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1. JUSTIFICACION.

Una de las areas mas importantes de aplicacion de la nanotecnologia es la nanomedicina,
y uno de los enfoques consiste en el disefio de nanosistemas de liberacion de
medicamentos con el fin de revolucionar las terapias convencionales, en especial las
dirigidas al tratamiento del cancer. [1]

La Agencia Internacional para la Investigaciéon en Cancer (IARC por sus siglas en inglés),
reporta en sus publicaciones, al cancer de mama como uno de los mas diagnosticados a
nivel mundial, siendo la primera causa de muerte por cdncer en las mujeres. [2]

La cirugia para extirpacion de los tumores puede ser Gtil en casos donde aln no se haya
presentado metastasis, sin embargo, los tratamientos actuales y convencionales como la
radioterapia y quimioterapia, son técnicas que, aungque suelen ser efectivas; también
afectan en su proceso a células no cancerigenas, incluso llegando a perjudicar el sistema
inmunolégico de los pacientes.

Por este motivo es de suma importancia encontrar un mecanismo adecuado que logre
transportar farmacos al interior del cuerpo humano el cual centre la liberacion de estos, en
el sitio donde se localizan las células cancerigenas.

En la actualidad se estudia el suministro de medicamentos a través de nanofibras debido a
las propiedades que posee, como la alta superficie por unidad de area y la posibilidad de
controlar el perfil de liberacion modificando la morfologia de las fibras, la porosidad y la
composicion; lo que convierte a las nanofibras en potenciales vehiculos para la entrega de
farmacos y ademas cuando se hacen en materiales biocompatibles se van degradando de
tal manera que la eliminacién de sus componentes se haria por los sistemas normalmente
usados en el cuerpo para la eliminacion de desechos, por ejemplo la via urinaria. [3]

2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

Las estimaciones segun IARC, para Colombia en 2012 fueron 8.686 casos nuevos y 2.649
muertes por cancer de mama. En Colombia se diagnostican cada afio 7.627 mujeres y
mueren aproximadamente 2.226. [2]

Segun cifras de Breast Cancer Research Foundation, Organizacién Mundial para la Salud
y Liga Colombiana contra el Cancer; en 2015 un total de 570.000 mujeres murieron en el
mundo como consecuencia de este tipo de cancer, 2.055 de ellas en Colombia. Cada 30
segundos en alguna parte del mundo fallece una mujer por cancer de mama. [4]

Recientemente se ha incrementado el interés de usar nanofibras poliméricas y de origen
natural como posible sistema de liberacibn de medicamentos, para el tratamiento del
cancer. En particular, dada la alta incidencia que tiene el cancer de mama en Colombia y
en el mundo, y la promisoria aplicacién de las nanofibras en su tratamiento; es muy
pertinente evaluar el efecto de nanofibras de diferente origen, sobre la viabilidad celular de
lineas tumorales de cancer de mama, y de linfocitos normales obtenidos a partir de
muestras de sangre. Las lineas tumorales evaluadas en el presente proyecto representan
tres perfiles moleculares, relacionados con los tipos tumorales de mama mas frecuentes.
Con el modelo de estudio se desea aportar informacion para avanzar en el desarrollo de
métodos mas efectivos y econdmicos, para el tratamiento contra el cancer.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo general.
Evaluar el impacto sobre la sobrevida celular, de nanofibras de diverso origen, en
lineas tumorales de mama y linfocitos.

3.2.  Objetivos especificos.

Fabricar nanofibras de alcohol de polivinilo (PVA) y nylon.

Evaluar la citotoxicidad de las nanofibras fabricadas y otras disponibles (BNC y
Arroz), sobre lineas tumorales de mama y linfocitos.

Determinar el porcentaje de sobrevida de las diferentes lineas tumorales de cancer
de mama y linfocitos, tras exponerlas a las nanofibras.
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4. MARCO TEORICO

En esta seccion se presenta una revision de los conceptos tedricos necesarios para
el desarrollo y entendimiento de este proyecto. Inicialmente se abarcan las generalidades
del cancer y del cancer de mama en el que se enfocd la tesis, después se habla brevemente
de las diferencias entre el ciclo celular de células sanas y cancerigenas; y se presentan las
lineas celulares tumorales y no tumorales que fueron estudiadas. Luego se introduce el
tema de nanofibras y la técnica implementada para su elaboracién, se da una breve
descripcion de los materiales utilizados en las nanofibras. Se menciona la aplicacién de
estas estructuras como sistemas de liberacion de medicamentos y se resalta uno de los
medicamentos para el cancer de seno mas usado. Finalmente, se explica la técnica
empleada para la realizacion de las pruebas de viabilidad celular.

