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Resumen.

El cAncer cervicouterino continla siendo una de las principales causas de muerte
debido a la deteccion tardia y a los efectos adversos de los tratamientos
convencionales como quimioterapia y radioterapia, ante esta problematica, se
plantea el desarrollo de sistemas terapéuticos alternativos, entre los cuales, se
destacan aquellos que involucran nanotecnologia, ya que permiten una
administracion localizada y menos invasiva.

El objetivo principal de este proyecto fue evaluar las propiedades antioxidantes
y antiproliferativas de nanofibras poliméricas electroestiradas cargadas con
extractos acuosos de Cuphea aequipetala, una planta endémica de México con
actividad bioldgica reconocida.

Se diseflaron nanofibras hibridas compuestas por Eudragit EPO, alcohol
polivinilico y quitosano, las cuales fueron sintetizadas mediante la técnica de
electroestirado. El extracto de Cuphea aequipetala fue liofilizado y caracterizado
mediante andlisis metabolémico por UPLC-MS, identificando la presencia de
compuestos fendlicos, flavonoides y triterpenos. Las nanofibras fueron
caracterizadas mediante espectroscopia infrarroja, microscopia electrénica de
barrido, su actividad antioxidante se evalué mediante los métodos ABTS y
DPPH, mientras que la actividad antiproliferativa fue determinada mediante
ensayos MTT en la linea celular humana de cancer cervicouterino HelLa.

Los resultados evidenciaron una morfologia uniforme en las nanofibras y una
integracion efectiva del extracto, asi como una alta capacidad antioxidante y una
disminucion significativa de la viabilidad celular en funcion de la concentracion y
el tiempo de exposicion. Estos hallazgos demuestran que las nanofibras
desarrolladas podrian contribuir a un sistema de liberacién controlada
prometedor para la administracion de compuestos bioactivos con potencial
terapéutico frente al cancer cervicouterino, abriendo nuevas posibilidades para

el desarrollo de tratamientos mas especificos y menos invasivos.

Palabras clave: Cuphea aequipetala, nanofibras, compuestos bioactivos,

antiproliferativa, electroestirado.



Abstract.

Cervical cancer continues to be one of the leading causes of death due to late
detection and the adverse effects of conventional treatments such as
chemotherapy and radiotherapy. Given this problem, the development of
alternative therapeutic systems is being proposed. Among these, those involving
nanotechnology stand out, as they allow for localized and less invasive
administration.

The main objective of this project was to evaluate the antioxidant and
antiproliferative properties of electrospun polymeric nanofibers loaded with
agueous extracts of Cuphea aequipetala, a plant endemic to Mexico with
recognized biological activity.

Hybrid nanofibers composed of Eudragit EPO, polyvinyl alcohol, and chitosan
were designed and synthesized using the electrospinning technique. The Cuphea
aequipetala extract was lyophilized and characterized by metabolomic analysis
using UPLC-MS, identifying the presence of phenolic compounds, flavonoids,
and triterpenes. The nanofibers were characterized using infrared spectroscopy
and scanning electron microscopy. Their antioxidant activity was evaluated using
the ABTS and DPPH methods, while their antiproliferative activity was
determined using MTT assays in the human cervical cancer cell line HelLa.

The results showed a uniform morphology of the nanofibers and effective
integration of the extract, as well as high antioxidant capacity and a significant
decrease in cell viability depending on the concentration and exposure time.
These findings demonstrate that the developed nanofibers could contribute to a
promising controlled-release system for the delivery of bioactive compounds with
therapeutic potential against cervical cancer, opening new possibilities for the

development of more targeted and less invasive treatments.

Keywords: Cuphea aequipetala, nanofibers, bioactive compounds,

antiproliferative, electrospun.



. Introduccion.

El cancer cervicouterino (CCU) representa una de las principales causas de
mortalidad a nivel mundial, especialmente en paises en vias de desarrollo. Los
tratamientos convencionales, como cirugia, radioterapia y quimioterapia, suelen
asociarse con efectos adversos significativos, incluyendo toxicidad sistémica,
neurotoxicidad, infertilidad y dafio hepético crénico, estas limitaciones han
impulsado la busqueda de terapias mas selectivas y menos invasivas que
ayuden a mejorar la calidad de vida de las pacientes (Hassanpour & Dehghani,
2017).

Las nanofibras poliméricas obtenidas mediante electrohilado han surgido como
sistemas prometedores para la administracion localizada y controlada de
agentes terapéuticos. Este nanomaterial ofrece varias ventajas como una alta
relacion superficie-volumen, porosidad y la capacidad de encapsular
compuestos bioactivos, permitiendo una liberacion dirigida al sitio tumoral, lo que
reduce potencialmente los efectos secundarios sistémicos y mejora la eficacia
terapéutica (Yu et al., 2009).

Diversos estudios demuestran la eficacia de las nanofibras en la entrega de
farmacos anticancerigenos, por ejemplo, nanofibras de poli (4cido lactico-co-
glicélico) (PLGA) cargadas con doxorrubicina han mostrado una liberacion
prolongada del farmaco y una inhibicién significativa del crecimiento tumoral.

La incorporacion de nanoparticulas con recubrimiento de PEG (poli (etilenglicol))
en las nanofibras ha permitido mejorar la estabilidad del farmaco y controlar su
liberacion (Razavi et al., 2023).

El uso de compuestos naturales con propiedades anticancerigenas ha ganado
atencion en la investigacién biomédica, una de ellas es Cuphea aequipetala, una
planta endémica de México, que ha sido objeto de estudio gracias a su actividad
antioxidante y antiproliferativa. Los extractos de esta planta han demostrado la
capacidad de inducir apoptosis en lineas celulares tumorales, como el melanoma
murino B16F10, y reducir el peso tumoral en modelos animales (Uscanga-
Palomeque et al.,, 2019). Estos efectos se atribuyen a su alto contenido de
compuestos fendlicos y flavonoides, como la quercetina, conocidos por su

actividad biologica (Waizel-Bucay et al., 2003).



La combinacién de nanofibras poliméricas con extractos naturales como el de C.
aequipetala ofrece una estrategia innovadora para el tratamiento del CCU, al
encapsular el extracto en nanofibras de polimeros biocompatibles como Eudragit
EPO, alcohol polivinilico (PVA) y quitosano, se busca aprovechar las
propiedades terapéuticas del extracto y las ventajas que tiene un sistema de
liberacion controlada. Estudios previos han demostrado que nanofibras
compuestas de PVA y quitosano pueden ser utilizadas como portadores de
farmacos, mostrando biocompatibilidad y eficacia en la inhibicion de células
cancerosas (Pakravan et al., 2011).

El presente trabajo tiene como objetivo desarrollar nanofibras poliméricas
cargadas con extracto de C. aequipetala y evaluar su efecto antiproliferativo en
células HelLa de cancer cervicouterino, se realizaran caracterizaciones fisico-
quimicas mediante espectroscopia infrarroja (IR), microscopia electronica de
barrido (SEM), analisis metabolémico del extracto, la evaluacion de su actividad
antioxidante y la viabilidad celular; la informacion desarrollada en este trabajo
servira para proponer sistemas de encapsulacion y liberacién controlada, que
puedan ser desarrolladas e implementadas como agentes terapéuticos como

una alternativa menos invasiva y mas especifica para el tratamiento del CCU.



I[I. Antecedentes.

El cancer ha afectado a la humanidad desde mucho tiempo atras hasta nuestros
dias, aunque su prevalencia se ha visto incrementada en las Ultimas décadas
debido al aumento de esperanza de vida y la presencia de factores
carcinogénicos (Faguet, 2015).

En el periodo de los aflos 500 y 1500 d. C., en Europa surgieron diferentes
tratamientos como la extirpacion y cauterizacion de tumores pequefios, la
aplicacion de pastas causticas con Arsenio, dietas y amuletos para tumores mas
extensos. A partir del afio 1500 d. C. comenzaron a practicar mas autopsias y el
conocimiento del cancer interno aumentd. En los ultimos siglos se ha avanzado
mucho en describir la enfermedad para poder demostrar su origen genético,
permitir un tratamiento personalizado para el paciente y ayudar a escoger el
tratamiento mas adecuado (MatchTrial, 2020).

Actualmente existen diferentes tratamientos disponibles para el cancer, todos
con sus propias limitaciones y tasa de éxito dependiendo del estado de la
enfermedad. Algunas practicas generales de tratamiento del cancer incluyen
cirugia, radioterapia, terapia biolégica, quimioterapia, hipertermia, terapia
fotodindmica, tratamiento con laser, trasplante de células madre, donacion o
transfusion de hemoderivados y terapia hormonal; asi mismo los trastornos
genéticos causados por factores hereditarios o no hereditarios tienen un papel
fundamental en el aumento del crecimiento celular (Hassanpour & Dehghani,
2017).

El CCU, es uno de los tipos mas frecuentes de cancer en el cual se encuentran
células cancerosas o malignas, en los tejidos del cuello uterino (Moran Garcia &
Quintero Soto, 2012). Dependiendo del tipo y la etapa de cancer en la que se
encuentre, puede requerir mas de un tipo de tratamiento, para las etapas mas
tempranas, se puede emplear cirugia o radiacion combinada con quimioterapia.
Para las etapas mas avanzadas, usualmente se emplea radiacion combinada
con quimioterapia como tratamiento principal. La quimioterapia es la mas
utilizada para tratar el cancer de cuello uterino en etapas avanzadas (American
Cancer Society, 2021).


https://matchtrial.health/que-es-el-cancer/
https://matchtrial.health/cuando-la-clave-esta-en-los-genes-del-cancer/

La integracion de la nanotecnologia en disciplinas como la ciencia de materiales,
biologia celular y molecular, farmacologia y la medicina ha dado lugar a una
transformacion tecnologica de gran relevancia, la cual es una de las mas
influyentes en el futuro debido a sus mdultiples aplicaciones que tienen gran
potencial en el diagnéstico y tratamiento de diversas enfermedades (Kumar et
al., 2013).

La nanomedicina representa la aplicacion de la nanotecnologia en &reas clave
como el diagnéstico, prevencion y tratamiento de enfermedades contribuyendo
a una mejor comprension de los mecanismos patofisiolégicos implicados en su
desarrollo y progresion, esta disciplina se divide en tres campos principales:
liberacién controlada de farmacos e ingenieria de tejidos, diagndéstico y terapias
especificas (Duncan & Gaspar, 2011).

Los materiales y tecnologias que se han implementado para la construccién de
nanosistemas de liberacion de farmacos son muy diversos, los cuales se
clasifican de manera general en dos grandes grupos: nanoestructuras organicas
y nanoestructuras inorganicas (Torchilin, 2014).

Las nanofibras han emergido como una herramienta prometedora en la
nanotecnologia aplicada a la liberacibn de farmacos, sus propiedades que
poseen una alta relacién superficie/volumen, pequefio didmetro de poro entre
fibras, alta porosidad y gran capacidad de funcionalizacién superficial, las hacen
especialmente adecuadas para este propésito (Dhand et al., 2017).

El electrohilado se ha convertido en una de las técnicas mas utilizadas para la
obtencion de nanofibras cargadas con principios activos, gracias a su alta
capacidad de carga, eficiencia de encapsulacion, posibilidad de coadministrar
multiples agentes terapéuticos, facilidad operativa y viabilidad econdmica
(Zamani et al., 2013).



1. Fundamentacion teodrica.

3.1Céancer:

El cancer se caracteriza por la proliferacién de células anormales que se dividen,
crecen y se pueden propagar sin control en cualquier parte del cuerpo, estas
células forman masas de tejido (tumores o neoplasias), causando problemas en
el area del cuerpo en la que se desarrollan; ademas, pueden propagarse a otras
partes del organismo (American Cancer Society, 2024).

Las células cancerosas se distinguen de las normales de muchas maneras: son
menos especializadas, ignoran las sefiales para detener su proliferacion y para
morir cuando es necesario, influyen sobre las células normales, tienen la
capacidad de evadir el sistema inmune, crecen sin control y se vuelven
invasivas(Hanahan & Weinberg, 2011). Las células cancerosas evaden las
seflales que generalmente les indican que activen su proceso de muerte
regulada (apoptosis), proceso que utilizan los tejidos para deshacerse de
aquellas que no son necesarias 0 que presentan anormalidades y asi poder
mantener una poblacién celular estable (National Cancer Institute, 2021).

El cancer se considera una enfermedad prevenible, adoptando estrategias para
evitar los factores de riesgo, algunos tipos de cancer pueden ser detectados
tempranamente.

El propésito de la deteccién temprana es identificar el tumor cuando se encuentra
localizado en el 6rgano de origen, antes de que se disemine hacia otros 6rganos
y detectar lesiones precancerosas (tumores benignos), un buen diagnostico es
fundamental para establecer un tratamiento adecuado y eficaz. Para un
diagnéstico definitivo del céncer, se requiere de wuna confirmacién
histopatoldgica, este procedimiento es realizado por un especialista en anatomia
patolégica, quien examina detalladamente secciones del tejido sospechoso
mediante microscopia Optica, para llevar a cabo este analisis, es necesario
obtener una muestra del tejido afectado, comiunmente mediante una biopsia, o
bien evaluar el tejido completo tras su extirpacion quirtrgica (Romero-Romero et
al., 2021).



El tipo de cancer se define por el tejido u érgano en el que este se origina, estos
pueden agruparse en:

Carcinomas: Cancer que se origina en células epiteliales, que recubren la
superficie de algunos 6rganos, como la piel, el tracto gastrointestinal o las
glandulas, este tipo comprende aproximadamente el 80 % de todos los tumores
malignos, incluyendo aquellos que afectan érganos como pulmon, mama, colon,
prOstata, pancreas y estbmago.

