte por cáncer en las mujeres

(Globocan, 2020), presentándose principalmente entre mujeres con una vida sexual

activa, con una mortalidad elevada en mujeres de edad avanzada. El CC es una

enfermedad multifactorial de transmisión sexual aunque no exclusiva, el principal

agente etiológico es el VPH (Zur Hausen, 1994; Lizano y García, 1997).

El CC es una enfermedad neoplásica maligna, resultado de una transformación

celular en la unión escamocolumnar en el epitelio del cuello uterino (D-zul, 2004). La

historia natural del CC implica la progresión gradual por etapas intraepiteliales

preinvasoras llamadas lesiones precursoras o pre malignas, las cuales son

estrictamente intraepiteliales, es decir, se encuentran por encima de la membrana

basal que separa el epitelio escamoso del estroma (D-zul, 2004). Se han

determinado diversos factores de riesgo asociados al desarrollo del CC, como el

número de parejas sexuales, el inicio temprano de vida sexual activa, la

multiparidad, etc. Sin embargo, el factor etiológico más importante para el desarrollo

del CC son las infecciones persistentes con VPH, asociado en un 97.7 % de los

tumores (Vázquez, 2005).

Una correcta evaluación del estadio en el que se encuentra el cáncer, es crucial

para la elección y planificación de un tratamiento adecuado, por lo que el sistema

TNM de la American Joint Committee on Cancer (AJCC) ha sido integrado a los

estadios aceptados por la Federación Internacional de Ginecología y Obstetricia

(FIGO) (Álvarez, 2012).
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Tabla 1:  Estadificación de cáncer de cuello uterino de acuerdo a los criterios unificados de
la AJCC y FIGO Tumor Primario (T)

*FIGO ya no considera el estadio 0 (Tis). ** Todas las lesiones visibles macroscópicamente, aun con
invasión superficial, son consideradas como T1b/IB.

La detección temprana y el tratamiento oportuno del VPH en lesiones

precancerosas pueden prevenir la progresión a cáncer. Es por ello que se han

implementado una amplia variedad de técnicas y métodos de diagnóstico clínico,

como son la histopatología y métodos citológicos como el Papanicolaou, que buscan

cambios en las células de la zona de transformación (Santiago-Cruz, 2014).
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3.2. Virus del papiloma humano (VPH)

El VPH es un virus ADN de doble cadena que induce la proliferación de células

epiteliales. Existen más de 100 tipos diferentes de VPH, alrededor de 40 son

capaces de infectar el tracto genital. Cada tipo viral varía en cuanto a una porción de

su genoma, permitiendo dividirlos en dos grupos; VPH de bajo riesgo, asociados a

cambios benignos tales como condilomas, y los VPH de alto riesgo o también

conocidos como oncogénicos. Los VPH de alto riesgo se han reportado en el 99%

de las neoplasias cervicales intraepiteliales (NIC) y CC. Los VPH oncogénico más

frecuentes son el VPH tipo 16 ( 50%), seguido por el VPH tipo 18 (12%), el VPH tipo

45 (8%) y el VPH tipo 31 (5%) (Alonso, et. al., 2000; Nazzal, et. al., 2006).

Los VPH oncogénicos incorporan su ADN dentro del genoma de las células

humanas y bloquean la capacidad celular para reparar o destruirse (Figura 1).

Figura 1: Ciclo vital del VPH

Un microtrauma en las capas suprabasales del epitelio de la unión escamocolumnar facilita
la infección del virus en las capas basales, permaneciendo en situación episómica, con baja
expresión. La replicación y expresión viral se produce en las capas superiores, induciendo
alteraciones en el epitelio que incluyen papilomatosis, hiperqueratosis y coilocitosis. Las

nuevas partículas virales se liberan con la descamación de las células más superficiales y
diferenciadas del epitelio escamoso. Tomado de: (Diestro 2007 ;Lowy DR. et al. 2006)

Todos los VPH presentan distintas combinaciones de siete genes tempranos; E1,

E2, E3, E4, E5, E6 y E7 y dos genes que codifican para proteínas tardías; L1 y L2
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que se expresan sólo después de la infección y están implicadas en la formación de

la cápside de los viriones. Los genes E6 y E7 de los VPH de alto riesgo son

considerados oncogenes que favorecen el desarrollo del CC. La proteína E7 es

estructuralmente dinámica, es decir, sufre transiciones conformacionales que le

permiten establecer una serie ordenada de asociaciones con distintas proteínas que

participan en el control del ciclo celular. Uno de los procesos que dan origen a la

transformación celular es la inhibición de pRb por la proteína E7 de los VPH de alto

riesgo (Lee Jo, 1998). La proteína pRb mantiene un bajo control del ciclo celular,

ejerciendo una acción supresora sobre el factor de transcripción E2F, que cuando se

encuentra libre promueve la expresión de numerosos genes involucrados en la

progresión de la fase G1 a la fase S del ciclo celular. La proteína pRb se une a E2F

y forma un complejo (pRb/E2F) que mantiene secuestrado este factor de

transcripción durante la fase G1 del ciclo celular. La interacción de E7 con pRb

conduce a la disociación del complejo pRb/E2F, a la degradación subsecuente de

pRb y a la activación prematura de E2F, lo que motiva que se encienda la

transcripción de numerosos genes requeridos por la célula para entrar a la fase S.

Entre los genes activados por E2F se encuentran los que codifican las ciclinas A y E

y las cinasas dependientes de la ciclina (CDK2). Las ciclinas son proteínas que

regulan la transición entre distintas fases del ciclo celular debido a su función como

factores de activación de cinasas. (Vallejo, et. al., 2014). Por su parte, la

oncoproteína E6 interacciona con la proteína p53 y forma un complejo, p53 es un

regulador de la estabilidad del ADN que induce apoptosis cuando hay un daño que

no se puede reparar. La formación del complejo E6/p53 induce la degradación de

p53 vía proteosoma (Coico-Vega, 2018). Por un lado, E7 favorece la proliferación

celular y por otro E6 inhibe la muerte celular por apoptosis (Santiago-Cruz, 2014).

3.3. Muerte Celular

La muerte celular constituye un aspecto esencial del funcionamiento normal de los

organismos multicelulares. El mantenimiento de la homeostasis de estos

organismos depende de un intrincado balance entre la renovación y la muerte

celular. La muerte celular puede desencadenarse por múltiples causas: pérdida de
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su función, daño mecánico, infección por microorganismos o virus, acción de

agentes químicos tóxicos o la falta de nutrientes. (Lizarbe Iracheta, 2007). En este

sentido la la necrosis o muerte celular programada o apoptosis constituyen dos

mecanismos básicos de muerte celular y pueden ser considerados como un extremo

abanico de procesos que dirigen a las células no funcionales hacia su eliminación

(Proskuryakov et al., 2003; Penaloza, et al., 2006)

3.4. Apoptosis

La apoptosis se puede definir como “el conjunto de reacciones bioquímicas que

tienen lugar en la célula y que determinan su muerte de una forma regulada en

respuesta a una serie de acontecimientos fisiológicos o patológicos”.Este tipo de

muerte se ha conservado a lo largo de la escala evolutiva entre organismos tan

diversos como los nematodos y los mamíferos. (Vaux, 1992; Hengartner, M.O., et

al., 1994) La apoptosis es un proceso en el que aparecen múltiples eventos en

diferentes momentos. La apoptosis se desencadena por: daño al ADN, citocinas,

pérdida de la matriz extracelular, etc. Cuando hay algún daño celular o error en el

ADN, la proteína P53 regula el proceso de reparación, sin embargo cuando no se

puede corregir la célula es inducida a apoptosis. La apoptosis o "muerte celular

programada" es una forma de muerte celular genéticamente definida, que ocurre de

manera fisiológica durante la morfogénesis, la renovación tisular y en la regulación

del sistema inmunitario. En el mecanismo molecular que controla la apoptosis

actúan varios agentes, uno de los más importantes y mejor estudiados es el grupo

de las cisteinil-aspartato proteasas (caspasas). Se han descrito 11 caspasas en

células humanas que provocan una degradación proteica bien definida hasta llegar

a la formación de cuerpos apoptóticos. Algunas caspasas son "iniciadoras" y otras

"efectoras" del proceso catalítico, actuando sobre endonucleasas que son las

responsables directas de la fragmentación del ADN. La fragmentación del ADN en

múltiplos es una característica de la muerte celular por apoptosis. La detección de

apoptosis ha adquirido gran importancia en el área del cáncer, ya que puede ser útil

para conocer el mecanismo de acción de fármacos, mecanismos asociados a la

naturaleza de la enfermedad, efectividad de tratamientos, etc (Pérez-Machado,

Lie-Concepción, 2012)
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3.5. Tratamientos contra el Cáncer

Los tratamientos más comunes contra el cáncer son la cirugía, la quimioterapia y la

radioterapia, el uso de cada uno dependerá del tipo de neoplasia y estadio en el

que se encuentre el paciente. Las opciones más recientes incluyen la terapia

dirigida, la inmunoterapia, terapia hormonal y el uso de productos naturales

antiproliferativos (American Society of Clinical Oncology (ASCO), 2019).

3.5.1. Terapias dirigidas

La terapia dirigida utiliza fármacos para evitar que el cáncer se desarrolle y se

propague. En la terapia dirigida hay menos daño a las células normales que en otros

tratamientos. La quimioterapia estándar trabaja al eliminar las células cancerígenas

y algunas células normales. El tratamiento dirigido se concentra en objetivos o

moléculas específicas en las células cancerígenas. Estos objetivos juegan un papel

relevante en la forma en la que las células cancerígenas crecen y sobreviven.

Utilizando estos objetivos, el medicamento incapacita a las células cancerígenas

para que no puedan proliferar (American Society of Clinical Oncology (ASCO)

2019).

Los medicamentos de terapia dirigida funcionan en formas distintas. Pueden:

● Apagar el proceso en las células cancerígenas que provoca que crezcan y

proliferen

● Provocar que las células cancerígenas mueran por sí solas

● Eliminar las células cancerígenas directamente

3.5.2. Inmunoterapia

La inmunoterapia es un tipo de tratamiento para el cáncer que depende del sistema

inmunitario para combatir infecciones . Esta terapia utiliza sustancias producidas por

el cuerpo o en un laboratorio para ayudar al sistema inmunitario a trabajar más duro
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o de manera más enfocada para combatir el cáncer. Esto ayuda a su cuerpo a

deshacerse de las células cancerígenas.