4.1. Cancer.

El cancer comienza en las células, normalmente las células del cuerpo crecen y se
dividen para crear nuevas células y reemplazar a las células envejecidas o a las dafiadas
que mueren. Pero algunas veces, este proceso se altera. Crecen células nuevas que no
son necesarias y las células envejecidas no mueren cuando deberian. Estas células extra
pueden formar masas llamadas tumores. Los tumores pueden ser benignos (no
cancerosos) o malignos (cancerosos). Las células de los tumores malignos pueden invadir
los tejidos cercanos, porque se desprenden y movilizan hacia otras partes del cuerpo, por
medio del sistema circulatorio o del sistema linfatico y cuando forman nuevos tumores lejos
de la lesidn inicial se establece lo que se denomina metéstasis. Existen mas de 100 tipos
de cancer y la mayoria de éstos se nombran teniendo en cuenta el lugar de origen [5].

Los tratamientos mas comunes para el cancer se dividen en tres categorias: cirugia,
quimioterapia y radioterapia. El mas antiguo, es la extirpacion quirargica de los tumores.
Este método puede llegar a ser muy exitoso si se realiza en una etapa temprana, antes de
gue haya metastasis [6].

El segundo tipo mas comun es la radioterapia. Se aplican rayos X, esta radiacion
actla sobre el ADN, produciendo pequefias roturas, y la célula al no poder reparar dichas
alteraciones, activa el proceso de muerte. Sin embargo, tiene como inconveniente que las
células no cancerigenas gue son alcanzadas por la radiacion también se pueden afectar

[6].

Si un paciente ha presentado metastasis los tratamientos anteriores no son utiles.
El tratamiento que puede llegar a cualquier parte del cuerpo es la quimioterapia. Técnica
en la que los pacientes son tratados con sustancias quimicas que evitan que las células se
dupliguen. No obstante, al igual que con la radioterapia las células no cancerigenas
también se ven afectadas por los mismos medicamentos que detienen el crecimiento de las
células cancerigenas. El problema mas serio que se llegan a generar con estos tratamientos
es afectar el sistema inmunologico [6].

Céancer de mama.

El cancer de mama se origina cuando las células en alguna region de la glandula
mamaria comienzan a crecer en forma descontrolada. Estas células pueden formar un
tumor que a menudo se detecta en una radiografia, una ultrasonografia o se puede palpar
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como una protuberancia o bulto. Se ha establecido que “el cancer de mama es el tipo cancer
mas frecuente en mujeres, uno de cada cuatro nuevos casos de cancer diagnosticados en
mujeres en todo el mundo, son cancer de mama (24.2%) y este cancer es el mas comun
en 154 de los 185 paises que integran el planeta [4]. Ademas, es la principal causa de
muerte por cancer en mujeres (15%), seguido por cancer de pulmon (13.8%) y cancer
colorrectal (9.5%), que son el tercer y segundo tipo de cdncer mas comun, respectivamente”

[71

El tejido mamario esta formado por tejido graso y el tejido funcional de la mama: los
I6bulos y conductos que intervienen en la produccion y secrecion de leche. El crecimiento
y desarrollo del tejido mamario esta controlado por las hormonas y comienza en la pubertad.
Las hormonas sexuales progesterona y estrogeno, producidas por los ovarios, son
responsables en gran parte del desarrollo del tejido mamario. Muchos canceres responden
a las hormonas, es decir que el crecimiento del tejido anormal se estimula por la presencia
de hormonas sexuales femeninas [8].

Se han desarrollado nuevos tratamientos para el cancer de mama, gracias al
aumento en la comprension de los fundamentos bioldgicos de este. Por ejemplo, un
porcentaje significativo de canceres de mama ha demostrado ser hormonalmente sensibles,
lo que significa que su crecimiento es estimulado por el estrégeno o la progesterona. Estos
tumores se clasifican como receptores de estrogeno (ER) positivos o receptores de
progesterona (PR) positivos. Una clase de medicamentos dirigidos al receptor de estrégeno
en los canceres de mama ER-positivos, son llamados moduladores selectivos del receptor
de estrégeno (SERM, por sus siglas en inglés) [8].

4.2, Ciclo celular.