Sarcomas: Cancer que se forma a partir del tejido conectivo, incluyendo los
huesos, el masculo, el cartilago y el tejido adiposo, los més frecuentes son los
sarcomas de los huesos (osteosarcomas).

Leucemias: Corresponden a neoplasias hematoldgicas que se desarrollan en la
médula ésea, tejido encargado de producir glébulos rojos, blancos y plaguetas

que circulan en la sangre (Punte & Velasco, 2017).

Existen diversos enfoques terapéuticos para tratar el cancer, cuya efectividad y
tolerancia varian segun el tipo y la etapa de la enfermedad; estos tratamientos
convencionales frecuentemente conllevan efectos adversos significativos, tales
como:

Inmunoterapia: puede ocasionar inflamacion, erupciones cutaneas, hipotension
o hipertension, cefaleas, diarrea y fatiga.

Cirugia: asociada con riesgo de dolor postoperatorio e infecciones.
Radioterapia: puede dafar tejidos sanos cercanos al area tratada y causar
fatiga severa.

Quimioterapia: produce efectos como caida del cabello, ulceraciones bucales,
nauseas y toxicidad general.

Terapia hormonal: puede inducir debilidad 6sea, sofocos, fatiga, trastornos

digestivos y cefaleas (Hassanpour & Dehghani, 2017).

Estimaciones del Instituto Nacional de Estadistica y Geografia (INEGI) indican
que, en el afio 2023 el cancer presenta la tercera causa de muerte —antes de

los 80 afios— La tasa de mortalidad por cancer en México es relativamente baja



en comparacion con otros paises, pero aun representa una carga significativa

para la salud publica (Sung et al., 2021).

3.2Cancer cervicouterino:

El CCU es un cancer que se desarrolla a partir de las células localizadas en la
region inferior y estrecha del Utero, conocida como cuello uterino, que conecta
este organo con la vagina. Este tipo de cancer suele evolucionar de forma
progresiva, comenzando con alteraciones celulares denominadas displasia, que
dan lugar a células andémalas en el tejido cervical, si estas células no son
eliminadas o tratadas, pueden transformarse en malignas, multiplicarse y
diseminarse a partes mas profundas del cuello uterino y a las areas que lo rodean
(NCI, 2023).

La principal causa del CCU es la infeccion por el virus del papiloma humano
(VPH), que se transmite principalmente por tener contacto sexual, se estima que
aproximadamente el 70 % de los casos vinculados al VPH son consecuencia de
los tipos 16 y 18 del virus (Babu, 2018). Casi todas las personas sexualmente
activas contraen el VPH a los pocos meses o0 afios de iniciar la actividad sexual,
alrededor de la mitad de estas infecciones son por un tipo de VPH de alto riesgo
oncologico (NCI, 2023).

La superficie del cuello uterino esta formada por dos tipos de células: escamosas
y glandulares (o columnares), la mayoria de los casos de CCU tienen su origen
en las células escamosas. Dependiendo del tipo de célula de origen, es el

nombre que lleva, se clasifican en:

Carcinoma de células escamosas: Representa hasta el 90 % de los casos de
CCU, también conocido como carcinoma epidermoide, se forma a partir de

células del ectocérvix.

Adenocarcinoma: Se origina en las células glandulares del endocérvix y puede
presentarse en formas raras como el adenocarcinoma de células claras o

mesonefroma.



En ciertos casos, el cancer presenta caracteristicas tanto de carcinoma
escamoso como de adenocarcinoma, en cuyo caso se denomina carcinoma
mixto o adenoescamoso. En pocas ocasiones, el cAncer puede surgir a partir de

otros tipos celulares del cuello uterino (NCI, 2023).

3.2.1 Sintomas del cancer cervicouterino:

Los sintomas varian segun la etapa en que se detecta la enfermedad. En fases
tempranas, cuando la afectacion es microscépica, las pacientes no presentan
sintomas, siendo la citologia cervical la que revela la presencia del tumor. En
etapas mas avanzadas un sintoma comun es el sangrado vaginal, que puede
variar en cuanto a intensidad, es frecuente observar un incremento en el flujo
vaginal y en algunos casos emitir un olor desagradable. En fases més
progresivas puede aparecer dolor en la region pélvica o lumbar, sangre en la
orina (hematuria), sensacién constante de defecar o de orinar (tenesmo),
hinchazén en las extremidades inferiores y signos relacionados con insuficiencia
renal o uremia (Castelo Fernandez et al., 2017).

Para determinar el estadio clinico inicial de la enfermedad, se realiza una
evaluacion gue incluye colposcopia, examen pélvico y rectal. La colposcopia
permite observar directamente posibles lesiones en el cuello uterino, las cuales
deben ser biopsiadas para su analisis, aunque algunas lesiones localizadas en
el canal endocervical pueden no ser visibles a simple vista, pueden detectarse
mediante el examen pélvico bimanual. Es fundamental evaluar si existe
compromiso de los ganglios linfaticos inguinales o supraclaviculares, para lo cual
se deben explorar dichas regiones, si la paciente presenta sintomas urinarios o
digestivos bajos, se recomienda realizar una cistoscopia y una
rectosigmoidoscopia, sin embargo, estos estudios también suelen aplicarse de
forma rutinaria en casos donde los tumores son de gran tamafio o0 se encuentran

localmente avanzados (Castelo Fernandez et al., 2017).

3.2.2 Terapias convencionales para el cancer cervicouterino:

El abordaje terapéutico tradicional del CCU incluye principalmente tres

modalidades: cirugia, radioterapia y quimioterapia, cuya eleccion depende del
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estadio clinico de la enfermedad, el estado general de la paciente y otros factores
clinicos relevantes.

El tratamiento quirdrgico: la cirugia se emplea sobre todo en etapas tempranas
de la enfermedad, presenta diversas ventajas, como la posibilidad de conservar
los ovarios en mujeres premenopausicas, permite la estadificacion patolégica
mas precisa y facilita el tratamiento de recurrencias. La intervencion estandar
consiste en la colpohisterectomia total ampliada o histerectomia radical,
acompafiada de linfadenectomia pélvica, la cual puede realizarse mediante
técnicas abiertas (via abdominal convencional) o mediante procedimientos
minimamente invasivos como laparoscopia, cirugia robotica o la via vaginal
(Castafio & Perrotta, 2017).

Radioterapia: a pesar de los efectos secundarios, continla siendo un pilar
esencial en el tratamiento de aproximadamente la mitad de los casos
oncoldgicos, este tratamiento emplea radiacion ionizante de alta energia como
los rayos X para destruir células malignas.

Los tipos mas comunes que se usan con mas frecuencia incluyen:
Radioterapia externa (ERT): aplica radiaciéon desde una fuente externa al
cuerpo, con alta precision en la zona tumoral, el tratamiento es similar al
procedimiento de una radiografia diagndstica, pero la dosis aplicada de radiaciéon
es mas alta ya que busca destruir tejido tumoral de forma localizada y controlada,
suele utilizarse en combinacion con quimioterapia (quimiorradiacion) para
mejorar su eficacia, también es una alternativa para pacientes no aptas para

cirugia (Rosen, 2020).

Braquiterapia: consiste en colocar fuentes radiactivas directamente en el
interior o cerca del cuello uterino, su alcance es limitado a unos pocos milimetros,
lo que minimiza el dafio a tejidos sanos cercanos, se combina frecuentemente
con la radioterapia externa en el tratamiento curativo de estadios localmente
avanzados y en casos especificos y tempranos, puede emplearse como

tratamiento exclusivo (Baskar et al., 2012).

Quimioterapia: Utiliza agentes citotoxicos que atacan preferentemente células

con alta tasa de replicacion, como las tumorales, sin embargo, también afectan
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células sanas del cuerpo con alta regeneracion como las del cabello, mucosas y
médula 0sea, lo que genera una considerable toxicidad sistémica (Lee et al.,
2014). Entre los farmacos mas utilizados contra el CCU destacan el cisplatino,
carboplatino, topotecan y paclitaxel (Taxol) que proviene de una fuente natural,
generalmente administrados por via intravenosa. La quimioterapia se puede
administrar en un consultorio médico, en un centro de infusidon, o en un hospital
y puede combinarse con radioterapia (quimiorradiacion) o bien, utilizarse sola en
casos metastasicos o recurrentes (Rosen, 2020).

Las complicaciones a largo plazo con los tratamientos tradicionales pueden
generar efectos secundarios persistentes como cardiotoxicidad, neurotoxicidad,
insuficiencia renal, hepatotoxicidad, infertilidad y fatiga crénica (Brigden &
Mckenzie, 2000, Ewertz et al., 2015).

3.2.3 Avances tecnolégicos y nuevas terapias dirigidas.

Las limitaciones de los tratamientos convencionales como la escasa selectividad
de los farmacos, han incentivado la investigacién en terapias mas precisas y
menos invasivas, se estan desarrollando estrategias que permiten una liberacién
controlada y dirigida de los farmacos hacia los tejidos tumorales, minimizando el
dafo colateral (Chen et al., 2016).

Entre estas nuevas alternativas terapéuticas destacan:

Terapia fotodindmica (PDT): emplea farmacos fotosensibilizantes que, al
activarse con una luz con longitud de onda especifica, generan especies
reactivas de oxigeno de manera controlada y localizada, lo que reduce el dafio
a tejidos sanos y minimiza efectos secundarios sistémicos.

Terapia fototérmica (PTT): usa agentes fototérmicos que, al ser estimulados
con luz, producen calor localizado capaz de inducir la apoptosis 0 necrosis en
las células cancerosas.

Terapia génica: modifica genéticamente las células tumorales o estimula células
inmunes para atacar el tumor, esta estrategia incluye técnicas como la edicién
génica con CRISPR o la administracion de ARN mensajero terapéutico.
Nanomedicina: la incorporacion de nanoparticulas como vehiculos de liberacion

de farmacos permite transportar medicamentos directamente a las células
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tumorales, estas nanoparticulas pueden estar funcionalizadas con ligandos
especificos que reconocen receptores sobreexpresados en el tumor y asi poder

aumentar la selectividad del tratamiento (Bidram et al., 2019).

3.3Tratamientos alternativos (Nanotecnologia):

Actualmente la nanotecnologia, definida como la habilidad para observar,
manipular y controlar la materia a escala nanométrica, se ha incorporado en
multiples areas, incluyendo la medicina, debido a que las nanoparticulas, por su
diminuto tamafio, pueden ingresar en casi todos los espacios del cuerpo
humano, incluso dentro de las células y sus estructuras internas, lo cual abre la
puerta a diversas aplicaciones dentro del campo conocido como nanomedicina
(Murthy, 2007).

En el &rea de la salud, la nanotecnologia se ha utilizado principalmente para
mejorar la eficacia de los sistemas inteligentes de liberacion de medicamentos,
buscando aumentar su accion terapéutica y disminuir los efectos secundarios no
deseados. El desarrollo de nuevos farmacos se enfoca en lograr una
administracion precisa y controlada, lo que requiere considerar factores como la
compatibilidad entre los materiales, las propiedades del farmaco, la via de
aplicacion, el mecanismo de liberacion y el tipo de sistema acarreador (Safari &
Zarnegar, 2014).

En los dltimos afios, se han investigado diferentes sistemas de liberacion
controlada, como microesferas, micelas, nanoparticulas (tanto nanoesferas
como nanocdapsulas), hidrogeles y dendrimeros, estos sistemas han mostrado
ser efectivos para mejorar la capacidad de los medicamentos de dirigirse
especificamente al tejido afectado, disminuir la toxicidad sistémica, mejorar su
comportamiento dentro del organismo (farmacocinética y farmacodinamica) y
protegerlos de la degradacién antes de llegar a su destino (Safari & Zarnegar,
2014).

Uno de los métodos mas utilizados para fabricar nanofibras cargadas con
medicamentos es el electrohilado, el cual permite obtener fibras a escala
nanométrica cargadas con principios activos para su uso en tratamientos

médicos (Zamani et al., 2013).
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3.4 Nanofibras:

Las nanofibras son estructuras cuya dimension transversal se encuentra en la
escala nanométrica, se caracterizan por ser fibras sélidas con diametros
menores a 500 nan6metros, mientras que su longitud es considerablemente
mayor que su grosor. El diametro especifico de una nanofibra depende del
polimero usado y del método de su fabricacidon, pudiendo variar desde unos
pocos nandmetros hasta varios micrometros (Greiner et al., 2006).

Existen diversos tipos de nanofibras, entre ellas las poliméricas, que pueden
elaborarse a partir de polimeros tanto naturales como sintéticos, algunos
ejemplos incluyen la seda, acido polilactico, poliuretanos, celulosa, é&cido
hialurénico y colageno (Uson, 2023).

Los polimeros naturales destacan por su alta biocompatibilidad y algunos poseen
funciones antibacterianas intrinsecas y facilidad de funcionalizacion clinica (Hu
et al., 2014). Son biodegradables, biocompatibles, flexibles y presentan una gran
relacion superficial area/volumen, estas caracteristicas les permiten formar
andamios que se comportan como una matriz extracelular, con una porosidad
relativa lo que facilita el paso de nutrientes, iones y segun el tipo de material
pueden inducir la proliferacion y migracion celular (Singh et al., 2021).

Las nanofibras poliméricas pueden sintetizarse facilmente mediante la técnica
de electrohilado, dependiendo del método en que se encapsule un farmaco en
estas fibras, pueden liberar el medicamento en respuesta a distintos estimulos,
como cambios de temperatura, variaciones de pH o exposicibn a campos
eléctricos, ademas gracias a su flexibilidad y facilidad de manipulacion, estas
nanofibras son excelentes candidatas para actuar como sistemas de liberacion
controlada de farmacos, ya sea implantados en el cuerpo, administrados por via

oral o aplicados directamente sobre la piel (figura 1) (Singh et al., 2021).
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Figura 1. Esquema de la sintesis, caracterizacion y aplicacion de las nanofibras poliméricas. Imagen
recuperada de Singh y col., 2021.