La inmunoterapia funciona al:

● Detener o frenar el crecimiento de las células cancerígenas

● Evitar que el cáncer se propague a otras partes del cuerpo

● Impulsar la capacidad del sistema inmunitario de eliminar las células

cancerígenas

Estos fármacos se diseñan para buscar y atacar ciertas partes de una célula

cancerígena. Algunos tienen toxinas o sustancias radiactivas unidas a ellos. La

inmunoterapia se administra a través de una inyección o por vía intravenosa

(American Society of Clinical Oncology (ASCO), 2019).

3.5.3. Terapia hormonal

La terapia hormonal se utiliza para tratar cánceres que son alimentados por

hormonas, como el cáncer de mama, el cáncer de próstata o el cáncer de ovario.

Esta terapia utiliza medicamentos para detener o bloquear las hormonas naturales

del cuerpo. Esto ayuda a frenar el crecimiento de las células cancerígenas. La

cirugía involucra extraer órganos que producen hormonas: los ovarios o los

testículos. Los medicamentos se administran por vía intravenosa o como pastillas

(American Society of Clinical Oncology (ASCO), 2019).

3.6. Productos Antiproliferativos naturales

La OMS define a las plantas medicinales como cualquier especie vegetal que

contiene sustancias que pueden ser empleadas para propósitos terapéuticos o

cuyos principios activos pueden servir de precursores para la síntesis de nuevos

fármacos. Estima que el 80% de las personas en regiones menos desarrolladas

emplean la medicina tradicional con plantas para el cuidado de la salud. Muchos de

los remedios tradicionales son fabricados a partir de plantas silvestres cuyo
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contenido químico puede variar debido a razones genéticas o ambientales. (Loraine

Schlaepfer, Mendoza-Espinoza J., 2010). El potencial de las plantas para curar la

enfermedad es conocido desde siempre en todas las sociedades y este

conocimiento ha sido aplicado en la medicina tradicional. El desarrollo de la química

permitió el aislamiento de algunos de los elementos activos de las plantas y, en la

mayoría de los casos, se pudo reproducir la actividad de los extractos crudos con la

dosis equivalente del principio activo aislado (Sheng-Ji, P. 2001). Luego, se logró

sintetizar estos principios activos o moléculas bioactivas estructuralmente

relacionadas a él. De 1950 a 1970, se introdujeron en el mercado farmacéutico de

Estados Unidos cerca de 100 nuevos fármacos antineoplásicos derivados de

plantas, incluyendo la deserpidina, rescinamina, reserpina, vinblastina y vincristina.

En épocas recientes, ha resurgido el interés por la medicina herbolaria y el

desarrollo de fármacos a partir de especies vegetales como se observa en los

estudios reportados recientemente para Cleome gynandra (Bala, A., 2010),

Oplopanax horridus (Li X. L., 2010), Cydonia oblonga (Carvalho, 2010), Sisymbrium

officinale Scop Momordica charantia (Ray R. B., 2010), etc., donde encontramos

que el empleo de extractos vuelve a ser una opción para la búsqueda de fármacos

con actividad citotóxica en la inhibición del crecimiento tumoral. (Loraine Schlaepfer,

Mendoza-Espinoza J., 2010). Un estudio interesante es el trabajo descrito por el

grupo de Pérez y cols. en 2010, donde llevaron a cabo estudios escalonados en

pacientes con cáncer de seno en fase metastásica, para la dosificación de extractos

de Scutellaria barbata, siendo un ejemplo claro de la sistematización científica que

debe realizarse a los tratamientos de origen herbolario.

3.7. Productos Antiproliferativos naturales marinos

Las capacidades metabólicas y fisiológicas de los organismos marinos que les

permiten sobrevivir en un hábitat complejo les confieren un enorme potencial para la

producción de metabolitos únicos que no se encuentran en ambientes terrestres.

Así, los organismos marinos y particularmente los invertebrados sésiles han sido

reconocidos como una fuente atractiva de potenciales compuestos farmacéuticos

(Faulkner, 2002). Entre estos organismos, las algas se reconocen también como
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una de las fuentes más ricas en nuevos compuestos bioactivos de las cuales se han

publicado varias revisiones sobre la actividad biológica de sus compuestos y

derivados (Blunt et al., 2006).

Con relación a su actividad para el tratamiento de cáncer, Yuan y Walsh (2006)

demostraron una actividad antiproliferativa en los extractos de Palmaria palmata,

Laminaria setchellii, Macrocystis integrifolium y Nereocystis luetkeana sobre la línea

celular de CC HeLa (R Moo-Puc., D Robledo., & Freile-Pelegrín, 2009). También se

ha encontrado que varias especies de algas marinas producen metabolitos

secundarios con actividad antitumoral (Blunt et al., 2006). Los polisacáridos

extraídos de Sargassum stenophyllum y de Capsosiphon fulvescens inhibieron la

migración y la viabilidad de las células de melanoma humano in vitro e in

vivo (Díaz et al., 2005) y la inducción de apoptosis en células gástricas humanas

(Kwon y Nam, 2007). Algunos autores han comprobado que extractos de algas

pardas tienen actividad antioxidante debido a su capacidad de captar radicales

libres, la quelación de metales activos desde el punto de vista redox, los

mecanismos de donación y aceptación de electrones, la capacidad de interrupción

de la peroxidación lipídica y el incremento de la actividad de enzimas antioxidantes

(Yan et al., 1998, 1999; Jiménez-Escrig et al., 2001; Lim et al., 2002). Esta actividad

a su vez pudiera explicar las propiedades neuro y hepato-protectoras que presentan

algunos de estos extractos (Linares et al., 2004; Raghavendra et al., 2005). De

Lara-Isassi (1991) estudió las propiedades antibióticas de veintiocho especies de

algas marinas de tres localidades diferentes, dos de ellas en el Pacífico Mexicano,

con el fin de tener representadas zonas templadas, tropicales y subtropicales,

encontrando que las algas de zonas templadas presentan la mayor actividad

antibiótica. Entre esas especies se encuentran Dictyota flabellata, Macrocystis

pyrifera, Spyridia filamentosa y Sargassum acinacifolium. (Santiago, 2014)

3.8. Sargassum

El género Sargassum pertenece a la Familia Sargassaceae, del orden Fucales, de

la Clase Phaeophyceae, constituye un grupo de macroalgas pardas que se

encuentran distribuidas en casi todos los océanos del mundo. Cuenta con cerca de
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550 especies, entre tropicales, subtropicales y templadas (Núñez y Casa, 1997,

Suárez, 2008). Estas macroalgas pueden llegar a formar florecimientos masivos

(bosques) y crecer en sustratos rocosos, fangosos y arenosos (Rivera y Scrosati,

2006; Rooker, et. al., 2006).

Entre los factores que determinan la distribución latitudinal de estas macroalgas se

encuentran la temperatura y la luz, las cuales también determinan el crecimiento y la

época de reproducción (Mateo-Cid, et. al., 1993). Este género presenta mayor

crecimiento durante los meses cálidos en las zonas templadas y en los meses fríos

en zonas tropicales y subtropicales (McCourt, 1984). En México el género presenta

la mayor etapa de desarrollo entre marzo y junio, cuando la temperatura del agua es

baja (20-25 ºC), mostrando un período de rápido crecimiento y producción de un

máximo de biomasa (Muñeton-Gómez y Hernández-Carmona, 1993).

El género Sargassum en México se encuentra bien representado a lo largo de sus

costas, en el Golfo de México y en el Caribe; en la parte litoral del Océano Pacífico,

incluyendo el mar de Cortés (Suárez, 2008). De las especies de Sargassum que

rodean el Golfo de México se encuentran, Sargassum vulgare, S. filipendula, S.

fluitans, S. natans, (Flores, 2010). Particularmente la especie Sargassum buxifolium

(Chauvin) M. J. Wynne (SabuCh), (Figura 2) se distribuye en los estados de

Campeche, Quintana Roo, Yucatán y Veracruz (Ortega, M. Martha, et. al., 2001).

28



Figura 2: Sargassum  buxifolium (Chauvin )M. J. Wynne

Tomado de: Sargassum hystrix var. buxifolium Chauvin M. J. Wynne  in GBIF Secretariat (2019)

Las algas pardas, especialmente las del Orden Dictyotales y Fucales, al cual

pertenece el género Sargassum sp., son una fuente principal de diterpenos

complejos y metabolitos con un origen terpenoide aromático, además de ácidos

grasos y fenoles (Pesando, 1990). Martínez Nadal, et al., 1964, reportan que el

complejo sarganin, que incluye a los dos compuestos denominados sarganin A y

sarganin B descritos como ácidos grasos altamente volátiles, fue aislado de S.

natans colectado en las costas de Puerto Rico, el cual presenta propiedades

antibacterianas y antifúngicas de amplio espectro; los extractos crudos obtenidos

con éter etílico de S. johnstonii, recolectados en la costa de la India presentaron los

mayores halos de inhibición, en relación a los otros solventes utilizados, en contra

de las bacterias Gram positivas y Gram negativas probadas (Padmini, et. al., 1986).

Rao, et. al., 1987, reportan que las fracciones A y B de S. johnstonii exhibieron una

mayor actividad antibacteriana en contra de bacterias Gram positivas y negativas

que la actividad antibacteriana generada por un número de antibióticos conocidos.

En este caso, la fracción A está constituida principalmente por esteroles, mientras
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que la fracción B está constituida por ácidos grasos principalmente (Espinoza,

Avalos, 1993).

Los fucoidanos son un grupo de polisacáridos sulfatados con abundante presencia

en las paredes celulares de las algas pardas y otras especies marinas (Wang, Y.

2019). En general, la composición química de los fucoidanos de las macroalgas es

muy compleja y varía mucho según la fuente de las algas, la ubicación geográfica y

el proceso de extracción. Sin embargo, su columna vertebral estructural se compone

de repetir α - (1 → 3) enlaces l residuos -fucopyranose o alterna α - (1 → 3) y α - (1

→ 4) enlaces l -fucopyranoses. Los residuos de fucosilo podrían estar mono o

disustituidos con grupos sulfato y / o acetato en C-2 y C-4 o raramente en la

posición C-3 (Hentati 2018). Además, junto con la cadena principal del fucosilo, una

amplia gama de otros monosacáridos (manosa, galactosa, arabinosa, xilosa,

glucosa, etc.), ácidos urónicos y proteínas también pueden formar parte de la

estructura del fucoidan ( Apostolova, et al 2020; Balboa, 2013).