Todas las células poseen mecanismos para mantener la integridad gendmica, la
cual es vital para la supervivencia celular y la proliferacion. Las células se dividen a tasas
normales durante su tiempo de vida, sin embargo, cuando esta tasa sobrepasa los limites
normales ocurren alteraciones a nivel genético que afectan el control del ciclo celular
haciendo que estas células crezcan y se dividan sin control y ya no respondan a
sefalizacién extracelular para la detencién del ciclo. Por otro lado, tampoco responden a
los mecanismos inductores de la muerte celular. Ambos, mecanismos proliferacién y muerte
celular, estan estrictamente controlados y previenen el cancer. La regulacion se lleva a cabo
por grupos de proteinas que interactian entre si de forma especifica. En la figura 1 se
muestra la division del ciclo celular, en la fase M (mitética) y la interfase que a su vez se
divide en tres fases distintas: G1 (gap 1), S (sintesis de ADN) y G2 (Gap?2) [9].
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Figura 1. Fases del ciclo celular. Tomado de Gonzalez et al 2001 [10]
4.2.1. Células sanas.

En la fase de sintesis del ADN (S), ocurre la replicacion del material genético, con
el fin de que cuando las células se dividan, cada una de las hijas tenga la misma cantidad
de ADN. Las fases G1 (gap o intervalo 1) y G2 (gap o intervalo 2) son etapas dedicadas a
generar mas organelas para repartir entre las células hijas (producto de la division celular)
y a sintetizar enzimas y proteinas requeridas para la fase S y la mitosis. Los estados S, G1
y G2 son etapas de la interfase, periodo comprendido entre dos divisiones celulares
sucesivas, es el periodo en el que las células pasan la mayor parte del tiempo durante el
ciclo celular. El estado M representa "mitosis", y es cuando ocurre la division nuclear (los
cromosomas se separan) y posteriormente se divide el contenido citoplasmatico
(citocinesis) [11].

A continuacién, se nombran algunos elementos que son importantes en la
regulacién y lugares donde los errores pueden conducir al cancer. Las CDKs (kinasa
dependiente de ciclinas, agrega fosfato a una proteina), junto con ciclinas son las mayores
llaves de control para el ciclo celular, causando que la célula se mueva de G1a S o G2 a
M. FPM (Factor Promotor de la Maduracién) incluye la CDK vy ciclinas que desencadenan
la progresion del ciclo celular. p53 es una proteina que funciona bloqueando el ciclo celular
si el ADN esta dafado. Si el dafio es severo esta proteina puede causar apoptosis. p27 es
una proteina que se une a ciclinas y CDK bloqueando la entrada en fase S. [11]

4.2.2. Células cancerigenas.

El primer paso que realiza una célula normal o no cancerigena, para convertirse en
una célula tumoral es proliferar excesivamente y evitar los mecanismos de control del ciclo
celular que actuan fisiol6gicamente para impedir esto. Durante dicha transformacion, se
activan los oncogenes (genes que en su version normal son denominados protooncogenes,
y que sufren alguna alteracion y su funcion se concentra en promover la proliferacion
celular). Por otro lado, otro grupo de genes denominados oncosupresores 0 supresores
tumorales, pierden la actividad fisiologica de freno de la proliferacion [12].

La acumulacion de mutaciones en diferentes tipos de genes conduce a la
inactivacion de genes supresores de tumores como p53 y pRb, a el mal funcionamiento de
las proteinas que normalmente inhiben la progresion del ciclo celular y a la activacion de
los oncogenes, todo junto conlleva a la desregulacion del ciclo celular, para favorecer la
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proliferacién sin control y la evasion de la muerte celular. En los tumores, se ha observado
mutaciones en genes que codifican ciclinas, CDK (quinasas dependientes de ciclinas),
enzimas de activacion de CDK, CKI (inhibidores de CDK), sustratos de CDK, y otras
proteinas de control. [9]. Varias de estas proteinas, actlan en los puntos de control del ciclo
celular del paso de la fase G1 a la fase S, y cuando hay dafio en el ADN, su accién para
frenar el ciclo depende de p53, mientras que otros puntos de control, dependen de pRb.
Otras como por ejemplo el grupo de CDKs, cuando pierden su funcion inducen la
proliferacién no programada, asi como la inestabilidad gendmica y cromosdmica [9].

Existen células, que se cultivan en el laboratorio, que han sido obtenidas a partir de
lesiones tumorales y/o modificadas para expandir su poblacion, estas se denominan lineas
celulares y se utilizan como modelo de la enfermedad para diferentes propoésitos. En el
presente estudio, utilizamos algunas de ellas, cuyo perfil molecular recuerda a los
principales tipos de cancer de mama.