3.5Técnica de electroestirado para la elaboracidon de las nanofibras:

La técnica de electroestirado tiene sus origenes en los primeros estudios sobre
electrospray, realizados por Rayleigh en 1897 y fue mas detallada por Zeleny en
1914. No obstante, fue Formhals quien logré patentar el método en 1934,
desarrollando un aparato electrostatico de electroestirado, que aplicaba un
campo eléctrico a una solucion polimérica mediante un electrodo de carga
negativa, esto provocaba la formacion de fibras delgadas, que eran atraidas
hacia un electrodo de carga positiva en movimiento, asi las fibras eran
recolectadas en una cinta segmentada y posteriormente retiradas con ayuda de
un cilindro (Uson, 2023).

Las fibras obtenidas mediante electroestirado se caracterizan por tener poros
muy pequefios y una gran area superficial, lo que las hace utiles en diversos
campos como la nanocatalisis, ingenieria de tejidos, ropa protectora, filtracion,
aplicaciones biomédicas y farmacéuticas, Optica, dispositivos electronicos,
cuidado de la salud, biotecnologia, defensa y medio ambiente (Uson, 2023).

El sistema de electroestirado estd compuesto por tres elementos principales: una
bomba con jeringa, una fuente de alto voltaje, y un colector (Figura 2). La jeringa
gue contiene la solucién polimérica, esta equipada con una aguja conductora, en

la punta de esta aguja se forma una gota semiesférica debido a la tension
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superficial, se aplica un campo eléctrico alto (entre 1 y 30 kV) entre la aguja y el
colector, si el voltaje supera un cierto limite, la repulsion entre cargas eléctricas
vence la tension superficial, desestabilizando la gota esférica formando un chorro
conico cargado de la solucion, es expulsado desde el vértice dando una
estructura conocida como “Cono de Taylor”, este se estira al avanzar, mientras
el solvente se evapora, dando lugar a fibras delgadas y largas. El proceso puede
observarse con camaras de alta velocidad, y permite fabricar fibras con formas
y tamafios controlados (Shahriar et al., 2019).
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Figura 2. Representacién esquematica de un proceso tradicional de electrohilado (Shabhriar et al., 2019)

3.6 Nanofibras para aplicaciones de administracion de farmacos en la

mucosa vaginal:

La mucoadhesion es la capacidad de un material para adherirse a una superficie
mucosa, este fendmeno resulta clave para aumentar el tiempo que una
formulacion farmacéutica permanece en contacto con el sitio de accion, lo que
se traduce en una mejor absorcion del farmaco, mayor eficacia terapéutica y una
posible reduccion de la dosis necesaria (Ma$ek et al., 2020). A diferencia de las
formulaciones convencionales, las formulaciones mucoadhesivas pueden

emplearse para la administracion de biomoléculas terapéuticas como las
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proteinas, péptidos, anticuerpos y acidos nucleicos a través de una variedad de
vias de administracion, como oral, ocular, nasal y vaginal.

Existen diversas teorias que explican la mucoadhesion, clasificadas en dos
grupos principales:

Fisicas: como las teorias del humedecimiento, la difusion y la mecéanica.
Quimicas: que incluyen las teorias de tipo electronico, cohesivo y de adsorcion.
La adhesion entre un polimero y una mucosa sigue un mecanismo complejo que
se encuentra modulado por varios factores; uno de ellos es el peso molecular del
polimero: en el caso de polimeros lineales, un mayor peso molecular (mayor a
100,000 Da) se relaciona con una mayor capacidad bioadhesiva. En cambio, los
polimeros con estructuras ramificadas o no lineales pueden comportarse de
forma distinta debido a su conformacion (Mallandrich, 2017).

El uso de nanoparticulas con propiedades mucoadhesivas permite formular
medicamentos que se adhieren eficientemente a la mucosa. Estas formulaciones
pueden también incorporar tecnologias de penetracion de moco o combinar
ambas estrategias (Masek et al., 2020).

Las nanofibras elaboradas con polimeros mucoadhesivos como el quitosano,
acrilatos, gomas naturales, alginato de sodio, agarosa, entre otros, representan
una alternativa emergente en la administracion de farmacos via mucosa. Debido
a su gran area superficial, porosidad y topologia superficial especifica, estas
estructuras favorecen un contacto intimo con la mucosa y permiten una alta
concentracion local del principio activo. Asimismo, su capacidad para aumentar
la solubilidad de los farmacos las convierte en una plataforma prometedora para
la administracion transmucosa (Salamat-Miller et al., 2005).

Las nanofibras mucoadhesivas pueden permanecer adheridas a la mucosa
vaginal y controlar la liberacion del principio activo, se han desarrollado
numerosos sistemas mucoadhesivos de administracion vaginal en forma de
comprimidos matriciales, discos vaginales, geles térmicos, hidrogeles, geles
termosensitivos, suspensiones microparticulares, etc. (Mallandrich, 2017).

La posibilidad de formar nanofibras mucoadhesivas depende de varias
caracteristicas del polimero utilizado, como su peso molecular, flexibilidad de la

cadena, la habilidad para formar enlaces de hidrogeno, densidad de reticulacion,
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carga ionica, grado de ionizacion, concentracion y el grado de hidratacion o
hinchamiento del polimero (Salamat-Miller et al., 2005).

El pH vaginal puede fluctuar debido a diversos factores como el semen (pH 7.2—
8.0), infecciones, el ciclo menstrual, y el estado hormonal, los cuales modifican
también el aspecto del fluido vaginal y sus propiedades antimicrobianas, asi
como existen otros factores como las relaciones sexuales, la medicacion y el
estado de inmunidad influyen en el ecosistema vaginal (Hussain & Ahsan, 2005).
Por otro lado, es fundamental considerar las variaciones fisiol6gicas del tracto
vaginal al disefiar estas formulaciones, debido a que puede influir en el flujo, la
retencion, la cinética de administracion, la bioactividad de las formulaciones
vaginales, la alteracion en la absorcion y / o el metabolismo del farmaco, estos
pardmetros pueden alterar la eficacia de los medicamentos suministrados a
través de varios mecanismos (Ramsey et al., 2002).

Ademas, los niveles de estrogeno inducen la produccion del liquido vaginal, lo
que conduce a la lubricacion de la mucosa y en etapas como la prepubertad o la
posmenopausia, donde los niveles de estrégenos disminuyen, la lubricacion
vaginal se reduce (Davenport et al., 2017). La presencia de enzimas vaginales
también puede influir en el ambiente vaginal y sobre la eficacia del tratamiento
(Acarturk et al., 2001)

3.7 Sistema de liberacién controlada:

A lo largo del tiempo, los sistemas de liberacion de farmacos han sido disefiados
principalmente para mejorar la experiencia del paciente, optimizar la
biodisponibilidad, modificar el perfil de liberacién del medicamento o dar lugar a
nuevas presentaciones comerciales, sin embargo, la nanomedicina propone un
enfoque mas avanzado para desarrollar sistemas que puedan reconocer y
dirigirse a un lugar especifico dentro del cuerpo, como un 6rgano, una célula, un
compartimento celular (como el nucleo o el citoplasma) o incluso un organelo
particular (Maity & Stepensky, 2015). Dirigirse a €l y poder entregar el farmaco
selectivamente en el sitio deseado y hacerlo de manera controlada,
respondiendo a estimulos internos (como cambios en el pH, la presencia de

enzimas o variaciones en el potencial redox) o externos (como luz, temperatura,
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0 campos magneéticos) (Simona et al., 2013). Ademas, estos sistemas podrian
transportar multiples agentes terapéuticos al mismo tiempo, como farmacos y
biomoléculas (por ejemplo, proteinas, péptidos o &cidos nucleicos).

Las versiones mas avanzadas de estos sistemas, conocidas como plataformas
multifuncionales, no solo permitiran la liberacion del farmaco, sino que también
incluiran elementos que faciliten su rastreo mediante técnicas de imagen,
permitiendo al mismo tiempo el diagnostico y la evaluacion del avance de una
enfermedad (Simona et al., 2013; Kemp et al., 2016; Mura & Couvreur, 2012).
En el caso de las nanofibras, la liberacion del medicamento se realiza
localmente, en el lugar donde se implantan, lo cual garantiza que el farmaco
actle justo en el sitio objetivo, para lograr una liberacibn controlada o
programada, se pueden utilizar nanofibras nudcleo-capa, una estructura de
multiples capas que permite cargar el farmaco en diferentes zonas y controlar su

liberacion de manera mas precisa (Weng & Xie, 2015).

3.8 Ventajas y desventajas de medicamentos suministrados

vaginalmente:

Aunque la aplicacion tépica de medicamentos en la vagina es comun en la
practica clinica, su uso como via de administracion sistémica aun se considera
relativamente reciente. Sin embargo, la experiencia acumulada con diversos
farmacos ha demostrado que la vagina puede ser una via altamente eficaz para
la administracion de medicamentos, especialmente en el ambito de la salud
femenina, esta via presenta multiples ventajas: permite utilizar dosis mas bajas,
mantener niveles estables del farmaco en el organismo y reducir la frecuencia
de administracion en comparacion con la via oral. Ademas, la absorcion vaginal
no se ve influida por alteraciones gastrointestinales, evita el metabolismo de
primer paso hepatico y ofrece una opcion de uso discreta para las pacientes, el
contar con un conocimiento adecuado de la anatomia, fisiologia, histologia e
inmunologia de la vagina puede ayudar a los médicos a brindar confianza a sus
pacientes sobre la seguridad y eficacia de esta via. A medida que los

profesionales de la salud adquieren mayor experiencia y comprension sobre el
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tema, es probable que aumente la aceptacion y el uso de la administracion
vaginal como alternativa terapéutica eficaz (Alexander et al., 2004).

Las presentaciones vaginales convencionales presentan ciertas limitaciones,
como un corto tiempo de permanencia en el sitio de accion y molestias durante
Su uso, estos inconvenientes han sido superados en parte por el desarrollo de
sistemas modernos basados en polimeros bioadhesivos; las peliculas vaginales
representan una alternativa sélida que se disuelve rapidamente al contacto con
los fluidos vaginales, reduciendo asi el riesgo de fugas o incomodidades.

El disefio de estas peliculas requiere procesos de fabricacion y caracterizacion
altamente controlados para garantizar su eficacia, aunque los estudios sobre la
aceptacion por parte de las usuarias aun son limitados, los resultados disponibles
indican una buena receptividad, por su potencial para ofrecer tanto efectos
terapéuticos como preventivos, las peliculas vaginales deben ser consideradas
en el desarrollo de futuras estrategias de administracion de farmacos por via

vaginal (Alexander et al., 2004).

3.9 Eudragit EPO:

El término Eudragit hace referencia a una familia de polimetacrilatos compuestos
por diferentes proporciones de metacrilato de imetilaminoetilo, &cidos
metacrilicos y ésteres de acido metacrilico, estos polimeros son utilizados
comunmente como recubrimientos entéricos en formulaciones farmacéuticas,
por su resistencia a la acidez del estbmago, pero se disuelven en medios con pH
elevado, como el del intestino. Esta propiedad permite proteger los farmacos de
la degradacion gastrica y garantizar su liberacion eficiente en el ambiente
intestinal, gracias a estas caracteristicas, el polimero Eudragit se emplea
frecuentemente como recubrimiento entérico para la administracion oral de
bacterias, brindando ventajas como la liberacién dependiente del pH, mejora en
la solubilidad y biodisponibilidad, liberacién controlada, y direccionamiento
especifico al colon (Li et al., 2020).

Dentro de esta familia, Eudragit® E PO (EPO) es un polimero cationico lineal
desarrollado por Evonik Industries AG como excipiente farmaceéutico, este
terpolimero estd formado por metacrilato de N,N-dimetilaminoetilo (DMAEMA),
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metacrilato de metilo y metacrilato de butilo, esta composicion lo hace soluble en
agua solo en medios acidos, lo cual es util para el enmascaramiento de sabor y
olor, ya que permanece insoluble en la boca, pero se disuelve rapidamente en el
ambiente acido del estdmago, liberando el farmaco recubierto, ademas, la
naturaleza catidnica de EPO le permite formar complejos interpolielectrolitos con
polimeros anidénicos, lo que ha sido aprovechado en el disefio de formas
farmacéuticas solidas para administracion gastrointestinal, debido a que EPO es
un excipiente aprobado y contiene unidades DMAEMA, también se abre la
posibilidad de realizar modificaciones quimicas para mejorar sus propiedades,

como la mucoadhesion (Porfiryeva et al., 2019).

3.10 Quitosano:

Es un polisacarido natural que se obtiene mediante la desacetilacion de la
quitina, la cual encontramos de forma abundante en los exoesqueletos de
crustaceos como camarones, cangrejos Yy langostas, este biopolimero ha ganado
gran atencién debido a su excelente biocompatibilidad, biodegradabilidad y sus
destacadas propiedades antimicrobianas y mucoadhesivas, que lo hacen ideal
para interactuar con tejidos biologicos, estas caracteristicas lo posicionan como
un candidato prometedor para el desarrollo de apdésitos inteligentes, sistemas
controlados de liberacion de farmacos, y andamios tridimensionales destinados
a la ingenieria de tejidos y aplicaciones médicas regenerativas, ademas, su
funcionalizacién quimica es relativamente sencilla, lo que permite modificar sus
propiedades para adaptarse a diferentes entornos fisiolégicos o requerimientos
terapéuticos (Aranaz et al., 2021). También se ha explorado su uso en
formulaciones nasales, oculares y vaginales, gracias a su capacidad para

prolongar el tiempo de residencia del farmaco en la mucosa.