Fucoidan ejerce su actividad no sólo in vitro sino también in vivo. Sin embargo, hay

informes que indican niveles plasmáticos bajos de este polisacárido después de la

ingesta oral (TOkita 2010). Por otro lado, también existe evidencia de un aumento

de los niveles de fucoidan en determinados órganos. Nagamine et al (2015)

informaron niveles más altos de fucoidan derivado de Cladosiphon okamuranus en

el hígado de ratas alimentadas con fucoidan durante 2 semanas en comparación

con los niveles respectivos en suero sanguíneo de los animales (Apostolova, 2020).

El tipo de formulación farmacéutica también podría influir en la farmacocinética del

fucoidan. Según Kimura et al. (2013), la encapsulación de fucoidan en

nanopartículas podría modificar su actividad citotóxica y este resultado está

relacionado, al menos parcialmente, con una mayor permeabilidad. (Apostolova,

2020)

El mantener la estabilidad de los extractos naturales durante su almacenamiento es

de suma importancia, ya que desde que se obtiene hasta que se procesa como

fármaco de uso, pueden pasar desde días hasta meses, además poder conservarlos

por más tiempo nos supondría una gran ventaja para producir a mayor escala,

preservar íntegros los principios activos depende de cómo sea procesado el

extracto, si se le adicionan conservadores, la temperatura de guardado o si requiere
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un tratamiento especial. Se ha estudiado con más profundidad a las algas con fines

alimenticios, así bien, tenemos como referencia que en el alga marina comestible

hijiki (Hizikia fusiformis) las sustancias presentes permanecían estables, durante al

menos un año, en la muestra sólida, almacenada en recipientes de poliestireno a 20

°C. Con respecto a los extractos acuosos de la misma alga, y para evitar su análisis

inmediato, es recomendable su conservación a temperaturas de 4 °C, pudiendo

emplearse tanto recipientes de poliestireno como de vidrio ámbar, durante un

periodo máximo de una semana, tiempo a partir del cual algunos de los compuestos

orgánicos dejaban de permanecer estables (Garcia-Salgado, 2014).

Las investigaciones para desarrollar extractos naturales con estabilidad en el tiempo

son escasas y la mayoría de ellas se centran en el efecto fitoquímico que ejercen los

metabolitos secundarios sobre los sistemas y no sobre aquellos factores que

afectan su estabilidad química (Montes, 2009). Sharapin (2000) sugiere que si se

considera la composición química compleja de los extractos vegetales, se debe

analizar y controlar el comportamiento de sus componentes durante el

almacenamiento, considerando métodos de conservación efectivos para los

principios activos que ellos contengan, para optimizar la calidad y tiempo de la

fabricación de fármacos.

3.9. Liposomas

Los liposomas son vesículas esféricas extraordinariamente pequeñas compuestas

principalmente por fosfolípidos organizados en bicapa, conteniendo una fase

acuosa en su interior, y está suspendida en una fase acuosa externa. (Figura. 3).

Las nanopartículas basadas en lípidos catiónicos representan un vehículo accesible

para ser empleado en vacunas, ya que además de poder encapsular antígenos

proteicos con gran eficiencia, presentan biodegradabilidad y la posibilidad de ser

suplementados con moléculas inmunoestimulantes (Torchilin, 2005; Mahapatro,

Singh Dinesh, 2011).
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Figura 3: Composición de un Liposoma
Tomado y edidtado de: https://www.zamnesia.es/blog-como-mejoran-los-liposomas-la-absorcion-de-cbd-n1522

Estas moléculas pueden ser reconocidas por receptores inmunitarios presentes en

células presentadoras de antígeno, como células dendríticas y macrófagos (Taken

et al., 2007; Shimizu et al., 2007), lo que permitiría incrementar el reconocimiento

antigénico. Las características de los liposomas modifican la farmacocinética del

ingrediente activo encapsulado, mejorando la solubilidad, la biodisponibilidad y la

estabilidad in vitro e in vivo. De esta manera, la sustancia permanece intacta,

entregando el componente activo directamente a la célula.

A nivel sistémico, sólo son reconocidos los liposomas y no la molécula activa libre,

de modo que el perfil farmacocinético del principio activo lo determinan las

propiedades fisicoquímicas de los liposomas. Los sistemas liposomales pueden ser

modificados en su composición para ajustar su afinidad por determinado sitio

blanco. De este modo se aumenta allí la tasa de liberación del principio activo,

disminuyendo los efectos secundarios ocasionados por la escasa liberación en otros

tejidos. Este direccionamiento puede llevarse a cabo por procesos como la

conjugación de anticuerpos o el diseño de liposomas con características

particulares, como sensibilidad al pH (Navarro, 2008).

Una vez inyectados por vía endovenosa, los liposomas en circulación sanguínea

son capturados principalmente por células del sistema retículo-endotelial (SRE). A

diferencia de otros macrófagos fijos (peritoneales, bazo, médula ósea), la ubicación

especial de las células de Kupffer (CK), intercaladas en el endotelio de los
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sinusoides hepáticos, poseen óptima accesibilidad a los liposomas que circulan en

el torrente sanguíneo. Por tanto, los órganos con mayor tasa de acumulación de

liposomas, en términos de captura total y captura por gramo de tejido, son el hígado

y el bazo. La abundancia de macrófagos (80-90% de los macrófagos fijos del cuerpo

se hallan en el hígado y son las CK), su rica fuente de circulación sistémica y su

accesibilidad son los motivos de la gran acumulación de liposomas en estos

órganos (Sherphof, 1991; Navarro, 2008)

Cuando los liposomas acceden a su órgano blanco, las interacciones que se

establecen con las células pueden clasificarse en cuatro categorías: a) intercambio

de lípidos o proteínas con las membranas celulares; b) adsorción o unión (esto

ocurrirá sólo después que el liposoma se una a la superficie celular); c) luego de la

unión, la membrana del liposoma puede fusionarse con la membrana celular, y d)

internalización por endocitosis o fagocitosis, siendo estas últimas las interacciones

celulares más importantes que los liposomas entablan in vivo (Figura 4). Estas

interacciones dependen fundamentalmente de la composición lipídica liposomal, el

tipo celular y la presencia de receptores específicos, entre otros parámetros. La ruta

intracelular seguida por los liposomas, luego de ingresar tanto por fagocitosis como

por endocitosis, es la endolisosomal (Gregoriadis, 2001; Navarro, 2008).

Algunos liposomas se han diseñado para contener inmunógenos específicos que se

han probado en el tratamiento del cáncer. Otros, además, se han usado para el

transporte dérmico y transdérmico de componentes activos y también de manera

oral, entre otros tenemos: analgésicos, antiinflamatorios, anti-arrugas, insulina,

anti-cancerígenos (Hernandez, 2017).
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Figura 4 :Integración del liposoma y  liberación del fármaco en la célula diana: a) Absorción;

B) Adsorción; C) Fusión con la membrana celular; D) Liberación vía micropinocitosis; E)

Endocitosis inespecífica; F) Entregado por la ruta del lisosoma y liberado en el citoplasma.
Tomado de: Acosta 2012 (Torchilin 2005)

Además se han buscado nuevos ligandos para la orientación de liposomas, se ha

demostrado que varios anticuerpos monoclonales pueden dirigir liposomas a

muchas dianas, la optimización de las propiedades de los de los liposomas es una

preocupación constante. La mayoría de las investigaciones en este campo está

relacionada con el cáncer, que utiliza una variedad de anticuerpos, para lograr una

eficacia terapéutica mucho mayor con fármacos liposomales dirigidos a anticuerpos,

como se ha demostrado con células de linfoma B y epítopos internalizables (CD19),

por ejemplo se ha desarrollado un concepto interesante para dirigirse a los tumores

con sobreexpresión de HER2 utilizando liposomas anti-HER242. El anticuerpo CC52

dirigido contra el adenocarcinoma de colon, se unió a liposomas PEGilados en un

modelo de rata de CC531 metastásico. También se probaron anticuerpos

específicos para nucleosomas , anticuerpos capaces de reconocer varias células

tumorales a través de los nucleosomas unidos a la superficie de las células

tumorales mejoraron la focalización de Doxil (Alza) en las células tumorales y

aumentó su citotoxicidad. Los inmunoliposomas que contienen el nuevo fármaco
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antitumoral fenretinida, y que se dirigen al GD2, indujeron la apoptosis en líneas

celulares de neuroblastoma y melanoma, y demostraron una fuerte actividad

antineuroblastoma tanto in vitro como in vivo en ratones. Una combinación de

inmunoliposoma y péptido disruptor del endosoma mejora la entrega citosólica del

fármaco liposomal, aumenta la citotoxicidad y abre nuevas vías para la construcción

de sistemas liposomales dirigidos; esto se demostró con la cadena de toxina

diftérica que se combinó con el péptido fusogénico dependiente del pH, péptido

diINF-7 en liposomas integrados específicamente dirigidos al carcinoma de ovario

(Torochillin, 2005).

3.10. Ratones Nude (nu/nu)

Los ratones que portan una mutación simple se han convertido en modelos

importantes para su utilización en la experimentación científica. Una de estas

mutaciones espontáneas simples es la denominada nude (nu). Este alelo mutante

homocigota recesivo pertenece al grupo linkage VII del cromosoma 11 y aparece

por primera vez en el año 1966 en una colonia ex criada de ratones en un

laboratorio en Glasgow, Escocia. Luego, en el año 1968, se descubre que el ratón

nude homocigoto, además de presentar su fenotipo desnudo o sin pelo,

característica que le dio el nombre a la mutación, carecía de un timo funcional que

permanece rudimentario y produce un número reducido de células T maduras por lo

cual no rechazan tejidos alogénicos ni xenotransplantes (Cecilia Carbone & Fabricio

Maschi 2006).
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Figura 5: Ratón Nude (nu/nu)
Tomado de: Nude mouse (athymic mouse).

Los homocigotos para el gen nude (nu/nu) son inmunocomprometidos (Figura 5).

Además de su deficiencia de linfocitos T, tienen un complemento normal de linfocitos

B dependientes de la médula ósea, por lo tanto, estos animales se convirtieron en

una herramienta excelente para estudiar el papel del timo en la diferenciación

linfocitaria y para realizar investigaciones sobre las funciones de las células B, las

interacciones con otras células y para estudiar la actividad de células inmunes como

las Natural Killer (NK) que aparecen en niveles elevados junto con los macrófagos

(Cecilia Carbone & Fabricio Maschi, 2006). Por su condición de inmunodeficientes,

los ratones nude deben obligatoriamente mantenerse en ambientes en los que se

hayan instalado barreras sanitarias estrictas.