4.3. Lineas tumorales de cancer de mama.

Células obtenidas de lesiones tumorales o tejidos normales, se pueden establecer
como lineas, que puedan ser cultivadas bajo condiciones de laboratorio y ser usadas como
modelos para muchos proyectos de investigacion. A continuacion, se describen las lineas
que representan tres perfiles moleculares de las lesiones mas frecuentes en cancer de
mama.

4.3.1. MCF-7.

“‘MCF-7 es una linea celular de cancer de mama aislada en 1970 de una mujer
caucasica de 69 afios que padecia un adenocarcinoma de mama. Las células MCF-7 son
Utiles para estudios de cancer de mama in vitro. Presenta una forma irregular, crecen en
forma de monocapa, y son adherentes. Esta linea retiene varias caracteristicas particulares
del epitelio mamario ideales para hacer varios estudios. Estos incluyen la capacidad de las
células MCF-7 para procesar el estrégeno en forma de estradiol a través de los receptores
de estrégeno en el citoplasma celular.” [13]

MCF-7 posee los receptores de progesterona (PR) y estrégeno (ER), pero no tiene
amplificado el gen HERZ2, el cual es un receptor de factores de crecimiento. Los cientificos
han encontrado que, aunque estas células son faciles de propagar, generalmente el tiempo
de duplicacion es de 30 a 40 horas. Las células MCF-7 son células grandes adherentes,
con un tamafio de célula entre 20-25 micras. [14]

4.3.2. BT474.

La linea celular BT-474 fue aislada en 1978 por E. Lasfargues and W.G. Coutinho
de un tumor sélido e invasivo de un carcinoma ductal del seno de una paciente caucasica
de 60 afnos. Es receptor estrogeno (ER) positivo. [15]

BT-474 es una linea celular que sobreexpresa HER2 (Receptor-2 del factor de
crecimiento epidérmico humano, proteina producto de un protooncogén especifico, un gen
gue tiene el potencial de producir cancer). Tiene bajos niveles de HER1 (proteina que se
encuentra en la superficie de algunas células a la cual se une el factor de crecimiento
epidérmico y hace que las células se multipliquen). [16]
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Se caracterizan por su forma piramidal, y tener morfologia similar a la del epitelio
mamario diferenciado. Crecen en forma de monocapa, son adherentes y de lento
crecimiento.

4.3.3. M8 (MDA-MB468).

La linea celular MDA-MB-468 fue aislada en 1977 por R. Cailleau, et al., a partir de
un derrame pleural de una paciente de raza negra de 51 afios con adenocarcinoma de
mama metastasico. Expresa receptor de estrogenos alfa negativo, factor de crecimiento
epidérmico (EGF); factor de crecimiento transformante alfa (TGF alfa). Poseen forma
circular y tamafio pequefio, presentan una morfologia similar a la del epitelio mamario
diferenciado. Crecen en forma de monocapa, y son adherentes. [17]

En la tabla 1 se presentan resumidas las caracteristicas principales de las 3 lineas
cancerigenas.

Tabla 1. Caracteristicas de las lineas celulares cancerigenas empleadas en el proyecto.

Linea celular Tejido de obtencidn Perfil molecular
PR positivo
MCF-7 Adenocarcinoma de mama ER positivo
HER2 negativo
Tumor sdélido e invasivo de HER2 sobreexpresado
BT474 un carcinoma ductal de ER positivo
mama PR negativo
Derrame pleural de ER alfa negativo
paciente con PR negativo
M8 (MDA-MBA68) adenocarcinoma de mama EGF
metastésico TGF alfa

e Receptor de progesterona (PR)
e Receptor de Estrégenos (ER)

4.4, Linfocitos.

Un linfocito es un tipo de glébulo blanco, una célula importante del sistema
inmunoldgico que ayuda al cuerpo a defenderse de los organismos invasores. Estas células
se originan en la médula 6sea de los huesos y migran a diferentes partes del cuerpo, donde
se especializan en uno de dos tipos. Los linfocitos B, los cuales producen una proteina
llamada anticuerpo que ataca a invasores extrafios, como bacterias o virus. Los linfocitos
T, que atacan las células del propio cuerpo si han sido infectadas por un invasor o se han
vuelto cancerosas y que normalmente cumplen una funcion reguladora a través de la
produccion de moléculas llamadas “linfoquinas” que son la base de los fenébmenos de
cooperacion celular en la respuesta inmune [18]. Algunos linfocitos tienen la capacidad de
"recordar" el objetivo de un ataque y producir anticuerpos que pueden hacer que el cuerpo
sea inmune a futuras enfermedades de esos mismos invasores. [19]. Estos se pueden aislar
a partir de una muestra de sangre.