3.11 Alcohol Polivinilico (PVA):

El PVA es un polimero sintético hidrosoluble que destaca por su alta
biocompatibilidad, baja toxicidad, estabilidad quimica, transparencia oOptica y
buenas propiedades mecanicas, lo cual facilita su manipulacion en mdultiples

procesos de fabricacion. Estas propiedades lo han convertido en un material
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versatil para diversas aplicaciones biomédicas, especialmente en la fabricacion
de nanofibras mediante electroestirado (electrospinning). Esta técnica es ideal
para sistemas de liberacion controlada de farmacos, regeneracion tisular y
curacion de heridas. El PVA también puede ser combinado con otros polimeros
naturales o sintéticos, como el quitosano o la gelatina, para mejorar ain mas su
funcionalidad, por ejemplo, ajustando su velocidad de degradacion o
aumentando su afinidad con células especificas, por otro lado, su estructura
permite una facil incorporacion de agentes terapéuticos, como antibidticos o

factores de crecimiento (Park et al., 2010).

3.12 Cuphea Aequipetala:

La planta conocida como “hierba del cancer”, cientificamente llamada Cuphea
aequipetala (C. aequipetala), es un arbusto nativo de México que también ha
sido introducido en otras regiones de Sudamérica y en la India, esta especie
suele desarrollarse en ambientes humedos, particularmente a orillas de rios,
zonas pantanosas o incluso en areas boscosas, siempre que las condiciones
ambientales lo permitan (Cavanilles, 2013).

En estados como Michoacan y Morelos, esta planta es empleada
tradicionalmente en el tratamiento del cancer, su uso se destaca en diversos
estados del pais para atender dolencias asociadas con procesos inflamatorios o
infecciosos, por ejemplo, se utiliza para tratar heridas ya sean infectadas,
abiertas o con llagas, contusiones, hinchazones en general (ya sean internas,
como del estbmago o externas en la piel), asi como tumores o afecciones
cutdneas como granos, infecciones, llagas o irritaciones en bebés. También es
comun su uso por via oral en forma de infusion elaborada con la parte aérea de
la planta, la cual se administra para tratar problemas digestivos como diarrea,
disenteria, ardor estomacal, infecciones gastricas y enfermedades hepéticas,
comunmente se trituran y remojan tanto hojas como tallos tomando la infusién,
deteniendo asi las diarreas en nifios e incluso previniendo abortos (Cavanilles,
2013).

Este arbusto puede medir entre cincuenta centimetros y un metro de altura,

presenta un crecimiento rastrero, extendiéndose mas horizontalmente que
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verticalmente, sus tallos son vellosos y presentan tonalidades que varian entre
violeta y rojo, las hojas crecen en pares opuestos, con forma lanceolada y
pueden alcanzar hasta seis centimetros de longitud, su flor es de gran tamafio,
se presentan de manera solitaria y poseen colores llamativos que van del rosa
al parpura, su forma distintiva, parecida a una trompeta, es una caracteristica
notable (ver figura 3).

En tiempos recientes, la hierba del cancer ha ganado reconocimiento popular
como auxiliar para aliviar dolores relacionados con distintos tipos de cancer (de
ahi su nombre), también se utiliza de forma topica para sanar lesiones cutaneas
0 mucosas, tales como cortaduras, raspaduras o inflamaciones, aportando alivio
del dolor, en muchas ocasiones su eficacia se potencia al combinarla con otras

plantas medicinales como es la sabila (Aguilar-Rodriguez et al., 2012).

Figura 3. Planta Cuphea aequipetala (Cavanilles, 2013)

3.13 Cultivo celular:

Los cultivos celulares consisten en el crecimiento de células en condiciones in
vitro, a partir de células extraidas de organismos pluricelulares. Para garantizar
su validez y evitar problemas como la contaminacion cruzada, es esencial que
las lineas o cepas celulares empleadas cuenten con una procedencia claramente
documentada (Beltran & Gonzalez, 2016). Estas técnicas son fundamentales en
la investigacion cientifica, ya que permiten analizar procesos celulares
especificos, ademas de tener aplicaciones en biotecnologia, como la produccién
de compuestos industriales o la ingenieria de tejidos (Sagretin, n.d.).
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El manejo seguro de cultivos celulares exige una evaluacion adecuada de
riesgos, una organizacion cuidadosa del trabajo y la implementacién de buenas
practicas de laboratorio, para evitar la transmision involuntaria de agentes
infecciosos entre cultivos o la contaminacién cruzada, se debe trabajar con una
sola linea celular a la vez y aplicar técnicas apropiadas de descontaminacion,
especialmente al manipular diferentes tipos celulares (Beltrdan & Gonzélez,
2016).

El aislamiento de células de un tipo especifico dentro de un tejido el cual
habitualmente contiene multiples tipos celulares comienza con la disgregacion
de la matriz extracelular, que mantiene unidas a las células, este proceso se lleva
a cabo mediante el uso de enzimas proteoliticas como la tripsina o las
colagenasas, que degradan las proteinas de la matriz. Ademas, se emplean
agentes quelantes como el EDTA (&cido etilendiaminotetraacético), que
secuestra iones calcio, esenciales para la adhesion celular, mediante una
agitacion controlada, se obtiene una suspension celular con todas las células
presentes en el tejido original (Sagretin, n.d.).

Para llevar un control del tiempo de duplicacion celular, es indispensable realizar
el conteo celular y efectuar una cuantificacion previa a los experimentos. Este
monitoreo permite verificar no solo la proliferacion, sino también la viabilidad,
citotoxicidad y otros indicadores del estado fisiologico de las células. La técnica
de andlisis adecuada dependera del tipo de células, el objetivo del estudio y los
requisitos experimentales. Contar con una estimacion precisa del niumero de
células cultivadas es esencial antes de realizar subcultivos, transfecciones,
estudios genéticos, criopreservacion u otras manipulaciones posteriores (Beltran
& Gonzélez, 2016).

3.14 Ensayo 3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5- difeniltetrazolio bromuro
(MTT):

Los ensayos colorimétricos, utilizados para evaluar la actividad metabolica
celular, resultan especialmente eficaces para medir parametros como la

proliferacion celular, la viabilidad y la citotoxicidad.
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Un ejemplo clasico es el ensayo basado en la reduccion de sales de tetrazolio,
como el MTT, que se transforma en compuestos formazan de color violeta
Unicamente en células metabolicamente activas, ya que este proceso requiere la
actividad enzimatica de células vivas.

Otro indicador fiable de metabolismo celular es la presencia de ATP, cuya
cuantificacion también puede realizarse mediante el ensayo de luciferasa de
luciérnaga, en este caso, el ATP generado por las células en division se utiliza
para oxidar la D-luciferina, produciendo una sefial de bioluminiscencia que puede
medirse con equipos especificos (Gongalves & Sobral, 2020).

Los kits comerciales de ensayo MTT ofrecen una herramienta practica, sensible
y cuantitativa para estimar el nimero de células viables en un cultivo celular
determinado, este ensayo se basa en la conversion del MTT, una sal de tetrazolio
de color amarillo péalido, en formazan, un compuesto insoluble y de color violeta
intenso, como resultado de procesos redox intracelulares, la reaccion de
reduccion estd mediada por cofactores nucledtidos de piridina como NADH y
NADPH vy ocurre exclusivamente en células vivas, lo cual garantiza la
especificidad del método. Tras la formacién de cristales de formazan, estos se
disuelven utilizando un solvente adecuado, permitiendo su medicidén
espectrofotométrica, comanmente entre 550 y 620 nandmetros (nm), la
intensidad del color obtenido es directamente proporcional a la cantidad de
células vivas en el cultivo, ademas, este tipo de ensayo se adapta facilmente a
formatos automatizados para realizar analisis de alta productividad (de Castro
de Pardo, 2006).

3.15 Microscopia Electronica de Barrido (SEM):

Desde el desarrollo de los microscopios de electrones en la década de 1930, el
SEM se ha consolidado como una técnica esencial en diversos ambitos
cientificos y tecnolégicos, que incluyen desde la ciencia de materiales y la
ingenieria forense hasta la industria manufacturera y las ciencias biolégicas
(Ipohorski & Bozzano, 2013).

A diferencia de la microscopia optica, el SEM utiliza un haz de electrones
acelerados, cuyo poder de resolucion depende de su energia cinética adquirida
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al ser acelerados por un campo eléctrico. Esta diferencia fundamental en la
naturaleza del haz (fotones vs electrones) permite al SEM superar ampliamente
la resolucion limitada por la difraccion en microscopia de luz. Esta caracteristica
le otorga una alta resolucion y una gran profundidad de campo, lo que permite
visualizar simultaneamente extensas areas de la muestra con gran nitidez, para
qgue las muestras puedan ser analizadas por SEM, deben ser conductoras de
electricidad, en caso de que no lo sean, se recubren con una capa fina de
materiales conductores, como carbdn o metales (por ejemplo, oro o platino), para
evitar la acumulacion de carga superficial. Durante el andlisis, un haz de energia
cinética de electrones acelerados barre la superficie de la muestra, la interaccion
entre los electrones del haz y los atomos de la muestra genera diferentes tipos
de sefiales, las cuales son captadas por detectores especializados, estas
sefales permiten construir imagenes tridimensionales digitales con niveles de
detalle que pueden alcanzar una resolucion entre 4 y 20 nanémetros, segun el
modelo y configuracion del microscopio (Castroviejo Fernandez, 2020).

El SEM es especialmente Gtil cuando se requiere obtener informacion
morfologica y topografica de la superficie o de capas superficiales de un material.
Por ello, se ha convertido en una de las herramientas mas indispensables en
practicamente todas las disciplinas cientificas e industriales, como la
microelectronica, la nanotecnologia, la biomedicina, la arqueologia, entre

muchas otras (Ipohorski & Bozzano, 2013).

3.16 Espectroscopia infrarroja (IR):

La espectroscopia infrarroja es una técnica analitica que permite estudiar la
estructura molecular de un compuesto a traves de la interaccion de la radiacion
infrarroja con sus enlaces quimicos. Cuando una molécula es irradiada con luz
infrarroja, parte de esta energia es absorbida y provoca movimientos
vibracionales en sus enlaces, como estiramientos o flexiones, cada tipo de
enlace absorbe la energia en frecuencias especificas, lo que genera un espectro
caracteristico que puede utilizarse para identificar la presencia de ciertos grupos
funcionales o estructuras moleculares, la region infrarroja del espectro

electromagnético se divide en tres zonas: la region cercana (de 14,000 a 4,000
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cm™), la region media (de 4,000 a 400 cm™), que es la mas utilizada en analisis
quimicos, y la region lejana (de 400 a 10 cm™), el espectro obtenido se interpreta
en dos grandes areas: la region de los grupos funcionales (por encima de 1400
cm™) y la region de huella digital (por debajo de 1400 cm™), que es altamente
especifica para cada compuesto. La posicion y forma de los picos observados
en el espectro dependen de factores como la fuerza del enlace y la masa de los
atomos implicados, los enlaces mas fuertes y los &tomos mas ligeros vibran a
frecuencias mas altas, lo que permite identificar compuestos con gran precision
y sin necesidad de destruir la muestra (Ramesh, 2019). La espectroscopia IR se
ha convertido en una herramienta muy versatil con aplicaciones en mdultiples
campos, como la quimica y la nanotecnologia, permite caracterizar materiales
como nanopatrticulas y polimeros funcionalizados, en medicina, se utiliza para el
analisis de biomoléculas y el diagnostico precoz de enfermedades, incluyendo
algunos tipos de cancer, mediante métodos avanzados como la espectroscopia
infrarroja  por transformada de Fourier (FTIR), detectando alteraciones
bioquimicas tempranas en tejidos antes de que sean visibles, identificando
biomarcadores espectrales especificos asociados a procesos tumorales
inflamatorios o degenerativos y ayudando a diferenciar entre tejido normal,
displasico y tumoral. También se aplica en el control de calidad de productos en
la industria alimentaria, asi como en estudios ambientales y agricolas para
evaluar suelos, aguas y contaminantes, entre sus principales ventajas se
encuentran su rapidez, precision, no destructividad y la posibilidad de analizar
muestras en estado solido, liquido o gaseoso, gracias a su especificidad
molecular, la espectroscopia infrarroja es una técnica indispensable en
laboratorios de investigacién, desarrollo e innovacién tecnolégica. (El-Azazy et
al., 2023).

3.17 Cromatografia liquida de ultrarendimiento - espectrometria de
masas (UPLC-MS):

La cromatografia liquida de ultra rendimiento acoplada a la espectrometria de
masas (UPLC-MS, por sus siglas en inglés) es una técnica analitica avanzada
utilizada para la separacion, identificacion y cuantificacion de compuestos
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quimicos, especialmente en mezclas complejas como extractos vegetales,
biofluidos o matrices ambientales. Esta técnica combina dos principios
fundamentales:

Cromatografia liquida de ultra rendimiento (UPLC): es una técnica de
separacion avanzada derivada de la cromatografia liquida de alta eficiencia
(HPLC), que permite analizar mezclas complejas con mayor resolucion,
sensibilidad y en tiempos significativamente mas cortos. Esto se logra mediante
el uso de columnas empacadas con particulas de fase estacionaria de tamafio
reducido (menores de 2 um) y sistemas capaces de operar a altas presiones, lo
cual mejora la eficiencia de separacién de los compuestos presentes en una
muestra.

Espectrometria de masas (MS): es una técnica analitica que permite detectar,
identificar y cuantificar moléculas con base en la relacion masa/carga (m/z) de
sus iones. En este proceso, los analitos son ionizados, separados segun su m/z
en un analizador de masas, y posteriormente detectados.