El hecho de que acepten el trasplante de tumores humanos ha sido uno de los

descubrimientos más importantes que ha contribuido con el desarrollo de las

investigaciones sobre el cáncer, convirtiendo a estos individuos en el primer modelo

animal de experimentación inmunodeficiente. Los roedores inmunodeficientes son

modelos indispensables para las investigaciones biomédicas en estudios de

oncología, inmunología, enfermedades infecciosas, estudios del sistema inmune,

toxicidad y farmacocinética, dosis letal, rechazo de tejidos trasplantados,

infecciones, cáncer y crecimiento de tumores.
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3.11.  Perfil hepático y renal

En la práctica clínica diaria, las múltiples funciones hepáticas sólo son superadas

por los métodos bioquímicos diseñados para examinarlos. De forma esquemática,

las pruebas funcionales hepáticas se pueden dividir en:

a) Pruebas que informan sobre posible lesión hepatocelular o citólisis

b) Pruebas relacionadas con el metabolismo de la bilirrubina (captación, conjugación

y excreción), así como del estasis biliar (colestasis)

c) Pruebas que analizan la síntesis hepática de sustancias necesarias para el

funcionalismo corporal. Generalmente suelen alterarse varias de estas funciones al

mismo tiempo, aunque hay formas aisladas con afectación única (Garcia & Zurita

2010).

Entre las pruebas que informan de lesión hepatocelular o citólisis destacan las

transaminasas o aminotransferasas. Éstas representan enzimas del metabolismo

intermedio, que catalizan la transferencia de grupos amino del ácido aspártico o

alanina al ácido acetoglutárico, formando ácido oxalacético y ácido pirúvico. En el

hígado se producen múltiples reacciones de transaminación, pero las únicas

transaminasas con valor clínico son dos: 1) aspartato-aminotransferasa o

transaminasa glutámico oxalacética (AST o GOT) cuya vida media es de 48 horas, y

2) alaninoaminotransferasa o transaminasa glutámico-pirúvica (ALT o GPT) con una

vida media de 18 horas. La ALT es más específica de daño hepático que la AST,

debido a que la primera se localiza casi exclusivamente en el citosol del hepatocito,

mientras que la AST, además del citosol y mitocondria, se encuentra en el corazón,

músculo esquelético, riñones, cerebro, páncreas, pulmón, eritrocitos y leucocitos. La

elevación sérica de transaminasas se correlaciona con el vertido a la sangre del

contenido enzimático de los hepatocitos afectados, aunque la gradación de la

elevación enzimática puede no relacionarse con la gravedad lesional. Así, pues, se

puede considerar la enfermedad hepática como la causa más importante del

aumento de la actividad de la ALT y frecuente del aumento de la actividad de la AST.

(Garcia & Zurita 2010)
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3.12.  Transaminasas

Las transaminasas son proteínas o catalizadores químicos de origen biológico

esenciales para la vida, permiten que se produzcan numerosas reacciones

bioquímicas en las células corporales, conjugadas y sintetizadas por células de

diferentes tejidos hepático, miocárdico, renal y muscular estriado. La causa de los

incrementos de los valores normales del mecanismo fisiológico son estas enzimas

transaminasas séricas. Cuando ocurre daño a nivel de muchas células activas de

esos tejidos, como resultado de un proceso patológico, pasan a la sangre

cantidades de enzimas transaminasas, por lo tanto se elevan las concentraciones

por encima de sus valores normales o fisiológicos (Ganon, 1994).

Estas transaminasas se encuentran dentro de las células y cuya función es catalizar

las reacciones de transaminación, cuando una célula es dañada y destruida las

transaminasas plasmáticas se elevan por encima de sus valores normales o

fisiológicos, indicando la existencia de un problema en la población celular de donde

es originaria (SONCCO, 2019).

3.12.1. AST, Aspartato aminotransferasa
El aspartato aminotransferasa (AST). Sus sinónimos son; L-aspartato-2-

oxoglutarato aminotransferasa, transaminasa glutámico oxalacético (TGO). Cataliza

la transferencia de un grupo amino de un aminoácido L-glutamato o – L- aspartato a

cetoácidos, cetoglutarato u oxaloacetato; esta reacción se lleva a cabo para

proporcionar nitrógeno al ciclo de urea (Hicks, 2007). Su peso molecular es de

110000 Dalton;Los tejidos más ricos de AST son: corazón, hígado, músculo, riñón,

cerebro, páncreas, eritrocitos, leucocitos, pulmón y bazo (Profeti, 2005).

La presencia elevada de la AST sérica se observa en necrosis del músculo

esquelético y cardíaco y en la necrosis hepática. Cuando la elevación de la AST

sérica no va acompañada de la elevación de ALT indica necrosis muscular (Sodikoff,

1996).
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3.12.2. ALT,  Alanina Aminotransferasa

Alanina aminotransferasa (ALT), sus sinónimos incluyen: L-alanina-2-oxoglutarato

aminotransferasa o transaminasa glutámico pirúvico (TGP) su peso molecular es de

100 Dalton; cataliza la transferencia de un grupo amino de la L-alanina o

L-glutamato de los correspondientes cetoácidos, cetoglutarato y piruvato; esta

reacción proporciona nitrógeno al ciclo de la urea. Es una enzima citoplasmática,

dimérica cada subunidad tiene un peso molecular de 50 mil Dalton (Hicks, 2007).

La ALT está presente en cantidad elevada en el hígado y en pequeña cantidad en el

músculo, en el corazón y en el riñón. (SONCCO, 2019)

3.12.3. Creatininas

Es un compuesto formado por la degradación del ácido orgánico nitrogenado,

creatina (producida a partir de aminoácidos en el riñón, hígado y páncreas, 50%

almacenada en el músculo), que produce energía mediante la regeneración de

adenosín trifosfato (ATP). La creatinina es un producto de desecho de la actividad

muscular influido por la masa, la actividad muscular y el consumo de creatina

(carne), además de algunos medicamentos (cimetidina y trimetoprima inhiben la

secreción de creatinina) (K DOQI, 2002). Este producto es detectable en la sangre

y normalmente es eliminado por la orina, mediante su filtrado libre en el glomérulo y

secreción en el túbulo proximal. La determinación de creatinina sérica es el estudio

de elección para evaluar la correcta función de los riñones, (National Kidney

Foundation), cuyo aumento de su concentración indica deficiencias en la filtración.

Se utiliza para estimar el daño renal agudo en conjunto con la determinación de

nitrógeno ureico. (López-Heydeck, 2018).

3.13.  Diagnóstico

Ciertas enzimas, proenzimas y sus sustratos se encuentran siempre en la

circulación de los animales normales, por ejemplo tenemos a las transaminasas, en

valores de 1 millón de veces inferiores que en los tejidos. Su presencia en el
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plasma, en cifras mayores que los valores normales sugiere una velocidad

aumentada de destrucción tisular. La medición de las transaminasas puede por lo

tanto constituir para una prueba valiosa de diagnóstico y pronóstico de

enfermedades metabólicas hepáticas, cardíacas y óseo. (SONCCO 2019).

Finalmente indica que la concentración de los valores normales o fisiológicos de las

transaminasas en la circulación sanguínea se debe a la destrucción rutinaria normal

fisiológica de los eritrocitos, leucocitos y otras células (Murray, 1992).

En general, puede decirse que cuanto mayor sean los niveles enzimáticos séricos,

mayor es la lesión celular en intensidad, aunque de esto no se puede inferir

exactamente la extensión del daño y si este es o no irreversible. (Alarcon, 2009).

3.14.  Valores de referencia

Fabry (2009). Realizó un estudio en medicina de animales no tradicionales en la

Universidad Nacional de Chile, con el objetivo de determinar los parámetros

bioquímicos normales para mamíferos seleccionados: los resultados fueron, para

hámster los valores normales para fosfatasa alcalina es de 3.2 – 30.5 UI/L, alanina

transaminasa ALT 11.6 – 35.9UI/L, aspartato transaminasa AST es de 37.6 – 168

UI/L, proteínas totales 5.9 – 6.5g/dl/L. Para conejos proteínas totales 5,4 – 7.5 g/L,

urea 17 -- 23.5 mg/L y creatinina 0.8 -- 1.8 mg/L. Para ratas fosfatasa alcalina 41 ± 5

UI/L, alanina transaminasa TGP 108 ± 19 UI/L y aspartato transaminasa TGO 83

±18 UI/L. Leon-Goñi (2011) reporta los parámetros bioquímicos de Creatininas en

hembras por rango de semanas de edad 5-8, 9-14 y 15-22 para los cuales

determina la concentración de Creatinina (mg/dL) 0.23 – 0.80, 0.5 – 0.92 y 0.48 –

0.68 respectivamente
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4. Hipótesis
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Se sabe que la fracción 2 del extracto de Sargassum buxifolium (Chauvin) M. J.

Wynne (SabuCh) inhibe la proliferación de la línea celular de carcinoma de cérvix

INBL. La fracción 2 del extracto de Sargassum detiene el ciclo celular en la fase G1

e induce la expresión de los genes proapoptóticos SMAC/DIABLO y bcl-2 para

inducir la apoptosis de células de CC. Se ha demostrado que el uso de liposomas

catiónicos permite mantener y dirigir diferentes moléculas a masas tumorales en

modelos in vivo. Por tanto, si encapsulamos la fracción 2 del extracto de SabuCh en

liposomas catiónicos disminuirá y se inhibirá el crecimiento de tumores de CC en un

modelo in vivo.
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5. Objetivo
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5.1. General:

Analizar el efecto de liposomas catiónicos conteniendo la fracción 2 del extracto de

Sargassum buxifolium (Chauvin) M. J. Wynne ( SabuCh ), en el crecimiento

tumoral inducido por células  de Carcinoma de cérvix en ratones de la cepa nu/nu.

5.2. Particulares:

1. Obtener cultivos celulares de la línea INBL para un total de 76x106 cel.

2. Comprobar la estabilidad de la fracción 2 de SabuCh mediante su IC50

3. Inducir tumores en ratones hembra de la cepa nu/nu

4. Sintetizar liposomas catiónicos que contengan la fracción 2 del extracto de

SabuCh.

5. Administrar dosis de liposomas cargados con la fracción 2 de SabuCh en

ratones hembra con inducción tumoral.

6. Observar el efecto de los liposomas con la fracción 2 de SabuCh.
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6. METODOLOGÍA
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6.1. Cultivo celular

La línea Celular INBL se cultivó en medio RPMI-1640, suplementado con 10% de

Suero Fetal Bovino (SFB), previamente inactivado, en botellas de cultivo de 75 cm3

y de 500 cm3. Los cultivos se incubaron a 37°C, con un pH de 7.0-7.2 y con una

atmósfera húmeda saturante al 5 % de CO2.