45, Nanofibras.

Las nanofibras como su nombre lo indica son estructuras nanométricas en forma de
fibras, tubos, cintas, varillas y cables, que debido a su tamafio del orden de 10°, poseen
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propiedades nuevas que no tienen estructuras de igual composicibn y tamafio
macroscopico.

La posibilidad de fabricar fibras de diferentes materiales, con propiedades como la
alta relacion superficie-volumen, flexibilidad, tenacidad y resistencia a la traccién gracias a
su tamafio, hace que estas estructuras sean apropiadas para numerosas aplicaciones.
Entre las aplicaciones mas estudiadas se encuentran algunos dispositivos biomédicos,
sistemas de liberacion controlada de farmacos y principios activos e ingenieria de tejidos;
también en productos de consumo, tales como prendas de vestir, sensores y nanocables
para aplicaciones en nanoelectronica, entre otras. [20]. Para el presente estudio, se evaluo
la citotoxicidad de nanofibras de diferente origen que pueden llegar a ser candidatos a ser
usadas como posibles vehiculos de medicamentos para el tratamiento del cancer. La
principal técnica empleada en la elaboracién de las nanofibras fue el electrospinning.

4.5.1. Electrospinning.

La técnica de electrospinning, también conocida como electrohilado, hace uso de
las fuerzas eléctricas para producir fibras de tamafio micro y nanométrico. Los elementos
requeridos en la técnica son: Una fuente de alto voltaje, una jeringa, una aguja y un colector;
y se puede realizar tanto de forma vertical como lo muestra la figura 2, como de forma
horizontal como se aprecia en la figura 3. Se inicia colocando la solucién polimérica en la
jeringa, la cual es eléctricamente cargada cuando se conecta a la aguja con un alto voltaje
entre 1y 30 kV. La distancia entre la aguja y el colector debe ser entre 5y 30 cm. La solucién
se bombea con un flujo constante, formando una gota en el extremo de la aguja. La fuerza
eléctrica aplicada a la solucién polimérica supera la tensién superficial, generando un haz
cargado eléctricamente que se expulsa al colector. Cuando las fibras se secan, se cargan
eléctricamente y son dirigidas y aceleradas por fuerzas eléctricas en el colector, donde se

depositan. [21]
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Figura 2. Configuracion vertical para la técnica de electrospinning. Tomado de Medina
et al 2013 [21].
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Figura 3. Configuracion horizontal para la técnica de electrospinning. Tomado de Zhu
et al. [22].

Existen diferentes pardmetros, como voltaje, flujo, distancia de la aguja al colector,
humedad, concentracién del polimero usado, temperatura, los cuales influyen en el proceso
y deben ser estandarizados, estos parametros se presentan en la tabla 2. Para realizar el
trabajo se fabricaron nanofibras de PVA y Nylon, y se evaluaron otras existentes en el grupo
de CBM de la universidad del Rosario (PCL, PCL+tamoxifén) y otras proporcionadas por el
grupo de nanotecnologia de la Universidad Jorge Tadeo Lozano dirigido por la profesora
Alis Pataquiva.

Tabla 2. Pardmetros y caracteristicas de las nanofibras. Adaptada de Duque et al 2013

3].

PARAMETRO CARACTERISTICA QUE APORTA
Dificulta el paso de la solucién a
través del capilar

Concentracion de

la solucién .
L Las fibras se rompen en gotas antes
polimérica
de llegar al plato colector.
Fibras gruesas, distorsion del jet,
Voltaje aparicion de beads.

Poco impulso para llegada de la
solucién al plato colector.
Fibras mas gruesas, beads con
mayores tamanos.

Mayor tiempo para evaporacion del
solvente, fibras sin defectos.

Las fibras pueden romperse debido a
Su propio peso. Mayor estiramiento
de la solucion, obtencién de fibras
delgadas.

Flujo de salida

Distancia aguja-
colector

Aparicion de defectos (beads) en las
fibras al trabajar con muy altas o0 muy
bajas distancias.

- ) —-—)
- — - ---
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Poco tiempo para la evaporacién del
1 solvente, por tanto, las fibras llegan
himedas al plato colector.

Humedad relativa I Aparicion de poros en las nanofibras.