El acoplamiento de UPLC con MS (UPLC-MS) proporciona una herramienta
poderosa para el analisis cualitativo y cuantitativo de compuestos organicos e
inorganicos, y es ampliamente utilizada en areas como la metabol6mica,
farmacologia, toxicologia y andlisis de productos naturales. Es una de las
herramientas analiticas mas utilizadas en estudios de fenotipado metabdlico,
esta técnica destaca por ofrecer alta capacidad de separacion cromatogréfica,
excelente resolucién en la deteccién de masas y una sensibilidad elevada en la
identificacion de compuestos, permite modos flexibles de adquisicion de datos,
lo que facilita la identificacion precisa de metabolitos y asegura la obtencion de
resultados reproducibles, incluso al analizar grandes volumenes de muestras,
gracias a estas caracteristicas, la UPLC-MS es adecuada tanto para estudios de
metabolémica a pequefia escala como para investigaciones masivas y de alto
rendimiento (Mohammad & Khan, 2014, Dunn & Lewis, 2018, Leyva Morales et
al., 2024).
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3.18 (2,2-azinobis (3- etilbenzotiazolina-6- sulfénico)) (ABTS):

La formacion del radical ABTS® constituye la base de un método
espectrofotométrico ampliamente utilizado para evaluar la actividad antioxidante
en soluciones, compuestos puros y mezclas acuosas. El procedimiento original
consistia en la activacion de la metilmioglobina mediante peréxido de hidrégeno
en presencia de ABTS, lo que generaba un radical cationico detectable, tanto en
presencia como en ausencia de antioxidantes. Este enfoque fue cuestionado, ya
que los antioxidantes podian reducir de forma rapida al radical ferrilmioglobina,
alterando asi la precision del analisis. Posteriormente, se desarrollé una version
mejorada basada en la técnica de decoloracion, la cual genera directamente un
radical catiébnico ABTS* estable, antes de exponerlo a los antioxidantes, este
método consiste en oxidar el ABTS mediante persulfato de potasio (K,S,0s), lo
qgue da lugar a la formacion de un cromaoforo de color verde-azulado, con picos
de absorcion caracteristicos en 645, 734 y 815 nm (Re et al., 1999).

Al incorporar un antioxidante, este actia reduciendo el radical cation ABTS™ a su
forma neutra, y se observa una disminucion de la absorbancia del cromdéforo, la
magnitud de esta decoloracion permite calcular el porcentaje de inhibicién, el
cual depende de la concentracion del antioxidante y del tiempo de reaccion, para
cuantificar la capacidad antioxidante. Los resultados suelen expresarse en
equivalentes de Trolox, utilizando esta molécula como estandar de referencia en

las mismas condiciones experimentales (Tovar del Rio, 2013).

3.19 (2,2-difenil-1-picrilhidracilo) (DPPH):

La molécula DPPH es un radical libre estable, lo cual se debe a la deslocalizacion
del electron desapareado a lo largo de toda su estructura molecular. Esta
caracteristica impide que la molécula se dimerice a diferencia de lo que ocurre
comunmente con otros radicales libres. La deslocalizacion electronica también
es responsable de su color violeta intenso, que presenta un maximo de absorcién
a 517 nm cuando se disuelve en metanol, cuando una solucion de DPPH entra
en contacto con un antioxidante, este puede donar un atomo de hidrégeno al
radical, reduciéndolo y provocando la desaparicion del color violeta, por lo cual

este cambio de color se monitoriza mediante espectrofotometria, y sirve para
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evaluar cuantitativamente la capacidad antioxidante de compuestos o extractos
(Tovar del Rio, 2013, Brand-Williams et al., 1995).

En la mayoria de los estudios, los resultados se reportan como el valor ICsy, que
corresponde a la concentracion de antioxidante necesaria para reducir en un
50% la concentracion inicial de DPPH. Este parametro se obtiene graficando el
porcentaje de inhibicion frente a distintas concentraciones del extracto; cabe
sefalar que el valor de ICs, puede variar de acuerdo a la concentracion final del

DPPH usado para extractos de plantas o compuestos puros (Deng et al., 2011).
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IV. Hipotesis.
Las nanofibras poliméricas electroestiradas cargadas con extractos acuosos de
C. aequipetala tendran propiedades antioxidantes y antiproliferativas contra una

linea de cancer cervicouterino (HelLa).
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V.

Objetivos.

Objetivo general:

Evaluar las propiedades antioxidantes y antiproliferativas contra una linea de

cancer cervicouterino (HelLa) de nanofibras poliméricas electroestiradas

cargadas con extractos acuosos de C. aequipetala.

Obijetivos especificos.

Determinar los componentes bioactivos presentes en extractos acuosos
de C. aequipetala mediante un andlisis metaboldmico realizado por
UPLC-MS.

Desarrollar mediante la técnica de electroestirado nanofibras poliméricas
hibridas (Eudragit EPO/PVA/quitosano) libres y cargadas con extracto

acuoso de la planta C. aequipetala.

Estudiar las propiedades fisicoquimicas (diametro, morfologia, potencial
zeta, propiedades espectroscépicas) de nanofibras libres y cargadas con

extracto acuoso de C. aequipetala mediante diversas técnicas analiticas.

Evaluar las propiedades antioxidantes del extracto acuoso y nanofibras

libres y cargadas de compuestos bioactivos de C. aequipetala.

Examinar las propiedades antiproliferativas de los componentes
bioactivos de C. aequipetala, nanofibras libres y nanofibras cargadas con
extractos acuosos de C. aequipetala en un modelo 2D de cancer

cervicouterino (células HelLa).
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VI. Materiales y métodos.

6.1 Materiales

En el desarrollo de este proyecto se utilizaron los siguientes materiales:
Eudragit EPO, polivinil alcohol (PVA), Cuphea aequipetala, quitosano de medio
peso molecular, acido acético glacial, agua destilada, etanol al 96%, PBS,
metanol, &cido férmico, acetonitrilo, agua desionizada, persulfato de potasio,
ABTS, TROLOX, DPPH, medio de cultivo inactivado, tripsina, dimetilsulféxido,
MTT, células HeLa (Wong-Paz et al., 2015, Mirzaeei et al., 2021 & Uscanga
Palomeque, 2014).

6.2 Metodologia

6.2.1 Preparacion del extracto.

Las hojas de Cuphea aequipetala se obtuvieron del mercado Independencia en
Morelia, Michoacan. Se lavaron con agua destilada, se secaron durante 12h y se
trituraron en un molino convencional (Krups). El polvo obtenido fue disuelto en
una solucion 70:30, agregando 70 ml de etanol (EtOH) previamente ajustado,
con 30 ml de agua destilada. La mezcla se mantuvo en agitacion magnética
constante (200 rpm) por 45 min a 65°C, se dejé enfriar a temperatura ambiente
y se filtré usando un papel filtro Whatman de 150 mm. EIl extracto obtenido se
congel6é a -20°C y se liofilizé. Finalmente, el polvo obtenido se almacend en

viales &mbar a 4-8°C.

6.2.2 Anélisis metabolémico.

El andlisis metabolémico del extracto acuoso de C. aequipetala se realizd
utilizando un sistema Acquity UPLC I-Class (Waters®) acoplado a un detector de
arreglo de diodos (DAD) y un espectrometro de masas VION IMS QToF con
fuente de ionizacion por electrospray (ESI). Este sistema permite la separacion
y deteccion precisa de compuestos con alta resolucién cromatografica y

sensibilidad espectrométrica.
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La muestra fue previamente diluida en metanol grado masas hasta una
concentracion final de 2.5 mg/ml. Para la separacion cromatogréafica se utilizé
una columna BEH C18 (2.1 x 100 mm, 1.7 um), con fases méviles compuestas
por acetonitrilo (ACN) y agua, ambas acidificadas con acido formico al 0.1% (v/v).

El gradiente empleado fue el siguiente:

Tabla 1. Gradiente empleado

Tiempo ACN Agua

0 95 5
2 95 5
22 5 95
25 5 95
27 95

30 95

El analisis se desarrollé bajo un flujo constante de 0.4 ml/min, con la columna
termostatada a 35°C y la temperatura de la muestra mantenida a 10°C. El
volumen de inyeccion fue de 2 pl.

Se realiz6 un barrido espectral en el intervalo de 210 a 600 nm, monitoreando
longitudes de onda especificas en 214, 280, 320, 360 y 520 nm (este ultimo en
modo de ionizacién positiva), la ionizacion se ejecuté en modo positivo y
negativo, con un voltaje de capilar de 3.5 kV (positivo) y 2.0 kV (negativo), el
modo de adquisicién empleado fue MSE, utilizando una energia de colision baja
de 6 eV y una rampa de alta energia entre 15 y 45 eV, el rango de masas
analizado abarc6 de 50 a 1800 m/z. La fuente de ionizacion se mantuvo a una
temperatura de 120°C, con una temperatura de desolvatacion de 450°C. Se
utilizé argdbn como gas de colision, con un flujo de 50 L/h, y nitrgeno como gas
de desolvatacién, con un flujo de 800 L/h. El voltaje de cono fue ajustado a 40 V.
Para asegurar la precision en la calibracion de masas, se utilizdé leucina
encefalina a una concentracion de 200 pg/ul, infundida a 10 pl/min como
referencia interna para correccion continua de masa.

El procesamiento y andlisis de datos se realizd6 mediante el software Unifi 1.9
SR4 (Waters®), utilizando bibliotecas de referencia propias del Laboratorio

Especializado en Analisis de Alimentos, asi como las bases de datos de The
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University of Mississippi Botanical Library y The University of Ottawa
Phytochemical Library. Se establecié una tolerancia de error de 5 ppm para la
coincidencia de masa en la identificacion de compuestos, para el andlisis de
fragmentacion, se consultaron datos reportados en PubChem, FooDB v1.0 y
HMDB v5.0, en los casos en los que no se encontraron patrones de
fragmentacion reportados, se recurrido a la prediccion in silico de fragmentos

mediante el propio software, con una tolerancia de 10 mDa.

6.2.3 Desarrollo de nanofibras poliméricas (Eudragit EPO/PVA/quitosano)
por el método de electroestirado.

Se prepararon 3 soluciones que se implementaron en el proceso de
electroestirado:

Eudragit EPO (1% p/v) en solucion etandlica, PVA (5% p/v) en solucién acuosa
y quitosano (0.2% p/v) en solucién de acido acético 1.5%, todo se adiciond en
100 ml respectivamente.

Previo a la formacion de las nanofibras electroestiradas, mediante agitacion
magnética (200 rpm) durante 15 min, se mezclaron 10ml de una solucion de
Eudragit EPO (1% pl/v, en etanol) con 20 ml de una solucion de PVA (5% p/v, en
H20). Posteriormente, la mezcla se emulsific6 mediante homogenizacién de alta
velocidad (2000 rpm) durante 1 min. Finalmente, se agregaron 6 ml de una
solucion de quitosano al 0.2% (p/v) disuelto en acido acético 1.5% y la mezcla
se homogeniz6 1 min a 2000 rpm.

Para la formulacion de las nanofibras cargadas con extracto, se disolvieron 6 mg
de extracto acuoso liofilizado de C. aequipetala en 20 ml de una solucién de PVA
(5% p/v, en H20), manteniendo la mezcla en agitacibn magnética (2000 rpm)
durante 15 min. Posteriormente, se emulsific6 mediante homogenizacion a alta
velocidad (2000 rpm) durante 1 min, una vez finalizada esta etapa, se
incorporaron 10 ml de solucion de Eudragit EPO (1% pl/v, en etanol),
conservando las condiciones de agitaciéon (2000 rpm) por 15 min, seguidos de 1
min de homogenizacién. Finalmente, se adicionaron 6 ml de quitosano (0.2% p/v)

previamente disuelto en acido acético al 1.5% (v/v), la mezcla se agité durante
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15 min a 2000 rpm y se homogenizo6 durante 1 min, hasta obtener una solucién
polimérica homogénea.

Ambas soluciones (fibras libres y fibras cargadas), fueron electroestiradas,
utilizando una distancia de 15 cm entre la punta de la aguja (boquilla) y el
colector, una velocidad de alimentacion de 22 pl/min, un voltaje aplicado de 15
kV, y una velocidad de rotacion del colector de 400 rpm. Las fibras formadas se
retiraron cuidadosamente con ayuda de una pulsera y tapete antiestatica para
evitar acumulacion de carga superficial y fueron almacenadas en viales estériles

hasta su caracterizacion.

6.2.4 Caracterizacion de las propiedades fisicoquimicas de las nanofibras

libres y cargadas con extractos acuosos de C. aequipetala.

6.2.4.1 Espectroscopia Ultravioleta Visible (UV-Vis):

Se prepard una dilucién 1:10 del extracto en etanol al 30% v/v, la solucion
resultante fue colocada en una celda de cuarzo y analizada en un
espectrofotometro UV-Vis Genesys 10S (Thermo Scientific®), realizando un
barrido espectral entre 250 y 800 nm. El espectro obtenido fue registrado y
posteriormente analizado utilizando el software Origin®, con el fin de identificar
maéaximos de absorbancia caracteristicos de compuestos fendlicos y flavonoides

presentes en el extracto.

6.2.4.2 Evaluacioén de solubilidad e hinchamiento:

Se pesaron 1 mg de tres tipos de muestras: fibras libres, fibras cargadas con
extracto y fiboras compuestas por Eudragit/PVA, cada muestra fue colocada por
separado en 10 ml de disolucién de etanol, PBS (solucion salina tamponada) y
agua destilada, respectivamente. Las muestras se incubaron a temperatura
ambiente durante 24 horas, transcurrido ese tiempo, las fibras fueron
cuidadosamente secadas y pesadas, con el objetivo de calcular el grado de

hinchamiento o solubilidad en cada medio.
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6.2.4.3 Microscopia Electrénica de Barrido (SEM):

La microscopia electronica de barrido fue empleada para analizar la morfologia
superficial y el diametro promedio de las nanofibras, tanto libres como cargadas
con el extracto acuoso, las muestras fueron fijadas sobre soportes de aluminio
con cinta de carbdn conductora y recubiertas con una fina capa de oro mediante
pulverizacion catédica para mejorar su conductividad eléctrica, el andlisis fue
realizado en un microscopio electronico de barrido ZEISS EVO 50®, y se
capturaron imagenes representativas de cada muestra para su posterior analisis

morfolégico y de didmetro aleatoriamente con ayuda del software ImageJ.