6.2. Resiembra celular

Una vez que las células dentro de las cajas de cultivo alcanzaron un 80% de

confluencia se realizó una resiembra (de lo contrario las células podrían morir). Para

esto se debe retirar el medio de las cajas y realizar de 2 a 3 lavados con PBS.

Posteriormente se despegaron usando verseno y se centrifugaron a 1500 rpm, 5

minutos, una vez finalizado el tiempo se desechó el sobrenadante y se mantiene el

botón celular. El botón de células se homogeneizó con medio, en la caja se agregó

medio al 10% de SFB y medio acondicionado. Finalmente se agregaron las células

previamente resuspendidas, a la caja de cultivo que está en uso y a una nueva, para

que ambas queden aproximadamente al 40% de su capacidad. Estas cajas se

volvieron a introducir en la incubadora, este procedimiento se repite hasta tener una

caja de 500cm3 llena para obtener alrededor de 76x106 de células INBL para ser

inoculadas en los individuos de cada grupo experimental.

6.3.  Material Biológico

De acuerdo a lo reportado anteriormente por Luna-Cruz, 2012 el alga Sargassum

buxifolium (Chauvin) M. J. Wynne, fue colectado en playa “Los Muñecos”, Veracruz

en temporada de secas en el mes de abril. La determinación taxonómica se llevó a

cabo en el Herbario de la Facultad de Estudios Superiores Zaragoza, una vez

confirmado que se trataba de la especie de interés se realizó el extracto etanólico,

todo este proceso se realizó bajo la dirección y supervisión de la Dra. Alejandrina G.

Ávila Ortíz. Para este extracto se realizó una separación de los carotenoides para

después fraccionarlo de acuerdo a la proporción de carotenos y xantofilas,

obteniendo así 20 eluatos (Figura 6) (Luna-Cruz,2012)
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Las 20 fracciones obtenidas se mantuvieron en refrigeración, separadas cada una

en un tubo eppendorf de 10µl protegidas de la luz, ya que los productos obtenidos

del alga son fotosensibles.

Figura 6: Proporción de carotenos y xantofilas por fracción del extracto de SabuCh
Tomado de : Luna-Cruz 2012

Las fracciones obtenidas han sido probadas anteriormente en las líneas de CC

CALO e INBL para obtener la IC50, para cada una de ellas, se reportó así que 5

fracciones eran las más activas, de las cuales la fracción 2 presenta una actividad

mayor a una menor concentración (Luna-Cruz 2012), por tal motivo esta fracción se

utiliza actualmente dentro del laboratorio para ambas líneas.

6.4. Disoluciones de Sargassum buxifolium (Chauvin) M. J. Wynne
(SabuCh)

Se tomó la fracción 2 (F2) y se pesaron 0.0066 g en una balanza analítica, se le

agregaron 10µl de DMSO, para disolver, esto nos resulta una dilución inicial de

0.66mg/µl.

Se partió de la solución anterior para obtener una solución stock, tomando los 10µl

de SabuCh+DMSO y agregando 200µl de medio RPMI 1640 sin suero, de esta

dilución se obtuvo una concentración de  0.0314mg/µl.

Por último se preparó una solución a 0.0000739mg/µl, se tomó una alícuota de

2.1µl de la solución stock y se le agregaran 888.9 µl de medio RPMI 1640 sin

suero.
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6.5. Cinética de proliferación

Se contaron las células con ayuda de una cámara de Neubauer para ser sembradas

en una placa de 96 pozos, en cada uno se colocaron 10 x 104 células con medio

RPMI 1640 al 10% con SFB. Se evaluaron los pozos que contenían células

cultivadas en presencia de la solución 0.0000739mg/µl de la fracción 2 del extracto

de SabuCh y como control células cultivadas sin el extracto, durante 72 horas.

Después de ese tiempo para calcular la densidad celular la placa se leyó por

espectrofotometría mediante la técnica de cristal violeta, que consta de la fijación de

las células presentes en la placa con glutaraldehído al 1.1% durante 20 minutos

para proceder a hacer un lavado con PBS y después teñir con cristal violeta por 20

minutos, finalmente la placa se leyó con un lector Elisa a una absorbancia de 590

nm.

Una vez obtenidas las lecturas, fueron graficadas y se realizaron los análisis

estadísticos para saber con certeza si el comportamiento del extracto es significativo

o no lo es.

6.6. Síntesis  de Liposomas

Liposomas vacíos; procesamiento maestro para liposomas catiónicos. Lote:

PNO-LOCE-A 071020

Liposomas con la F2 de SabuCh; procesamiento maestro para fabricación de

liposomas catiónicos que contienen fitol. Lote: PNO-LOCE-A 071020.

Los liposomas catiónicos se prepararon mezclando en proporción 1:1 Molar un

lípido catiónico y un fosfolípido, en cloroformo, en el caso de los liposomas con

SabuCh se añade fitol, posteriormente el cloroformo fue evaporado con flujo de

nitrógeno, se agregó PBS y se llevó a 3 ciclos de sonicación, por último se

resuspendió en PBS y se fraccionó en tubos Eppendorf nuevos y estériles llenados

hasta tope para no dejar entrar aire.  (Corona, M.T. et al). Título de patente:  330174

6.7. Modelo in vivo de tumores de CC
Los ratones nu/nu se mantuvieron en condiciones de bioterio estéril, con agua y
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comida ad libitum y se dejaron con periodos de luz y oscuridad de 12 horas. Se

pesaron y colocaron 3 individuos por jaula según el grupo experimental al que

pertenecían en este caso fueron 5 grupos:

A. Testigo ambiental (Testigo)

B. Tumores

C. Tumor + Liposomas vacíos  (LipVac)

D. Tumor + Liposomas + F2 de SabuCh (LipSabuCh)

E. Tumor + SabuCh libre  (SabuCh)

Para manejar correctamente a los ratones, se debe de estar calmado y en un

ambiente tranquilo para ellos, así se evita que los animales se pongan nerviosos y

se estresen, lo cual dificulta el trabajo. Se debe dominar la técnica de sujeción y

manipulación de animales de laboratorio, con esta técnica se puede sujetar al

animal con una mano y tener la otra mano disponible para trabajar.

Para llevar a cabo la inducción de los tumores, se cargaron jeringas con 6 millones

de células INBL en 300 µl de PBS, la inoculación se hizo mediante una inyección

intraperitoneal en un ángulo de 45º en el área abdominal a la altura de los pezones,

sin tocarlos, y sin tocar la parte media del abdomen, se dejaron 20 días para que

las células establecieran las masas tumorales y durante este tiempo fueron

minuciosamente monitoreadas, supervisando su salud visible. Una vez transcurrido

el tiempo se dio el tratamiento determinado a cada ratón, dependiendo el grupo

experimental al que pertenecían, las jeringas se cargaron con 300 µl de

Liposomas con SabuCh, Liposomas vacíos o SabuCh libre y se aplicó según era el

caso.

6.8. Sacrificio

Se anestesió cada ratón con una cámara de éter y se tomó una muestra de sangre
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de cada individuo mediante un corte axilar que nos dejó tener acceso a la vena cava

superior, una vez expuesta se colocó el tubo recolector sin anticoagulante y se cortó

la vena para aprovechar el flujo sanguíneo y drenar la mayor cantidad de sangre,

una vez que el ratón se queda sin sangre fallece, se confirmó el deceso mediante

dislocación cervical. Se procedió a la disección del cadáver y la recuperación y

medición del diámetro de los tumores presentes en los cuerpos, los tumores se

fijaron en una solución Bouin al 1% y posteriormente pasaron por una escala de

alcoholes para su conservación. La sangre obtenida fue centrifugada a 1.600 g

durante 10 minutos para recuperar el suero, se enviaron a analizar si hay daño renal

o hepático mediante el perfil AST, ALT y Creatininas en el laboratorio de patología

clínica de la Facultad de Medicina Veterinaria y zootecnia FMVZ.

Por último se calculó la densidad tumoral por grupo experimental con la media de

los tumores, mediante la fórmula del volumen de una esfera y se realizó un análisis

estadístico ANOVA para determinar y comparar estadísticamente los resultados

obtenidos por grupo.
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7. Resultados
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7.1. Obtener cultivos celulares de la línea INBL para un total de 72 x 106

cel.

Las línea celular fue obtenida del banco de criopreservación del Laboratorio de

Oncología Celular de la UMIEZ en la FES Zaragoza. Las células de la línea de CC.

INBL (estadio IV metastásico) fue descongelada del banco de criopreservación del

Laboratorio de Oncología Celular y cultivada en medio RPMI 1640 suplementado al

10% con Suero Fetal Bovino (SFB) (Figura 7).

Las células fueron contadas con ayuda de una cámara de Neubauer y se realizó la

prueba de viabilidad mediante Azul tripano. Se obtuvo un total de 74 x 106 de cel.

INBL presentes en 20 ml de PBS, divididas entre los 12 ratones a inocular, nos da

un total de 6 x 106 de cel INBL para cada uno, como se había establecido. Así que

las células se volvieron a centrifugar y se resuspendieron en 3.6 ml de PBS

necesarios  para cargar cada una de las jeringas con 300 µl de la solución celular.

Figura 7 : Botella de cultivo de 500cm2 con medio
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7.2.  Estabilidad de la fracción 2 de SabuCh

Los productos liofilizados obtenidos del extracto de SabuCh se mantienen estables

y se conservan en buenas condiciones, sin señales de alguna contaminación o sin

rastro de descomposición a pesar de que fueron sintetizados en el año 2012. La

fracción 2 (F2)  se disolvió completamente de acuerdo con lo reportado en ese año.

Se probó la estabilidad del efecto antiproliferativo de la F2 mediante la IC50

realizando varias cinéticas de proliferación, comparando células INBL no

estimuladas con células INBL cultivadas en presencia del extracto de SabuCh

0.0000739mg/µl.

Se observó cada pozo de la placa, se notaba que las células control tenían una

morfología normal (empedrada), se veían la mayoría de ellas adheridas al fondo de

forma uniforme y las flotantes (es decir las muertas) eran menos, (Figura 8 A); por

lo contrario las células estimuladas con el extracto (Figura 8 B) tenían una

morfología globosa, la mayoría se encontraban flotantes en el medio, y las pocas

que se mantenían adheridas lo hacían en la periferia del pozo.