4.5.2. PVA.

El polivinil alcohol (PVA) es un polimero soluble en agua producido industrialmente
mediante la hidrdlisis del polivinil acetato. El PVA tiene excelentes propiedades tanto fisicas
como mecénicas, permitiendo su uso en diferentes aplicaciones como fabricacion de fibras
para revestimientos de papel, adhesivos, hormigén reforzado con fibra, plastico reforzado
con fibra, materiales no tejidos, hilos y otros. En los ultimos afios, el uso de PVA ha estado
enfocado en aplicaciones biomédicas, como hidrogeles, incluyendo lentes de contacto,
organos artificiales y administracion de medicamentos.

En el grupo de Zhang et al 2005 [23], emplearon una solucion polimérica de PVA a
una concentracion entre 6-8% diluida en agua destilada. Ocasionalmente agregaron a la
solucion, etanol y cloruro de sodio. A esta nanofibra le adicionaron aspirina, como
medicamento, la cual fue disuelta en etanol y agregada a la solucion anterior, gota a gota
durante la agitacion, también se adiciond albumina de suero bovino (BSA) (disuelta en
agua). Durante el electrospinning se aplicé un voltaje entre 5-15 kV y las fibras se
recolectaron en un papel aluminio conectado a tierra, situado a 8-15 cm debajo de la punta
de la aguja. Observaron que al agregar aspirina y BSA se generaron perlas en las
nanofibras de PVA. Aunque la adicion de estos dos compuestos a la solucion de PVA
disminuyé la capacidad de formar fibras uniformes, muestra el potencial para preparar fibras
ultrafinas por electrospinning, que transportan medicamentos [23].

Por otro lado, Estevez-Areco et al en el 2018 [25]; sugiere que la reticulacion del
PVA con un agente comestible reduce su solubilidad en agua, lo que constituye una de las
principales limitaciones para su uso como sistema de liberacién controlada en medios
acuosos. Adicional a esto, en un estudio de Lopez-Cérdoba et al en el afio 2016 [24], se
demostré que la reticulaciéon con acido citrico (CA) mejora la estabilidad del agua de las
nanofibras de PVA, y gracias a esto obtuvieron un sistema de liberacion controlada para el
clorhidrato de tetraciclina [25]

En el presente trabajo se incorpord extracto de romero en nanofibras de PVA para
obtener un material activo con capacidad de liberacién controlada. Primero, se obtuvo el
extracto de romero por extraccién con solvente en una solucion de etanol:agua (70:30 v /
V), este se incorpord en una soluciéon acuosa de PVA vy se fabricaron las nanofibras por
electrospinning.

45.3. PCL.

La policaprolactona es un polimero semicristalino, biodegradable, que posee
buenas propiedades mecanicas, es facil de procesar, compatible tanto con tejidos duros
como blandos y aceptado por la FDA. Este polimero es util en la produccion de fibras
electrohiladas que simulan la matriz extracelular. Sin embargo, su hidrofobicidad limita la
adhesion y proliferacion celular. [26]
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Varios estudios indicaron el uso de la técnica de electrohilado para lograr la
liberacion controlada de un modelo hidrofilico de farmaco (ampicilina) presentando una baja
compatibilidad con la policaprolactona. Esto se consiguio bajo la técnica de electrohilado
coaxial modificado que consistié en cubrir o envolver la mezcla de la solucién polimérica y
el farmaco, con la solucién del polimero a una menor concentracion, bombeando la mezcla
con una aguja dentro de la aguja del polimero. [27] Los resultados de la investigacion de
Sultanoa et al, 2016, demostraron que, el area de aplicacion del electrospinning coaxial
modificado podria expandirse para farmacos y polimeros con baja compatibilidad.

4.5.4. NYLON.

El nylon es un polimero sintético que posee buena resistencia mecanica, excelente
capacidad de rotacion y estabilidad, el cual ha demostrado poseer una buena
biocompatibilidad con varias células y tejidos humanos. Sin embargo, la poca tendencia a
disolverse en agua, la lenta tasa de degradacion, la alta cristalinidad y la fragilidad dificultan
su aplicacién en la ingenieria biomédica. [28]

45.5. BNC.

La nanocelulosa bacteriana (BNC) se ha convertido en una fuente biodegradable y
prometedora de material fibroso. Este biopolimero es sintetizado por bacterias del acido
acético pertenecientes a las especies Gluconacetobacter Xylinus y Gluconacetobacter
Hansenii, en un proceso de fermentacion estrictamente aerdbico a temperatura ambiente
(25-30 ° C), utilizando como fuente de carbono la glucosa o cualquier otro carbohidrato.