6.2.4.4 Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier (FTIR-ATR):

Las muestras de extracto, fibras libres y fibras cargadas se colocaron
directamente sobre el cristal Platinum ATR de diamante utilizando una espatula,
asegurando una cobertura completa del area de lectura, se aplicé presion con la
prensa del equipo y se registraron 16 escaneos por muestra utilizando el
espectrofotometro Tensor 27 (Bruker®). Los espectros obtenidos fueron
corregidos eliminando el ruido de fondo, asi como las interferencias derivadas

de CO, y H,0, y posteriormente procesados para su interpretacion.

6.2.5 Propiedades antioxidantes mediante el ensayo ABTS y DPPH.

6.2.5.1 Ensayo ABTS (2,2"-Azinobis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico)):

Siguiendo una metodologia modificada del protocolo de investigacién del
Laboratorio de Bionanotecnologia (BiNat) en conjunto con la Dra. Lluvia (Wong-
Paz et al., 2015) como estandar de referencia se utiliz6 Trolox, un anélogo
hidrosoluble de la vitamina E.

Se preparo una solucion madre de Trolox a 4 mM (1 mg/ml) disolviendo 5 mg en
etanol y aforando a 5 ml, protegiéndola de la luz durante todo el procedimiento,
para la generacion del radical ABTS" se preparé una mezcla de ABTSa7mMy
persulfato de potasio a 2.45 mM, disolviendo 0.0194 g de ABTS y 0.0033 g de
persulfato de potasio en agua desionizada, aforando a un volumen final de 5 ml,
la mezcla fue incubada en la oscuridad a temperatura ambiente durante 12

horas, permitiendo la formacién completa del radical.
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Posteriormente, el radical ABTS™ preformado fue diluido con etanol al 80% hasta
alcanzar una absorbancia de 0.700 + 0.02 a 734 nm, afladiendo 0.8 ml del radical
a 60 ml de etanol al 80%, esta solucion se utilizé para todas las mediciones
posteriores. Se realiz6 una lectura en blanco utilizando unicamente etanol al 80%
y una lectura control con 20 ul de etanol al 80% + 280 ul de solucion de ABTS
ajustada, para la curva estandar, se prepararon distintas concentraciones de
Trolox diluido en etanol al 80%, y se mezclaron 20 ul de cada dilucion con 280
pl de la solucién de ABTS™ (tabla 2), las muestras fueron incubadas durante 7
min a temperatura ambiente, y posteriormente se midio la absorbancia a 734 nm
utilizando el fotometro Thermo Electron Multiskan Ascent.

Para evaluar la actividad antioxidante de las muestras experimentales, se
prepararon 5 muestras de extracto acuoso de C. aequipetala previamente
liofilizado, a una concentracion de 1 mg/ml en agua destilada, 5 muestras de
nanofibras libres (30 mg/ml) y 5 muestras de nanofibras cargadas con extracto
(30 mg/ml).

Cada muestra fue tratada por separado, afiadiendo 20 ul de la muestra a 280 pl
de la solucién ajustada de ABTS*, las mediciones se realizaron en intervalos de
8 minutos, con un tiempo de incubacion estandar de 7 minutos antes de la lectura

espectrofotométrica. Todas las mediciones se realizaron por triplicado.

Tabla 2. Preparacion de muestras para la curva de calibracion.

No. De tubo Concentracion Volumen Volumen Tomar Solucién
Trolox uM Trolox pl etanol 80% pl ABTS
ajustada
1 500 62.5 437.5 20ul 280yl
2 300 375 462.5 20ul 280yl
3 240 30.0 475 20ul 280yl
4 180 225 477.5 20ul 280yl
5 120 15.0 485 20ul 280ul
6 60 75 492.5 20ul 280yl
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6.2.5.2 Ensayo (2,2-difenil-1-picrilhidracilo) (DPPH):

Siguiendo de igual manera la metodologia modificada del protocolo de
investigacion del BiNat y en conjunto de la Dra. Lluvia (Chung et al., 2014). Para
la preparacion de la solucién madre de DPPH, se pesaron 2 mg de DPPH y se
disolvieron en 100 ml de etanol al 80% (v/v), la solucidn fue protegida de la luz y
su absorbancia fue ajustada a un valor cercano a 0.700 + 0.02 a 517 nm.

La curva de calibracion del estandar Trolox (tabla 3) se prepar6 a partir de una
solucion madre de 1000 ppm (1 mg/ml) en etanol al 80%, realizando diluciones
seriadas para cubrir un rango representativo de concentraciones, para cada
punto de la curva, se mezclaron 100 pl del estandar de Trolox con 1900 ul de la
solucion de DPPH, incubando la mezcla durante 30 minutos a temperatura
ambiente en oscuridad, posteriormente, se midié la absorbancia a 517 nm
mediante espectrofotometria UV-Vis.

Para la evaluacion de la actividad antioxidante de las muestras experimentales,
se prepararon soluciones a 1000 ppm, disolviendo por separado 3 mg de
nanofibras libres, 3 mg de nanofibras cargadas con extracto, y 1 mg de extracto
liofilizado de C. aequipetala en 1 ml de agua destilada. De cada solucion, se
tomaron 100 pl y se adicionaron a 1900 pl de la solucién de DPPH, incubando
por 30 minutos bajo las mismas condiciones descritas. Finalmente, se realizo la

medicion de absorbancia a 517 nm, todas las muestras fueron analizadas en

triplicado.
Tabla 3. Diluciones para curva de calibracion.
No. De tubo Trolox (ul) Etanol 80% (ulI)  mg/ml dilucién mg/ml celda
1 0 1000 0 0
2 24 976 24 1.2
3 48 952 48 24
4 72 928 72 3.6
5 96 904 96 4.8
6 120 880 120 6.0
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6.2.6 Ensayo 3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5- difeniltetrazolio bromuro (MTT).

La evaluacién de la actividad metabdlica de las nanofibras y del extracto acuoso
de C. aequipetala se llevo a cabo mediante un ensayo in vitro utilizando la linea
celular humana de céncer cervicouterino HelLa, obtenida de American Type
Culture Collection (ATCC) como CCL-2. Las células se sembraron en placas de
cultivo de 96 pozos y se incubaron a 37 °C con 5% de CO, en una atmosfera
hiameda durante 24 horas para permitir su adherencia y recuperacion.
Transcurrido este periodo, se retiré el medio de cultivo y se reemplazé por medio
fresco, se colocaron en los respectivos pozos discos de 5 mm de didmetro de
nanofibras libres y cargadas con extracto acuoso, previamente esterilizados con
luz ultravioleta en el equipo Labculture® Class Il Type A2 Biological Safety
Cabinet. Simultdneamente, se adicionaron diferentes concentraciones del
extracto acuoso de C. aequipetala (62.5, 125, 250 y 500 pug/ml) disueltas en
medio de cultivo. Las placas se incubaron durante 2, 4, 6, 24 y 48 horas bajo las
mismas condiciones controladas de temperatura 'y CO,.

Luego de la incubacion de las células HelLa durante 48 horas con los
tratamientos correspondientes, se retird el medio de cultivo y se adicionaron 290
pl de medio de cultivo (sin suero fetal bovino) mezclado con 10 yl de una solucién
de MTT colorimetric assay (ROCHE Cell Proliferation Kit 1), preparada a una
concentracion final de 0.5 mg/ml. Las placas fueron incubadas durante 3 horas
a 37 °C en atmosfera hiumeda con 5% de CO,, permitiendo la reduccion del MTT
por enzimas mitocondriales activas y la formacion de cristales de formazan
insolubles de color violeta. Una vez finalizado el tiempo de incubacién, se agrego
100 pl de dimetilsulféxido (DMSO) a cada pozo con el fin de solubilizar los
cristales de formazan, las placas se mantuvieron en reposo por 30 minutos a
temperatura ambiente y protegidas de la luz, finalmente, se midio la absorbancia
de cada pozo a 570 nm utilizando un lector de microplacas SpectraMax® ABS,
dado que a esta longitud de onda maximiza la absorbancia del formazan

permitiendo una evaluacion precisa de la viabilidad celular.
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VIl. Resultados

7.1 Microscopia Ultravioleta Visible (UV-Vis):

El espectro UV-Vis nos confirma la presencia de compuestos bioactivos
presentes en el extracto, algunos de estos incluyen flavonoides, polifenoles,
acidos fendlicos, entre otros metabolitos secundarios presentes en el extracto
(Mabasa et al., 2021). En la figura 4 se muestra un maximo de absorcion amplio
en la region ultravioleta, predominantemente entre los 200 y 300 nm, este tipo
de absorcion es caracteristico de mezclas vegetales ricas en compuestos
fendlicos y flavonoides, los cuales presentan sistemas conjugados capaces de
realizar transiciones electronicas. Al realizar diluciones seriadas del extracto, se
observé una disminucién progresiva en la intensidad del pico de absorcion, lo
cual es un comportamiento esperado conforme disminuye la concentracion de
los cromoforos presentes, el ancho del pico de absorcion se atribuye a la
naturaleza compleja del extracto en el que coexisten multiples compuestos con
estructuras aromaticas conjugadas cuyas bandas electrénicas se superponen.
No obstante, el espectro conservé su forma general, lo que sugiere estabilidad
estructural de los compuestos activos ante una dilucién. Se observo un ligero
desplazamiento hacia longitudes de onda mayores (corrimiento al rojo) conforme
se redujo la concentracion, esto puede atribuirse a cambios en el entorno
molecular, como la pérdida de interacciones intermoleculares o variaciones en la
polaridad del medio, sin implicar alteracion quimica o degradacion de los
metabolitos, dicho desplazamiento es comun en extractos vegetales y no afecta
significativamente la interpretacion espectral.

Se realiz6 un andlisis de regresioén lineal (Figura 5), obteniendo un coeficiente de
determinacién (R?) de 0.9893, lo que indica una relacion lineal fuerte y
consistente con la ley de Beer-Lambert (Skoog et al., 2008). Esta linealidad
sugiere que, dentro del rango evaluado, no hay fendmenos de saturacion del
detector, dispersion de la luz, ni efectos de agregacion significativos que

interfieran en la cuantificacion.
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Espectro UV-Vis del extracto de C. aequipetala
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Figura 4. UV-Vis del extracto de Cuphea aequipetala en diferentes diluciones.
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Figura 5. Regresion lineal del extracto acuoso de Cuphea aequipetala.

7.2 Analisis Metabol6tmico.

Mediante el analisis metabolomico se logré identificar una variedad de
metabolitos secundarios presentes en el extracto acuoso de Cuphea

aequipetala, cuya separacion y deteccion dependieron de su polaridad y peso
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molecular, entre los compuestos detectados se encuentran flavonoides,
triterpenos, catequinas, compuestos fendlicos, acidos fendlicos, entre otros
(tabla 4), algunos de estos compuestos han sido reportados en la literatura por
su actividad biologica (Waizel-Bucay et al., 2003) y potencial terapéutico en el
tratamiento del cancer (Uscanga Palomeque, 2014).

Ademas, podemos observar compuestos con Tiempo de retencion (Tr) bajos (<6
min) que son mas polares y tienen mayor solubilidad en agua y compuestos con
Tr altos (>10 min) que son menos polares, tienen mayor retencion y tienen una
absorcion mas lenta en medios acuosos. El compuesto con mayor disponibilidad
y menor Tr (0.69 min) es (-)-Epigallocatechin, una catequina conocida por su alta
solubilidad en agua, potente actividad antioxidante y antiproliferativa, ademas de
contar con una rapida absorcion en sistemas bioldgicos. Asi mismo la presencia
de compuestos como corilagin, quercetin-3,7-di-O-beta-D-glucoside e
hyperoside todos con Tr entre 4.6—6.9 min, cuentan con una fuerte actividad
antioxidante.

Hasta la fecha, la informacion cientifica disponible sobre la composicion
fitoquimica especifica de C. aequipetala es limitada, y no se han reportado
estudios metabolémicos detallados que caractericen sus componentes. Por lo
tanto, los resultados obtenidos en este trabajo representan una contribucion
original al conocimiento fitoquimico de la especie, al evidenciar la presencia de
compuestos bioactivos con potencial aplicacion en nanomedicina, farmacologia

y desarrollo de terapias oncoldgicas alternativas.

Tabla 4. Andlisis metabolémico de compuestos quimicos organizados por categorias.

Andlisis Metabolémico

Tipo de compuesto Compuesto Tr (min)
Rutin (Rutina) 6.16
Hyperoside 6.33
Kaempferol-3-O- 6.64
Rutinoside(Nictoflorin)
Quercetin-3-arabinoglucoside 5.89
Flavonoides y Glucosidos  kaempherol-3-O-glucoside-2- 6.65
Flavonoides gallate
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Triterpenos y  Acidos

Triterpénicos

Fenoles y Acidos Fendlicos

Catequinas y

Epicatequinas

Otros Compuestos

Astragalin

Quercetin
Isorhamnetin-3-O-glucoside
Kaempferitrin
Quercetin-3,7-di-O-beta-D-
glucoside
Apigenin-7-O-glucoside
Narcissoside

Ursolic acid
Urs-12-en-28-oic acid, AH4

Oleanane-

glucopyranosiduronic acid

deriv-1

Methyl angolensate
Ciwujianoside A4
Acanthopanaxoside B
Acankoreoside C, E, B
Corilagin

Strictinin

Geraniin

Acido Elagico
Punigluconin
Chebulagic acid
Pedunculagin
(E)-Acido ferulico
(-)-Epigallocatechin

Epigallocatechin gallate

(EGCG)
Gamma-tocotrienol
6-Gingerol
Chymostatin
Licoisoflavone A
Eleutheroside B1
Ricinoleic acid
Di-Methylacetal-4-O-

glucopyranoside

6.83
6.34
6.95
6.15
4.7

6.23
6.74
23.41
8.16
8.13

22.51
13.66
14.73
8.7
4.62
5.14
511
6.07
4.72
6.4
5.69
6.47
0.69
0.69

22.54
12.04
6.41
0.64
0.63
16.33
5.45
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7.3 Caracterizacion de las propiedades fisicoquimicas del extracto,
nanofibras libres y nanofibras cargadas con extractos acuosos de C.

aequipetala.