Figura 8   A: células INBL B : células INBL con F2 de SabuCh

En la gráfica 1 podemos observar que los pozos control mantienen una proliferación

similar, cerca de dos unidades de absorbancia, y muestra que las células están

creciendo de manera normal, mientras que en las células tratadas con la F2 de

SabuCh que están cerca de una unidad de absorbancia, hay una disminución

aproximadamente de la mitad de las células, con respecto al control, lo que
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demuestra el decaimiento del ritmo de proliferación ya que como se sabe, la

fracción 2 del extracto de Sargassum detiene el ciclo celular en la fase G1 e induce

la expresión de los genes proapoptóticos SMAC/DIABLO y bcl-2 para inducir la

apoptosis por lo tanto el ciclo celular se detiene y las células son enviadas a

muerte.

Gráfica 1: Estabilidad de la fracción 2 (F2) de SabuCh

Eje x= Número de eventos (repeticiones) de la prueba de estabilidad, Eje y= absorbancia

7.3. Inducción de tumores en ratones hembra de la cepa nu/nu

Los ratones nu/nu hembra de 20 semanas de edad con certificado de salud se

obtuvieron del bioterio del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutrición

Salvador Zubirán, a su llegada se condicionaron durante dos semanas previas a la

inoculación y fueron mantenidas en condiciones de bioterio esteril, con agua y

alimento ad libitum previamente esterilizado, en jaulas Ancare con camas de
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aserrín,  filtro Ancar  y rejillas también estériles.

Los grupos experimentales fueron divididos por jaula con 3 individuos cada una,

debidamente etiquetadas, con información perteneciente al grupo experimental que

fue analizado, con las semanas de edad de las ratonas. (Figura 9).

Figura 9: Distribución de jaulas

Cada individuo fue pesado y se les colocó de una a tres marcas de la base de la

cola hacia arriba, asignando un número de identificación (uno, dos o tres),

conjugado con un número de identificación propio (ID Ratón), de la base de datos

del Laboratorio 4 de Oncología Celular de experimentación con Animales, para

monitorearlos durante todo el proceso (Tabla 1). Finalmente se inyectó a 45°

intraperitonealmente a cada ratón con 6 x 106 células INBL (figura 10).
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Tabla 2:   identidad  de ratones nu/nu

Grupo No. Ratón ID. Ratón Peso inicial (g)

A | 2152 24.76

|| 2153 26.45

||| 2154 24.90

B | 2154 26.21

|| 2155 27.57

||| 2156 26.77

C | 2157 27.41

|| 2158 22.03

||| 2159 27.50

D | 2160 26.45

|| 2161 27.24

||| 2162 27.11

E | 2163 24.51

|| 2164 25.56

||| 2165 24.31

Figura 10: A)Marcaje                            B) Pesaje                                     C)inoculación
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7.4. Síntesis de liposomas catiónicos que encapsulan la fracción 2
del extracto de  SabuCh.

Se fabricaron 5 ml de Liposomas vacíos (Lote: PNO-LOCE-A 071020) bajo el

procesamiento maestro para la fabricación de liposomas catiónicos y 5ml de

liposomas con SabuCh encapsulado a 3 µM (Lote: PNO-LOCE-A 071020) bajo el

procesamiento maestro para liposomas que contienen fitol, procedimiento con

título de patente número: 330174. Se mantuvieron en refrigeración a 4°C antes

de su uso. Se colocó la dosis determinada de Liposomas Vacíos, Liposomas que

contienen la F2 de SabuCh y la F2 de Sabuch libre 0.0000739mg/µl, en jeringas

para insulina de 1ml, en condiciones estériles y se transportaron en cajas de

unicel cerradas hacia el bioterio para su aplicación.

7.5. Dosis de liposomas cargados con la fracción 2 de SabuCh en
ratones hembra con inducción tumoral.

Se administraron 300µl con la dosis de Liposomas Vacíos a las sujetos del grupo

C: LipVac 300µl con la dosis de Liposomas que contienen la F2 de SabuCh a las

sujetos grupo D: LipSabuCh y 300µl con la dosis de SabuCh libre a las sujetos

grupo E: SabuCh, cada 24 horas durante 4 días (Tabla 3). Se registró el estado

de cada grupo.
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Tabla 3: Tratamiento experimental

Día Grupo Dosis observaciones

1 C 300µl Individuos con deterioro dérmico,
enrojecimiento y oscurecimiento de la zona

peritoneal

D 300µl
LipSabuCh 3µM

Individuos con deterioro dérmico,
enrojecimiento y oscurecimiento de la zona

peritoneal.

E 300µl 739 x 10-5

mg/µl
Individuos con deterioro dérmico,

enrojecimiento y oscurecimiento de la zona
peritoneal.

2 C 300µl Individuos con deterioro dérmico,
enrojecimiento y oscurecimiento de la zona

peritoneal.

D 300µl
LipSabuCh 3µM

Individuos sin oscurecimiento peritoneal,
prevalece el enrojecimiento capilar

E 300µl  739 x 10-5

mg/µl
Individuos con ligero oscurecimiento peritoneal

y piel emblanquecida por placas en el lomo.

3 C 300µl Individuos con enrojecimiento capilar y poco
oscurecimiento en el área peritoneal

D 300µl
LipSabuCh 3µM

individuos sin anormalidades visibles.

E 300µl  739 x 10-5

mg/µl
Individuos con cambios drásticos de conducta,

piel seca, y con zonas totalmente blancas.

4 C 300µl Individuos con enrojecimiento
capilar y poco oscurecimiento en el área

peritoneal

D 300µl
LipSabuCh 3µM

Individuos normales.

E 300µl  739 x 10-5

mg/µl
Individuos decaídos, conductas anormales y

pérdida de apetito.
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7.6. Efecto de los liposomas con la fracción 2 de SabuCh sobre las
masas tumorales inducidas.
Al concluir el tratamiento se dejó pasar 24 horas desde la última dosis aplicada para

realizar el sacrificio, es decir los cuatro días de tratamiento y al día cinco se tomó la

muestra de sangre y se sacrificaron

7.6.1.Grupo A: Testigo

Se diseccionó cada individuo para cuantificar el número y medida de los tumores,

para el grupo A, Testigo, (Figura 11) se obtuvo un total de cero tumores, las hebras

se encontraban en excelentes condiciones físicas, sin ninguna sintomatología de

deterioro.

Figura 11: Morfología del grupo Testigo
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7.6.2. Grupo B: Tumoral

Muestra desarrollo de tumores principalmente en el área peritoneal, en los intestinos

y en los ovarios (círculos verdes), también deja ver un grado de deterioro de los

órganos, inflamación y oscurecimiento de los mismos (Señalado en las flechas), la

dermis enrojecida  con capas de grasa acumulada  y semblante decaído (Figura 12).

Figura 12: Morfología del grupo tumor:  Se observa un tumor pulmonar de 4 mm de

diámetro, el pulmón tiene un color más oscuro que lo normal (A), los intestino se encuentran

inflamados, oscurecidos y se observan tumores que van desde 1mm hasta 6mm de

diámetro (C,D), El sistema reproductor se encuentra hipertrofiado, los ovarios han sido

invadidos por varios tumores pequeños (E) o por pocos tumores pero de mayo tamaño (B),

las trompas de falopio tienen comienzos de vascularización además de una notoria

inflamación y enrojecimiento (F).
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7.6.3. Grupo C: LipVac.

Se reporta que principalmente el hígado, ovario e intestino han sido invadidos por

tumores de 2 mm hasta 4 mm (Figura 13) (en círculos verdes), los oviductos

estaban inflamados y vascularizados (Señalado en azul), aunque se encontraban

tumores de menor tamaño que en el grupo B, el estado de los órganos era bastante

similar e incluso más severo en este grupo. Rangel-Corona en el 2011, reportó que

los liposomas catiónicos también pueden ocasionar una reducción de las masas

tumorales por sí solos, pero no es significativamente importante respecto a los

compuestos activos que se pueden encapsular en él, además se podría atribuir a la

citotoxicidad que tienen cuando se encuentran vacíos.

Figura 13: Morfología del grupo LipVac. A: Se observa un tumor hepático de 2 mm de

diámetro que además ya tiene vascularización. B: Hay inflamación en las trompas

de falopio y presencia de tumores en los ovarios. C: fragmentos del intestino se

encontraban emblanquecidos y se podrían ver tumores de hasta 5 mm de diámetro.
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7.6.4. Grupo D: LipSabuCh.

La zona peritoneal se encontraba en condiciones normales, no habia cambios de

color ni tamaño en los organos, ademas la dermis no cambio de color ni almaceno

grasa, muestra pocas presencias tumorales, solo se desarrollaron tumores de 1mm

a 2 mm, en los ovarios no se distinguian tumomres encambio teninan el color rosado

claro de este organo cuando eseta sano. (Figura 14). El estado físico visible de cada

individuo era normal, con conductas y actividades iguales al grupo control.

Figura 14: Morfología del grupo LipSabuCh: Se observa que los órganos internos están en

buenas condiciones, sin inflamación ni oscurecimiento (A), en los ovarios  se puede notar

que la mayor parte del  recuperó su color rosa normal y no habían tumores visibles  (B), por

último se observa un tumor en el hígado.
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7.6.5. Grupo E: SabuCh.

Podemos ver en la zona peritoneal, hay un oscurecimiento drástico en sus órganos,

además de que se notan inflamados y con ciertas lesiones, hay pocos tumores

presentes, de 1mm hasta 3mm principalmente en intestino y ovario (en círculo

verde), los oviductos inflamados, emblanquecidos y vascularizados (señalados en

azul), la dermis también enrojecida y con grasa, en general las condiciones de este

grupo coinciden con el grupo B y C  (Figura 15).

Figura 15: Morfología del grupo SabuCh Libre : Oscurecimiento e  inflamación de la zona

peritoneal (A), Tumores presentes en ovarios con emblanquecimiento y vascularización  de

trompas de falopio  (B), lesiones que muestran afección en el hígado (C).
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7.7. Densidad tumoral

El control ambiental (Grupo A: Testigo) tiene una carga tumoral promedio de 0 mm3,

mientras que el control tumoral (Grupo B: Tumor) tiene una carga tumoral promedio

de 174.49mm3. Comparando los controles con los tratamientos administramos, se

nota la mayor reducción en el grupo D: LipSabuCh con una carga tumoral promedio

de 4. 97 mm3, seguida por la administración de SabuCh libre con 13.58 mm3

(Gráfica 2).