La estructura de red tridimensional (3D) nativa de BNC, conocida como pelicula,
posee un area de superficie alta, asi como alta capacidad de absorcibn de agua,
biodegradabilidad y biocompatibilidad. Para aprovechar estas propiedades, BNC se ha
estudiado ampliamente en aplicaciones que incluyen ingenieria de tejidos, vendaje de
heridas, administracion de farmacos, dispositivos electrénicos y nanocompuestos de
polimeros. [29]

45.6. ARROZ

Fibras de celulosa o cristales de tamafio nanométrico se pueden obtener de diversos
materiales naturales que son ricos en celulosa entre los que se encuentra el arroz. Las
nanofibras de celulosa producidos a partir de estos subproductos agroindustriales son
ampliamente utilizados en diversas aplicaciones industriales, tales como la alimentacion,
farmacéutica, envases, papel, etc. [30]

La nanofibra de celulosa es un compuesto extraido a partir de la pulpa de la madera,
el arroz u otras plantas, y que se aglutina en fibras cuyo didmetro es de 10-20 nanometros,
es decir unas 20.000 veces més estrechas que un cabello humano. [31]

El grupo papelero japonés Nippon Paper en el afio 2016 cre6 la mayor planta de
produccion de nanofibra de celulosa del mundo, en la que se desarroll6 este nuevo material
a partir de cosecha propia. La fibra resulté ser cinco veces mas fuerte que el hierro, pero
con la quinta parte del peso de este, y se caracteriza por su transparencia, |0 que la dota
de una amplia funcionalidad que la empresa esta estudiando y que podria ir desde su uso
en la creacion de componentes hasta su incorporacién al sector médico. [32]
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4.6. Liberacion de farmacos.

Los sistemas de liberacién controlada de farmacos fueron desarrollados con el fin
de mejorar las propiedades terapéuticas del medicamento, hacerlo mas seguro, efectivo y
confiable. Este método ofrece diferentes ventajas como la reduccion de la toxicidad del
medicamento entregandolo a un ritmo controlado, incrementado su eficiencia y selectividad,
y prolongando su tiempo de vida. [33]

Estos sistemas permiten la liberacibn de un medicamento en un sitio especifico, un
beneficio buscado para minimizar la toxicidad y evitar los efectos secundarios que genera
ese farmaco en otros tejidos, todo enfocado para la comodidad del paciente. Para el
tratamiento de enfermedades como el cancer existen sistemas nanofibrosos muy
prometedores, los cuales pueden transportarse a través del torrente sanguineo y atravesar
barreras naturales, y una vez lleguen al sitio, deben tener receptores en su superficie que
les permitan el reconocimiento especifico de la célula afectada y la interaccién con el
medicamento y de esta forma poder destruirla. La ventaja de emplear nanofibras es que se
pueden evitar las limitaciones en la carga de farmacos que poseen las micelas y liposomas
usadas actualmente para el tratamiento de tumores, [20] ya que las micelas conforman una
esfera cuya cavidad interna puede contener lipidos, mientras que la cavidad interna de los
liposomas solo contiene una solucién acuosa de un principio activo.

4.6.1. Nanofibras como sistema de liberacion.

Existen diversos sistemas de liberacion de farmacos como liposomas, microesferas,
proteinas conjugadas, hidrogeles, nanoparticulas y nanofibras.

Las nanofibras han sido exploradas como un nuevo método, debido a las grandes ventajas
gue posee incluyendo su amplia area superficial, alta porosidad y una estructura que imita
la matriz extracelular. Por otro lado, los nanofibras a base de polimeros se utilizan
generalmente para la administracién de farmacos, el suministro de oxigeno, la entrega de
genes y la entrega de proteinas. Para implementarlas como sistema de liberacion de
medicamentos, la forma mas sencilla es preparar una solucién polimérica y mezclarla con
el farmaco y posteriormente fabricar las nanofibras con electrospinning. La carga exitosa
de la droga en el nanofibra es la clave para mejorar la liberacion sostenida del ingrediente
activo. [33] Debido a su tamafio pueden atravesar los tumores, una vez alli, la velocidad de
liberacion del medicamento depende de la solubilidad de este y de la velocidad de difusién
a través de la membrana en caso de estar recubierto por el polimero, o de la biodegradacién
de la nanofibra.