7.3.1 Microscopia Electrénica de Barrido (SEM):

La caracterizacion morfolégica de las nanofibras libres y cargadas con extracto
acuoso de Cuphea aequipetala fue realizada mediante microscopia electronica
de barrido (SEM). En las micrografias obtenidas figura 6 se observa que ambas
muestras presentan una morfologia compuesta por fibras estiradas
acompafadas de estructuras tipo perlas, una caracteristica comunmente
reportada cuando se utilizan soluciones poliméricas con viscosidades bajas y
parametros de electrohilado no completamente ajustados (Haider et al., 2018).
El analisis de diametro, realizado mediante el software ImageJ y Origin mostré
un valor promedio en cien fibras analizadas de 41 nm para las fibras libres y 37
nm para las fibras cargadas, con una desviacién estandar de 4.75 y 6.79
respectivamente. El andlisis estadistico del diametro de las nanofibras indic6 que
no existe una diferencia significativa entre las fibras libres (41.04 + 0.475 nm) y
las fibras cargadas con extracto (37.71 + 0.679 nm) (p = 0.4055), como se
muestra en la tabla 5.

La distribucion de los didmetros de las nanofibras fue evaluada mediante un
histograma de frecuencia, los cuales permiten observar el comportamiento
estadistico y la homogeneidad de los diametros obtenidos para ambos tipos de
fibras (figura 6). En el histograma correspondiente a las nanofibras cargadas, se
observa una distribuciéon normal con una asimetria hacia la derecha (asimetria
positiva), lo cual indica que la mayoria de los diametros se encuentran en el
rango de 30 a 40 nm, siendo esta la clase modal. La curva de ajuste sugiere una
variabilidad mayor en comparacion con las fibras libres, con diametros que van
desde los 20 hasta 55 nm, esta dispersion puede atribuirse a la incorporacion del
extracto de C. aequipetala, en la solucion precursora.

Por otro lado, el histograma de las nanofibras libres muestra una distribucion méas
simétrica y centrada, con un pico modal en el intervalo de 40 a 45 nm, y una

dispersion que se extiende desde 30 hasta 60 nm. Esta menor variabilidad
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sugiere una mayor homogeneidad en el proceso de formacion de fibras en
ausencia de extracto, atribuible a la estabilidad de la mezcla polimérica
PVA/Eudragit/quitosano sin interferencia de compuestos bioactivos.
Comparando ambas distribuciones, se observa que las nanofibras cargadas
presentan un didmetro promedio ligeramente menor, asi como una mayor
dispersién de datos, lo cual concuerda con los resultados del analisis estadistico
previo y sugiere que la incorporacion del extracto acuoso impacta la morfologia
final.

La presencia de perlas en las fibras puede explicarse por un equilibrio
inadecuado entre la tension superficial de la solucidn y las fuerzas electrostaticas
generadas durante el proceso de estiramiento, donde soluciones con baja
viscosidad o fuerzas de repulsion insuficientes tienden a formar gotas esféricas
o perlas intermitentes en lugar de fibras continuas (Haider et al., 2018). Asi
mismo, uno de los parametros criticos del proceso es la distancia entre la punta
de la aguja y el colector, en este estudio, se utilizd una distancia fija de 15 cm,
Bae et al., (2013) reportd que distancias menores favorecen la formacion de
fibras con mayor cantidad de defectos y diametros mas grandes, debido al
tiempo limitado de vuelo y de evaporacion del solvente, por el contrario, un
incremento en esta distancia permite una mayor extension del chorro, una
evaporacion mas eficiente y, por tanto, la formacién de fibras mas delgadas y
uniformes. Tomando en cuenta estos hallazgos, se concluye que, si bien las
fibras obtenidas presentan un diametro promedio favorable para aplicaciones
biomédicas, la presencia de perlas podria comprometer la uniformidad y
funcionalidad superficial, especialmente en aplicaciones donde se requiere una
distribucion homogénea del agente bioactivo. Por tanto, ajustes adicionales en
la viscosidad de la solucion (por ejemplo, modificando la concentracion
polimérica o la cantidad de extracto), asi como una optimizacién de la distancia
de electrohilado, podrian contribuir a mejorar la morfologia de las fibras,

minimizando la presencia de defectos sin comprometer el diametro.
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Figura 6. Micrografias SEM a) nanofibras libres, b) nanofibras cargadas con extracto de C. aequipetala e
histograma del diametro.

Tabla 5. Andlisis estadistico del didmetro de las fibras libres y cargadas de extracto.

Grupo n Media (nm)  Desviacién estandar  Error estandar p-value
(nm) (nm)
Fibras 100 41.04 4.75 0.475 0.4055
libres
Fibras 100 37.71 6.79 0.679
cargadas

7.3.2 Andlisis de Espectroscopia Infrarroja por transformada de Fourier.

El analisis FTIR permitio identificar los grupos funcionales presentes en los
polimeros individuales (quitosano, PVA y Eudragit EPO), asi como en el extracto
de Cuphea aequipetala, en las nanofibras libres y nanofibras cargadas de
extracto. En la figura 7 se presentan los espectros de los polimeros, donde se

observaron bandas caracteristicas asociadas a sus grupos funcionales y en la
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tabla 6 se observa su informaciéon. En el caso del quitosano, se identificé una
banda ancha en la regién 3400-3200 cm™, atribuida a los estiramientos O—H,
indicando la presencia de grupos hidroxilo y la posibilidad de establecer enlaces
de hidrégeno, confirmando su potencial mucoadhesivo, en el intervalo de 3300—
3100 cm™, se observaron vibraciones de estiramiento N—H, correspondientes a
los grupos amina primarios, lo que confirma su capacidad de interaccion quimica
con otros compuestos polares, también se detectaron vibraciones amida en la
region 1560-1500 cm™, asociadas al grupo funcional del quitosano (amina e
hidroxilo).

El PVA mostr6 igualmente una banda ancha en 3400-3200 cm™,
correspondiente a los grupos O-H libres y enlazados, confirmando su caracter
hidrofilico y potencial mucoadhesivo, las sefales observadas en 2920-2850
cm™ corresponden a los estiramientos C—H de grupos metilo y metileno.

En el espectro de Eudragit EPO, se identific6 una banda intensa en la region
1650-1550 cm™, atribuida a la vibracion del enlace carbonilo (C=0) presente en
los grupos éster del polimero, adicionalmente, las bandas ubicadas en el
intervalo 1250-1050 cm™ se atribuyen al estiramiento C—O-C de los ésteres,
gue es consistente con su composicién quimica.

En la figura 8 se presentan los espectros correspondientes a las nanofibras
libres, nanofibras cargadas con el extracto de Cuphea aequipetala y el extracto
puro y en la tabla 7 se muestra su informacion del espectro. Se aprecia
nuevamente una banda ancha en la region 3400-3200 cm™, que corresponde a
los estiramientos O—H, comunes a los grupos hidroxilo presentes tanto en los
polimeros como en los compuestos fendlicos del extracto, la disminucién de
intensidad de esta banda en las nanofibras cargadas sugiere la formacion de
enlaces de hidrogeno entre el extracto y la matriz polimérica, lo cual favorece la
estabilidad del sistema, en la region de 3000-2800 cm™, se mantuvieron las
sefales de estiramiento C—H, asociadas a los grupos metilo y metileno, se
identifico una banda en 1750-1650 cm™, caracteristica del estiramiento C=0,
tanto en el extracto como en los polimeros, lo que indica interaccion quimica
entre carbonilos y otros grupos funcionales, una sefal importante en la zona

1600-1500 cm™ corresponde a vibraciones C=C aromaticas, confirmando la
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presencia de compuestos fendlicos en el extracto, los cuales estan asociados
con su actividad antioxidante, en las bandas de 1500-1400 cm™ sugieren la
presencia de grupos NO,, que podrian estar relacionados con derivados
nitroaromaticos en el extracto y finalmente, la sefial observada entre 1250-1050
cm™, atribuida al estiramiento C—O-C, refuerza la presencia de éteres tanto en
los polimeros como en los compuestos del extracto.

El analisis de los espectros IR confirma la existencia de interacciones fisico-
quimicas entre los polimeros constituyentes de las nanofibras y los compuestos
bioactivos del extracto acuoso de Cuphea aequipetala, la disminucién en la
intensidad de las bandas O—H y el desplazamiento de las sefiales caracteristicas
de los enlaces C=0 y C=C aromaticos sugieren la formacion de enlaces de
hidrégeno e interacciones especificas entre los grupos funcionales del extracto
y la matriz polimérica, estos cambios evidencian que los compuestos del extracto
se encuentran dispersos homogéneamente en la red polimérica, sin indicios de
separacion de fases, lo que permite clasificar al sistema como un sistema de tipo
matricial. En este tipo de sistemas, el agente bioactivo queda embebido dentro
de toda la matriz, lo que favorece su encapsulacion eficiente y promueve una
liberacion controlada basada en procesos de difusion y/o degradacion de la red
polimérica. los resultados obtenidos no solo respaldan la eficaz incorporacion del
extracto en las nanofibras, sino que también refuerzan el potencial terapéutico
del sistema desarrollado como plataforma de liberacibn controlada de

compuestos con actividad antioxidante y antiproliferativa.
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Figura 7. Espectroscopia Infrarroja de polimeros.
Tabla 6. Asignacion de bandas de los polimeros.
Tipo de vibracion Grupo Polimero Molécula
funcional asociado
Estiramiento O—H Hidroxilo Quitosano, Alcoholes,
(ancho) PVA polisacaridos
Estiramiento N-H Amina Quitosano Glucosamina
primaria
Estiramiento C—H Metilo y PVA Etano, cadena
(alifatico) metileno vinilica
Estiamiento C=0 Carbonilo Eudragit Esteres,
(éster) EPO acrilatos
Vibracién N-H / Amidas Quitosano Quitina,
Amidas secundarias proteinas
Estiramiento C-O-C Eteres / Eudragit Grupo éster,
enlaces éster EPO enlaces
vinilicos
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Figura 8. Espectroscopia Infrarroja de nanofibras libres, nanofibras cargadas y extracto de Cuphea
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Tabla 7. Asignacion de bandas de fibras y extracto.

Tipo de vibracion

Estiramiento O—H

(ancho)

Estiramiento C—H

(alifatico)

Estiramiento C=0

Vibraciéon C=C

(aromaticos)

Vibracion NO,

Estiramiento C-O-C

Grupo

funcional

Hidroxilo /

enlaces H

Metilo y

metileno

Carbonilo

Anillos

aromaticos

Grupos

nitroaromaticos

Eteres / enlaces

éster

Polimero

asociado

Polimeros,

extracto

Polimeros

Extracto,

polimeros

Extracto,
fibras

cargadas

Extracto

Polimeros,

extracto

Molécula

Fenoles,
alcoholes,

flavonoides

PVA, Eudragit
EPO, cadenas

vinilicas

Acidos fendlicos,

ésteres

Flavonoides,

taninos

Nitrofenoles,
metabolitos

secundarios

Flavonoides,
polisacaridos,
Eudragit EPO
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7.3.3 Solubilidad e hinchamiento:

La determinacion de solubilidad e hinchamiento de nanofibras, es un paso
importante para identificar los cambios generados por las mezclas de materia
prima que conforman las fibras. Los resultados mostraron una dilucién completa
de las fibras en soluciones acuosas y en PBS, en contraste con las muestras en
etanol al 80%, en las cuales se mantuvieron insolubles (tabla 8).

Este comportamiento sugiere una afinidad preferencial del sistema polimérico
por medios hidrofilicos, atribuida a la interaccion entre los grupos funcionales del
Eudragit EPO (como grupos éster y amino terciarios) con los grupos hidroxilo del
PVA, favoreciendo la formacion de una red polimérica altamente soluble en
medios acuosos, aunque Eudragit EPO es conocido por su solubilidad en medios
alcohdlicos, la presencia del PVA parece modificar su solubilidad, reduciendo su
afinidad por el etanol debido a la formacion de interacciones intermoleculares
mas estables que dificultan la disolucion en este solvente, en condiciones
etandlicas, las nanofibras no se disolvieron, pero si mostraron capacidad de
hinchamiento, por lo que se procedi6 a cuantificar este comportamiento midiendo
el porcentaje de hinchamiento (formula 1) (Rahimi et al., 2020). Los resultados
obtenidos (tabla 9 y 10) indican que las fibras formadas Unicamente por Eudragit
EPO/PVA presentaron el mayor porcentaje de hinchamiento, seguido por las
nanofibras libres y, en menor medida, las fibras cargadas con extracto. Este
comportamiento puede explicarse considerando la naturaleza altamente
hidrofilica del PVA, el cual forma puentes de hidrégeno con moléculas de etanol,
facilitando la absorcion del solvente y la expansion de la matriz (Abbondandolo
& Brewer, 2024); el Eudragit EPO, al ser soluble en solventes organicos,
contribuye al hinchamiento por su estructura polimérica flexible que permite la
separacion de cadenas al absorber el etanol, la ausencia de otros componentes
como quitosano o extracto en esta formulacién potencia la entrada de solvente,
aumentando la hinchazon del material (Fine-Shamir & Dahan, 2019). Por el
contrario, las fibras libres y cargadas, que contienen quitosano y, en el caso de
las cargadas, extracto acuoso, mostraron valores reducidos de hinchamiento,
esto puede atribuirse a que el quitosano, al ser un polimero con estructura mas

reticulada, establece interacciones intermoleculares fuertes con Eudragit EPO y
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PVA, lo que restringe la movilidad de las cadenas y limita la absorcion del
solvente. Ademas, el quitosano no presenta buena hidratacién en etanol, lo que
reduce aun mas su capacidad de hinchamiento (Sonia & Sharma, 2011). En el
caso de las fibras cargadas, la presencia de compuestos fendlicos y otros
metabolitos bioactivos del extracto puede generar enlaces intermoleculares
adicionales con la matriz polimérica, disminuyendo la movilidad de las cadenas
y dificultando la penetracion del solvente, lo cual se refleja en un hinchamiento
alun menor, estos resultados evidencian como la composicion quimica del
sistema polimérico influye de forma significativa en su comportamiento frente a
distintos solventes, y aportan informacién relevante sobre su estabilidad fisica y
potencial funcional en aplicaciones biomédicas, especialmente en ambientes

himedos o en contacto con fluidos biolégicos (Madiyar et al., 2024).