Gráfica 2: Cargas tumorales por grupo  nu/nu

Eje x: Grupo experimental, Eje y: media en la carga tumoral

También hay una reducción considerable en el grupo C: LipVac (71.54 mm3) que en

comparación con el grupo B:Tumor  desciende hasta cerca de la mitad.

De acuerdo a los grupos evaluados y sus cargas tumorales, es evidente que los tres

tratamientos aplicados reducen en cierto punto la carga tumoral, pero la reducción

más importante se presenta con la aplicación de liposomas que contienen la F2 de
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SabuCh, donde podemos observar un retroceso de las neoplasias establecidas de

hasta un 98% comparados con nuestros controles (Gráfica 3).

Gráfica 3: Regresión tumoral (%)

Eje x:Tratamientos aplicados, Eje y: Porcentaje de reducción.
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7.8.  Perfil hepático y renal

De Acuerdo a los resultados entregados por el laboratorio de Patología Clínica de la

Facultad de medicina Veterinaria y Zootecnia (FMVZ), para el perfil hepático, los

niveles de la transaminasa AST (Aspartato aminotransferasa), se encuentran

elevados para el grupo B: tumor (227.67 UI), C: LipVac (223.33 UI) y E: SabuCh

(214.67), mientras que los grupos A: Testigo (93.67 UI) y D: LipSabuCh (103.00

UI) están dentro del nivel normal de acuerdo a los valores de referencia para esta

transaminasa 37.6 – 168 UI/L reportados por Fabry (2009).

Gráfica 4 : Perfil de AST

Eje x: Grupos experimentales, Eje y: Media de AST en suero

Los niveles reportados para la transaminasa ALT (Alanin aminotransferasa) se

encuentran levemente elevados en el grupo C: LipVac (41.67 UI) por otra parte los

grupos A: Testigo (34.67 UI) y D:LipSabuCh (20.00) se encuentran dentro de los
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valores de referencia 11.6 – 35.9UI/L, reportados por Fabry (2009), pero hay una

alza en el grupo E: SabuCH (148.00 UI)  de 3.5 veces el valor máximo referido.

Gráfica 5: Perfil de ALT

Eje x: Grupos experimentales, Eje y: Media de ALT en suero

Para el perfil renal se midieron la concentración de creatininas séricas, de acuerdo

al valor de referencia: 0.48 – 0.68 mg/dL, reportados por Leon-Goñi (2011), los

grupos experimentales muestran niveles de creatinina de 0.30 a 0.36 mg/dL lo que

significa que están por debajo del promedio, sin embargo no es una baja alarmante.
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Gráfica 6: Perfil de Creatinina

Eje x: Grupos experimentales, Eje y: Media de creatinina en suero.
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7.9 Diagnóstico

Se realizó el diagnóstico de cada grupo experimental, partiendo con individuos que

se certificaron como sanos por el bioterio del Instituto Nacional de Ciencias Médicas

y Nutrición Salvador Zubirán, comparando con los resultados obtenidos de los

análisis de toxicidad al final de la prueba y el comportamiento de los sujetos que

cada grupo presentaba antes durante y después del experimento (Tabla 3).

Tabla 3: Condiciones físicas por grupo

Grupo Condiciones físicas

A: Testigo Conducta: normal
Apariencia física: normal

Apariencia de órganos: normal
Perfil de creatininas: riñones sanos

Perfil ALT y AST: sano

B: Tumor Conducta: nerviosa y agresiva
Apariencia física: enrojecimiento de la piel

Apariencia de órganos: oscurecimiento e inflamación
Perfil de creatinina s: riñones  sanos

Perfil de AST y ALT: necrosis muscular y necrosis hepática

C: LipVac Conducta: nerviosa y agresiva
Apariencia física: enrojecimiento de la piel

Apariencia de órganos: oscurecimiento e inflamación
Perfil de creatinina s: riñones  sanos

Perfil de AST y ALT: necrosis muscular y necrosis hepática

D: LipSabuCh Conducta: normal
Apariencia física: normal

Apariencia de órganos: normal
Perfil de creatininas: riñones sanos

Perfil ALT y AST: sano

E: SabuCh Conducta: nerviosa y agresiva
Apariencia física: enrojecimiento de la piel

Apariencia de órganos: oscurecimiento e inflamación
Perfil de creatinina s: riñones  sanos

Perfil de AST y ALT: necrosis hepática
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8. Análisis de resultados
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La fracción 2 del extracto de Sargassum hystrix buxifolium Chauvin mostró tener

potencial como tratamiento antineoplásico, ya que detiene el ciclo celular e induce la

muerte por apoptosis (Santiago- Cruz 2014), esto es muy importante debido a que

no causaría efecto inflamatorio para el organismo, por esta razón se busca que sus

efectos se mantengan estables. Las púberas realizadas indican que a ocho años

de la obtención del extracto su aspecto físico es completamente normal, su color

verde oscuro es el adecuado, no se notan rastros de ningún tipo de contaminación

(moho o suciedad) o de pérdida de materia, puesto que el peso del extracto es el

mismo que se reporta en su etiqueta inicial, el tubo en el que se mantiene tampoco

muestra señales de estar dañado (roto o aplastado). Las buenas condiciones físicas

en las que se encuentra el producto se deben a que su almacenaje ha sido el

adecuado, manteniéndolo en refrigeración de a 20 ° y alejado de la luz, cabe

resaltar que el extracto no cuenta con ningún conservador artificial o alguna otra

sustancia externa a él. Es importante no solo que sus características físicas se

mantengan, sino también sus propiedades químicas, podemos observar que su

capacidad de dilución y la IC50 sigue siendo la misma de acuerdo a lo reportado con

Luna-Cruz 2012, por lo tanto, tomando como referencia a Garcia-Salgado 2014,

que dice que las propiedades químicas de la alga marina comestible hijiki (Hizikia

fusiformis) se pueden mantener estables durante al menos un año en la muestra

sólida, almacenada en recipientes de poliestireno a 20°, podemos inferir que las

propiedades del extracto liofilizado (sólido) de Sargassum buxifolium (Chauvin )M.

J. Wynne (SabuCh) se mantienen por lo menos 8 años en las condiciones ya

mencionadas de luz y temperatura.

Los animales de laboratorio para investigación, en general, han sido caracterizados

morfológica y fisiológicamente, pero además su conducta también es un indicativo

claro de las normalidades y anormalidades, que atraviesan durante el desarrollo de

alguna investigación. Es por eso que cada individuo fue minuciosamente

monitoreado durante el desarrollo de este trabajo, se puede observar que todos los

grupos con inducción tumoral mantienen una baja de energía en sus actividades

normales (aseo personal, alimentación y aseo en la jaula), oscurecimiento de la

zona perineal y enrojecimiento dérmico en secciones localizadas en el lomo,

además de presentar un cuadro anormal de excreción, con heces amarillentas y

acuosas. Si bien aún no había masas tumorales palpables, estos síntomas eran
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indicativos de anomalías en el funcionamiento de algunos órganos que podían

deberse al establecimiento tumoral, ya que el grupo testigo no presentaba las

condiciones antes mencionadas.

Al principio del tratamiento todos los individuos parten con las mismas

características, después de la primera dosis se mantienen en el mismo estado, al

segundo día de aplicación solo el grupo D se despega ligeramente de los demás al

reducir el oscurecimiento peritoneal, a lo largo del tratamiento se nota una mejoría a

tal grado que para el cuarto día las condiciones de este grupo eran completamente

normales, comparadas con el grupo A (Testigo). Para los demás grupos no se

observaron grandes mejoras, solo en el grupo E (SabuCh libre) al segundo día de

tratamiento habían reducido el enrojecimiento capilar y el oscurecimiento peritoneal,

pero para el final del tratamiento se observan una nuevas situaciones adversas, con

pérdida del apetito, decaimiento y conducta anormalmente agresiva. Estos

resultados nos permiten inferir que el tratamiento con la F2 de SabuCh encapsulado

muestra una mejora visible sin tener efectos adversos notorios sobre la fisonomía y

conducta de los ratones.

Para asegurar con certeza la eficacia de la F2 de Sabuch como tratamiento

antineoplásico se hizo un análisis estadístico con los resultados tumorales obtenidos

del sacrificio presentes en cada grupo, de acuerdo al tratamiento aplicado y lo

observado previamente.

Como era de esperarse, en nuestros grupos control tenemos una carga tumoral nula

(Grupo A: Testigo) y una carga tumoral máxima de 174.49 mm3 (Grupo B: Tumoral),

lo cual nos indica que la inoculación fue llevada a cabo de manera correcta, por lo

tanto la regresión tumoral que se observa en cada grupo con respecto al grupo B:

Tumor es veraz. Es evidente que el grupo D: LipSabuCh reduce mayoritariamente

las cargas tumorales, aunque también hay una reducción importante en el grupo

D:SabuCh, esto se debe a que como se ha demostrado antes el alga muestra

eificentes efectos antiproliferativos in vitro (Santiago-Cruz, 2014) pero las

características físicas y conductuales de estos dos grupos son muy diferentes,

mientras que el grupo D: LipSabuCh es equiparable con el grupo A: Testigo, el
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grupo E: SabuCh tiende a ser como el grupo B: Tumor, esto sugiere que el mejor

candidato para aplicarse como tratamiento son los Liposomas con la F2 deSabuCh.

El grupo C: LipVac también demostró que puede disminuir la carga tumoral, pero por

las condiciones físicas y el notable deterioro de órganos nos podrían estar indicando

cierta toxicidad cuando las vesículas liposomales se administran solas.

Para corroborar el estado de salud en el que se encontraba cada grupo

experimental se mandaron a hacer estudios de indicadores séricos de daño renal y

hepático, esto confirma si hay toxicidad en el alga, la vesícula liposomal o el alga

encapsulada en  vesícula liposomal.

El perfil de aspartato aminotransferasa (AST) indica que cuando se encuentra

elevada hay necrosis del músculo esquelético y cardíaco, y necrosis hepática. De

acuerdo a los valores de referencia 37.6 – 168 UI/L, el grupo A: testigo y el grupo

B: LipSabuCh que se encuentran dentro de este rango estarían en condiciones

saludables, por lo contrario el grupo B: Tumor y el grupo C: LipVac están por

encima del valor normal, e indica que el hígado y el músculo se encuentran ya

comprometidos, en el grupo E: SabuCh hay un ligero aumento del valor estándar

pero aún no es significativo para confirmar que tenga daño en los órganos ya

mencionados.

El perfil de Alanina aminotransferasa (ALT), es el mejor indicador de daño hepático,

su elevación indica que hay un mal funcionamiento o necrosis hepática. El valor de

referencia para esta transaminasa es de 11.6 – 35.9UI/L. Conforme a este rango el

Grupo A: Testigo y el Grupo D: LipSabuCh reafirman que se encuentran saludables,

mientras que nuevamente los Grupos B: Tumor y C: LipVac se encuentran elevados,

por encima del rango normal, lo que confirma la necrosis hepática y muscular

(cardiaco y liso). El mayor incremento en los valores normales para la ALT se

encuentra en el grupo E: SabuCh que se eleva hasta casi cuatro veces más del

valor promedio, su incremento indica claramente que el hígado ha sido

severamente afectado, ya que cuando la ALT incrementa sin el incremento de la

AST se debe solo a afecciones hepáticas.

El perfil de creatinina se analizó como marcador de daño renal, ya que estas

moléculas se producen principalmente en el riñón, aunque también se pueden

encontrar en hígado y páncreas, pero con menor frecuencia. La presencia normal
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de creatininas va de 0.48 – 0.68 mg/dl, en nuestros grupos experimentales podemos

observar que están ligeramente por debajo del valor mencionado, pero esto no

significa que el riñón se vea afectado, ya que para considerar una patología los

análisis tendrían que arrojar una alza o disminución de al menos el doble del valor

de referencia, así entonces la integridad y  funciones renales no son perjudicadas.

De acuerdo a los resultados de los análisis podemos deducir que los grupos C:

LipVac y E: SabuCh sufren de algún tipo de daño hepático y/o muscular, que

también podemos ver en el grupo B: Tumor, esto nos estaría indicando que aunque

reducen la carga tumoral, se encuentran igual de afectados que individuos con

tumores establecidos, lo que sugiere que son tóxicos para el organismo y que en

efecto , si están matando células cancerígenas, pero también matan células sanas,

de manera indiscriminada, lo que causa en el sujeto efectos secundarios adversos

. Esto se debe a que las algas pardas están formadas principalmente por fucoidan,

un compuesto que les confiere la actividad biológica como antitumoral pero que

resulta ser tóxico, pues se acumula en el hígado y causa daño en el, cuando se

administra libre, de igual manera que los Liposomas vacíos.

Contrariamente, los resultados de los análisis sanguíneos para el grupo D:

LipSabuCh nos plantea que se encuentran en condiciones normales de salud, tanto

así que son comparables con sujetos que no han padecido con establecimientos

tumorales, (Grupo A: Testigo) así que nuevamente el grupo D resulta ser el más

propicio para ser aplicado como tratamiento sin tener efectos adversos sobre el

organismo, ya que aunque el fucoidan y los Liposomas vacíos tienen cierta

toxicidad, cuando se forma la composición de ambos, su farmacocinética se ve

modificada, se puede absorber de mejor manera y llegar a las células dianas de

forma más efectiva sin almacenarse en el hígado, por lo tanto no representaría un

riesgo para el organismo, dejando atrás los efectos secundarios de una

quimioterapia convencional.

Durante todo el experimento se vigiló las condiciones de cada uno de los sujetos

para en conjunto poder dar un diagnóstico final al estado de salud de cada grupo

(Tabla 3), de acuerdo a lo observado en el comportamiento y el aspecto físico, antes

y durante el tratamiento, en la disección y lo visto en los análisis sanguíneos

podemos inferir, que el tratamiento con vesículas liposomales que contengan la F2
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de SabuCh en su interior no resulta ser dañina o tóxica para el organismo y puede

administrarse sin perjudicar al individuo e inclusive mantener condiciones

semejantes con los  individuos a los que no se les administra ninguna sustancia.

Por otro lado podemos decir que las vesículas liposomales vacías resultan ser

citotóxicas para el organismo, esto se debe a que la F2 de SabuCh le brinda

estabilidad y en conjunto son benéficas para el organismo, pero separadas resultan

ser perjudiciales puesto que cuando se administra SabuCh libre es tóxico, dañando

severamente el hígado, estos efectos adversos pueden compararse con los efectos

provocados cuando se establecen neoplasias en el organismo en vista de que sus

afecciones son muy semejantes a las de los individuos que se encuentran

enfermos.

La F2 de SabuCh encapsulada demostró una efectividad del 96%, seguido por el

extracto aplicado de manera libre 83% (Gráfica 6), Claramente las propiedades

antineoplásicas del alga se encuentran presentes en ambos casos, pero es el nano

acarreador, en este caso la composición liposomal, lo que estabiliza, magnifica su

efecto y lo potencializa como un posible tratamiento ya que su efectividad no se ve

alterada por un efecto adverso en el organismo.

Así pues que la Fracción 2 de SabuCh encapsulada en liposomas catiónicos es por

mucho la mejor opción para ser un potencial tratamiento contra el Carcinoma de

Cérvix, en virtud de las propiedades antiproliferativas, detención del ciclo celular e

inducción de apoptosis (Luna-Cruz 2012 ; Santiago-Cruz, 2014) que caracteriza a

esta especie, además al ser encapsulada por una vesícula nanoacarreadora

(liposoma), se estabilizan, para en conjunto reducir casi por completo las cargas

tumorales inducidas en un modelo murino y sin resultar tóxicas para el sujeto.
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9. Conclusiones
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Se comprobó de manera in vitro que la fracción 2 de SabuCh mantiene estables las

propiedades antineoplásicas reportadas en el año 2012 por Luna-Cruz, mediante la

IC50 que determinó. Por esta razón concluimos que el extracto de SabuCh liofilizado,

almacenado en condiciones de refrigeración 18°-20° y sin contacto de luz, se puede

preservar sin la necesidad de adicionar conservadores o alguna otra sustancia que

pudiese alterar sus atributos naturales, por al menos ocho años, pero no se

descarta la posibilidad de que pudieran perdurar por más tiempo, ya que los

extractos etanólicos de los que se tienen reporte se han mantenido en las mismas

condiciones hasta por diez años.

La administración de la fracción 2 de SabuCh contenida en liposomas, muestra

mejoría gradual y significativa en las condiciones físicas de las hembras nu/nu,

provocadas por el establecimiento tumoral, así que podemos inferir que su

aplicación las ayuda a recuperar la estabilidad y no las perjudica ni interfiere en sus

actividades.

De acuerdo al análisis estadístico se observa que los liposomas que contienen la

fracción 2 de SabuCh, tienen la mayor regresión tumoral, reduciendo las cargas

tumorales hasta un 98% sin ocasionar efectos secundarios adversos sobre el

organismo, además de no presentar toxicidad hepática o daño renal, por lo tanto se

convierte en la opción más propicia para  usarse como un eficiente tratamiento.

Los tratamientos de origen natural son potencialmente una alternativa viable para

tratar el cáncer. Las algas pardas son un recurso de importancia para obtener

compuestos antiproliferativos, en particular la fracción 2 de SabuCh contenida en

Liposomas catiónicos es una alternativa prometedora para el tratamiento del

carcinoma de cérvix.
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Preparación de reactivos y soluciones

Medio de cultivo RPMI 1640 (Roswell park memorial institute 1640)

Rpmi 1640 Gibco BRL USA 10.42 g

NaHCO3 Sigma Chem USA 2.0g

Los reactivos se disuelven en 800 ml de agua bidestilada ajustando el pH a 7.2 con

ácido clorhídrico (HCL) 1N y se afora a un litro con agua bidestilada. La solución se

esteriliza por medio de filtrado al vacío a través de una membrana de poro de 0.47

µm y se almacena a 4° centígrados

Composición del medio RPMI 1640

AMINOÁCIDOS mg/L biotina 0,200

L-arginina.HCL 200,00 pantotenato de calcio 0,250

L-asparigina.H2O 50,00 cloruro de colina 3,000

L-ácido aspártico 20,00 ácido fólico 1,000

L-cistina 65,20 inositol 35,000

L-ácidoglutâmico 20,00 nicotinamida 1,000

L-glutamina 300,00 ácido p-aminobenzoico 1,000

glicina 10,00 piridoxina.HCL 1,000

L-histidina.HCL.H2O 15,00 riboflavina 0,200

hidroxiprolina 20,00 tiamina.HCL 1,000

L-isoleucina 50,00 vitamina B12 0,005
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SALES INORGÁNICAS mg/L SALES INORGÁNICAS mg/L

L-triptófano 5,00 L-tirosina 28,33

Ca(NO3)2.4H2O 100,00 MgSO4.7H2O 100,00

L-prolina 20,00 L-serina 30,00

KCL 400,00 NaCl 6.000,00

L-tirosina 28,33 L-valina 20,00

MgSO4.7H2O 100,00 L-treonina 20,00

NaHCO3 2.000,00 Na2HPO4 800,00

Desactivación del Suero Fetal Bovino (SFB)

El SFB (Gibco) se deja descongelar a temperatura ambiente, una vez descongelado

se pasa a un baño de agua a 57°C durante 30 minutos, de esta manera son

desactivadas las proteínas de bajo peso molecular que pudieran interferir con la

proliferación y crecimiento celular.

Solución fisiológica de Verseno

Disolver en 800 ml de agua bidestilada y en el orden siguiente:

NaCl…………………8.0 gramos

KCl…………………..0.4 gramos

EDTA……………….0.2 gramos

Tris M Base ……….4.04 gramos
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Ajustar el pH a 7.7 con HCl y aforar a 1 L.

Esterilizar en autoclave a 20 libras de presión por 20 minutos.

Solución amortiguadora de fosfatos (PBS)

En 800 ml de agua bidestilada se disuelven:

NaCl………………………………………8.0 gramos

Fosfato de sodio monobásico…….2.88 gramos

Fosfato de potasio……………………0.4 gramos

Cloruro de potasio……………………0.2 gramos

Ajustar el pH a 7.2 con HCl y aforar a 1 L.

Esterilizar en autoclave a 20 libras de presión por 20 minutos.

Azul Tripano

Se emplea para pruebas de viabilidad y con río celular se utiliza una dilución del

colorante azul tripano Sigma gem usa al 0.3% en PVC y se filtra con papel whatman

número 2

Glutaraldehído al 1.1%

En 48.9 ml de agua mlq se agregan 1.1 ml de Glutaraldehído al 50% para preparar

50 ml. Cubrir de la luz.

Cristal violeta al 0.1%

Hidróxido de sodio……………………1.98 gramos

Ácido fórmico 200 mM………………2.14 ml

Cristal violeta…………………………..0.5 gramos
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Preparar la solución amortiguadora con el hidróxido de sodio y el ácido

fórmico y ajustar el pH a 6.

Aforar a 250 ml.

Agregar el cristal violeta

95


	Sin título