Tabla 8. Resultados de prueba de solubilidad en diferentes solventes.

Fibras libres Fibras cargadas (Eudragit, Fibras
(Eudragit, PVA, PVA, quitosano, extracto) Eudragit/PVA
quitosano)
H20
PBS

(1)

(Peso final—Peso inicial)

X 100%

Porcentaje de hinchamiento =
Peso inicial

53



Tabla 9. Resultados del porcentaje de hinchamiento en etanol.

Porcentaje de hinchamiento en etanol

Fibra Peso inicial (mg) Peso final (mg) Hinchamiento
1.01 3.02 199.009%
Libres 1.02 3.05 199.019%
1.00 3.01 201.00%
1.03 3.06 197.087%
Cargadas 1.00 3.01 201.00%
1.02 3.04 198.039%
1.03 5.06 391.262%
Eudragit/PVA 1.01 5.04 399.009%
1.02 5.05 395.098%

Tabla 10. Analisis estadistico de los porcentajes de hinchamiento.

Analisis estadistico

Fibra Hinchamiento Desviacion estandar Error estandar
Libres 199.68 % 1.15 0.66
Cargadas 198.71 % 2.04 1.18
Eudragit/PVA 395.12 % 3.87 2.24

7.4 Propiedades antioxidantes.

7.4.1 Ensayo ABTS:

La evaluacion de la capacidad antioxidante representa un criterio fundamental
para determinar el potencial terapéutico de compuestos naturales y sistemas de
liberacion controlada en enfermedades asociadas con el estrés oxidativo, como
el cancer cervicouterino. El ensayo ABTS fue fundamental para confirmar que
los compuestos presentes en el extracto de Cuphea aequipetala principalmente
flavonoides, acidos fendlicos y triterpenos conservan su actividad antioxidante
tras ser incorporados en la matriz polimérica de las nanofibras.

En la figura 9 se muestra el porcentaje de inhibicion del radical ABTS™ durante
un analisis cinético a diferentes tiempos (8 a 40 minutos), evaluando el

comportamiento antioxidante por equivalente de Trolox (ET) por gramo, el
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extracto acuoso liofiizado de C. aequipetala, las nanofibras cargadas con
extracto y las nanofibras libres. Los resultados obtenidos evidencian que tanto el
extracto puro como las nanofibras cargadas con extracto presentan una elevada
capacidad antioxidante, con porcentajes de inhibicibn que van entre el 85% y
90% durante todo el intervalo de tiempo evaluado, esta actividad es comparable
a la del estandar antioxidante Trolox, lo que indica que los compuestos bioactivos
presentes en el extracto, principalmente polifenoles y flavonoides, mantienen su
capacidad reductora incluso tras su incorporacion en la matriz polimérica. Las
nanofibras libres mostraron una capacidad antioxidante significativamente
menor, con porcentajes de inhibicion inferiores al 37% en todos los puntos
evaluados. Esta diferencia sugiere que los polimeros empleados en la
formulacion (Eudragit EPO, PVA y quitosano) no poseen actividad antioxidante
intrinseca relevante, confirmando que la capacidad de inhibicién observada en
las fibras cargadas se debe directamente a la presencia del extracto
encapsulado. El extracto y las nanofibras cargadas mantienen una actividad
antioxidante estable en el tiempo, lo que indica una liberacién controlada y
efectiva de los compuestos activos, este comportamiento es relevante desde el
punto de vista biomédico, ya que una alta capacidad de neutralizacion de
radicales libres puede contribuir a reducir el estrés oxidativo (un proceso
implicado en la proliferacion celular, dafio al ADN y progresién tumoral en
diversos tipos de cancer, incluido el cancer cervicouterino).

Valko et al., 2006 ha demostrado que, al disminuir el estrés oxidativo, se
interrumpe la sefalizacion celular mediada por especies reactivas de oxigeno
(ROS) en células tumorales, lo que puede conducir a la inhibicion de vias
proliferativas como PI3K/Akt, MAPK y NF-kB, asi como a la induccion de
apoptosis y la reduccion del potencial metastasico. Por tanto, un sistema
bioactivo de nanofibras poliméricas cargadas con extracto de C. aequipetala, no
solo actua como vehiculo de liberacion controlada, sino también como agente

terapéutico con propiedades potencialmente antitumorales.
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Figura 9. Porcentaje de inhibicion y umol ET / g, del extracto, fibras libres y cargadas con una cinética de
tiempo de 8 min respectivamente.

7.4.2 Ensayo DPPH:

Este método es especialmente sensible a compuestos lipofilicos, dado que el
radical DPPH es soluble principalmente en solventes organicos como etanol y
metanol, lo cual limita su aplicacion en sistemas estrictamente acuosos (Brand-
Williams et al., 1995).

En la figura 10 se presentan los resultados del porcentaje de inhibicién del radical
DPPH a una concentracién de 1000 ppm para el extracto de Cuphea aequipetala,
las nanofibras libres y las nanofibras cargadas con extracto, se observa que el
extracto puro presenta un valor de inhibicion del 98%, lo cual indica una alta
capacidad antioxidante, atribuida a la presencia de compuestos fendlicos y
flavonoides con alta reactividad frente a radicales libres, esta eficacia sugiere
gue los metabolitos secundarios presentes en el extracto tienen una alta afinidad
por radicales de naturaleza lipofilica como el DPPH, contribuyendo
significativamente a la neutralizacion del estrés oxidativo. Sin embargo, tanto las
nanofibras libres como las cargadas muestran un porcentaje de inhibicion
cercano al 50-55%, indicando una actividad antioxidante moderada, esta
diferencia puede deberse, a que las muestras fueron preparadas en medio
acuoso, donde la solubilidad del radical DPPH y su disponibilidad para
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interactuar con los compuestos encapsulados es limitada; en el caso de las
nanofibras cargadas, los compuestos activos se encuentran inmersos en una
matriz polimérica (tipo matricial), lo que puede restringir el contacto directo e
inmediato con el radical libre durante el tiempo de incubacién.

A diferencia del ensayo ABTS, que permite evaluar la capacidad antioxidante en
medios acuosos y organicos (Re et al., 1999), el ensayo DPPH tiene limitaciones
en medios hidrofilicos, lo cual es relevante para interpretar los resultados
obtenidos en formulaciones como las nanofibras desarrolladas, los resultados
del DPPH reflejan la eficiencia del extracto libre, mientras que en el caso de las
nanofibras, sugieren que los compuestos antioxidantes requieren una liberacion
prolongada o un medio de mayor afinidad para interactuar plenamente con este
tipo de radical, el ensayo DPPH permite observar que el extracto de C.
aequipetala posee una elevada actividad antioxidante, mientras que su
incorporacion en las nanofibras, reduce la interaccion directa con el radical
DPPH, al no detectarse eficientemente por la baja solubilidad en este medio y

limitar la liberacién efectiva de los antioxidantes contenidos en la matriz.

Porcentaje de inhibicion por método DPPH
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Figura 10. Porcentaje de Inhibicién por método de DPPH.

7.5 Ensayo MTT:

La evaluacion de la citotoxicidad se llevé a cabo mediante el ensayo colorimétrico
MTT, el cual permite cuantificar la viabilidad celular a partir de la actividad

mitocondrial, indicador del metabolismo celular y, por tanto, de la proliferacion
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(Mosmann, 1983). Se probaron diferentes concentraciones del extracto de C.
aequipetala (42.5, 85, 170, 340 y 680 ug/ml), asi como el efecto de las nanofibras
libres y cargadas (el contenido de extracto en cada disco fue de 0.5mg) a
distintos tiempos de incubacién (6 h, 24 h y 48 h), como se muestra en la figura
11. A las 6 horas de incubacion, todas las concentraciones del extracto
mostraron porcentajes de viabilidad celular superiores al 70%, valor que, de
acuerdo con la norma ISO 10993-5:2009, se considera como no citotdxico, sin
embargo, tras 24 y 48 horas, se observd una disminucion significativa en la
viabilidad celular, dependiente tanto de la dosis como del tiempo de incubacion.
Concentraciones iguales o superiores a 170 ug/ml redujeron la viabilidad por
debajo del umbral del 50 %, clasificandose como citotoxicas, con diferencias
estadisticamente significativas respecto al control (p<0.0001). Este
comportamiento sugiere la presencia de compuestos bioactivos con efecto
antiproliferativo, cuyo impacto se potencia con el tiempo de exposicion celular.
En cuanto a los efectos de las nanofibras, los resultados presentados en la figura
12 muestran que tanto las fibras libres como las cargadas redujeron la viabilidad
celular por debajo del 60 % en todos los tiempos evaluados, clasificandose como
citotoxicas. Las fibras cargadas, en particular, presentaron un efecto mas
pronunciado, reduciendo la viabilidad por debajo del 50 %. Este efecto puede
explicarse por la liberacion del extracto desde la matriz polimérica, lo que
prolonga la exposicién de las células a los compuestos activos. Ademas, la
composicién polimérica (quitosano, PVA y Eudragit EPO) podria favorecer
interacciones electrostaticas con las membranas celulares, especialmente
debido a la carga positiva del quitosano y del Eudragit EPO, que interactian con
las superficies celulares cargadas negativamente, alterando su integridad,
promoviendo la internalizacion de las fibras y desencadenando procesos de
estrés celular (Chung et al., 2014).

La actividad antiproliferativa observada puede atribuirse, en parte, a la presencia
de compuestos fendlicos y flavonoides detectados previamente en el extracto
mediante analisis metabolémico. Entre ellos destacan la quercetina, astragalina
y la epigalocatequina-3-galato (EGCG), moléculas ampliamente reconocidas por

sus efectos citotoxicos. Se ha documentado que la quercetina, encapsulada en
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nanoparticulas poliméricas como PLGA o formulada en sistemas con polimeros
metacrilicos, presenta mayor eficacia frente a células HelLa que su forma libre,
promoviendo apoptosis a través de mecanismos dependientes de especies
reactivas de oxigeno (ROS) y la via mitocondrial (Yadav et al., 2022). De manera
similar, la EGCG muestra efectos antiproliferativos cuando se administra en
vehiculos nanoestructurados, con mecanismos relacionados con la inhibicion de
la via PIBK/Akt/mTOR y el aumento de ROS (Wang et al., 2023).

Los resultados obtenidos evidencian que el extracto de Cuphea aequipetala
posee compuestos con propiedades antiproliferativas que se potencian al ser
encapsulados en matrices poliméricas. Esta combinacion entre la actividad
intrinseca de los metabolitos del extracto y la funcionalidad de los polimeros
empleados en la elaboracion de nanofibras ofrece una alternativa prometedora

para el desarrollo de sistemas terapéuticos dirigidos al tratamiento del cancer
cervicouterino.
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Figura 11. Ensayo MTT en Extracto de Cuphea aequipetala en linea celular HeLa a diferentes
concentraciones y tiempos. Los (*) indican p < 0.0001 comparando las diferentes concentraciones con su
mismo tiempo.
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Figura 12. Ensayo MTT en Fibras libres y cargadas con extracto de Cuphea aequipetala en linea celular
Hela a diferentes tiempos.
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VIIl. Conclusion

La presente investigacion permitié validar que el disefio de nanofibras hibridas
cargadas con extractos acuosos de Cuphea aequipetala representa una
estrategia efectiva para potenciar la actividad bioldégica de compuestos naturales
mediante un sistema de liberacion controlada, la integracion del extracto en una
matriz polimérica de Eudragit EPO, PVA y quitosano no solo conservo sus
propiedades antioxidantes, sino que presentd resultados evidentes frente a
células Hela, lo cual confirma la hipétesis planteada. Destacando que el analisis
metaboldmico del extracto acuoso de C. aequipetala constituye un aporte original
en la literatura cientifica, ya que hasta la fecha no se han reportado estudios con
esta profundidad sobre su perfil quimico utilizando técnicas de UPLC-MS,
asimismo, la formulacion de nanofibras utilizando esta combinacion especifica
de polimeros y extracto acuoso representa una innovacion dentro del campo de
la nanotecnologia aplicada a la nanomedicina, dado que no existen antecedentes
publicados que documenten el desarrollo de sistemas similares.

Este trabajo genera evidencia cientifica relevante que posiciona a las nanofibras
poliméricas como plataformas prometedoras para la administracién localizada de
agentes terapéuticos derivados de plantas medicinales, los conocimientos
generados sientan las bases para estudios posteriores enfocados en su
validacion in vivo y su posible aplicacién clinica como alternativa terapéutica
menos invasiva, especifica y biocompatible para el tratamiento del cancer

cervicouterino.
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