4.6.2. Tamoxifén

El medicamento mas antiguo y destacado de la familia SERM (moduladores
selectivos del receptor estrogeno) es el tamoxifén, que se dirige especificamente a los
receptores de estroégeno en el tejido mamario y bloquea los efectos que promueven el
crecimiento del estrogeno en los canceres de seno con ER positivo. El tamoxifén se ha
utilizado terapéuticamente para tratar la enfermedad mamaria metastasica y también para
prevenir las recurrencias del caAncer de mama, con un éxito significativo. Varios estudios
han demostrado que los pacientes que reciben este medicamento tienen tasas de
recurrencia y mortalidad mas bajas que los pacientes que no lo reciben. Por ejemplo, un
estudio realizado por el NClI's National Surgical Adjuvant Breast and Bowel Project (NSABP)

21



en 2010, mostré que el uso preventivo de tamoxifén redujo el riesgo de cancer de mama
invasivo en mujeres de alto riesgo en un 50 por ciento. [8]

4.7. Pruebas de viabilidad y citotoxicidad celular.

La citotoxicidad celular se define como una alteracion de las funciones celulares
basicas que conlleva a un dafio que puede ser detectado.

En los ensayos de citotoxicidad comunmente se aplican diferentes métodos de
tincion celular con el fin de estimar de forma indirecta el nimero de células viables, luego
de someterlas a algun tipo de tratamiento. Sin embargo, la mayoria de estos suelen ser
métodos de tipo terminal, ya que emplean sistemas de tinciébn destructivos. Entre los
métodos mas empleados estan la reduccion del MTT (3-(4,5-dimeltiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolio bromuro), que requiere de células vivas, o que, al menos, muestren
actividad oOxido-reductasa, para convertir el colorante precursor en un producto
cuantificable, y la tincién con sulforodamina B (SRB) que, por su afinidad con los
aminoacidos basicos de las proteinas, se fija selectivamente en éstos, proporcionando un
indice del contenido de proteina celular. Al igual que los métodos anteriormente
mencionados, el resazurin fue introducido como indicador de viabilidad celular no téxico,
atil para monitorear la proliferacion celular y la citotoxicidad. [34]

Resazurin

El resazurin se utiliza como un indicador de oxidacion-reduccién (REDOX) que sufre
un cambio colorimétrico en respuesta a la reduccion metabdlica celular. El crecimiento
celular continuo mantiene un ambiente reducido, mientras que la inhibicion del crecimiento
mantiene un ambiente oxidado. La reduccion relacionada con el crecimiento hace que el
indicador redox cambie de forma oxidada (no fluorescente, azul) a forma reducida
(fluorescente, roja). Estos procesos se asocian principalmente con actividad mitocondrial
de células viables. La sefial fluorescente se monitorea mediante equipos con laseres a una
longitud de onda apropiada. En el presente trabajo el resazurin fue medido en un equipo
Cytation 3 a una longitud de onda de excitacion de 535 nm y una longitud de onda de
emision de 595nm. La sefial fluorescente o colorimétrica generada a partir del ensayo es
proporcional al nimero de células vivas en la muestra. [35]
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5. METODOLOGIA

A continuacion, se expone la metodologia implementada. En primera instancia se
describe la obtencién de nanofibras; se enuncian las que fueron adquiridas y las de
elaboracion propia, de igual forma se muestra el procedimiento seguido para su fabricacién.
Posterior a esto se mencionan los protocolos seguidos para toda la parte de cultivo celular,
y los montajes realizados para la curva de proliferacion y las pruebas de
citotoxicidad/viabilidad. Por ultimo, se explica la medicion de fluorescencia, necesaria para
entender la obtencion de los resultados, y se menciona el protocolo para la realizacion de
la tincion de las placas de cultivo luego de la finalizacion de los experimentos, para su
almacenamiento, y en caso de ser necesario observarlas en el microscopio.

5.1. Obtencion de Nanofibras.

En este proyecto se emplearon nanofibras de diferente origen; las membranas de
BNC y arroz fueron brindadas por la Universidad Jorge Tadeo Lozano; la nanofibra de arroz
se aprecia en la figura 4. La fibra de PCL y PCL + tamoxifén se adquirieron de una
universidad en Minas Gerai en Brasil, y las de PVA y nylon se elaboraron personalmente
en el laboratorio de nanotecnologia en la universidad Jorge Tadeo Lozano de la cuidad de
Bogota.

La BNC fue obtenida a partir de un cultivo de un consorcio de bacterias y levaduras;
y la membrana de arroz es un biopolimero que busca el aprovechamiento integral de la
cascarilla de arroz, por lo cual estd hecho a base de almidon de arroz, glicerina,
nanoparticulas de silice y la nanocelulosa restante.

Figura 4. Nanofibra de arroz proporcionada por la Profesora Alis Pataquiva de la
Universidad Jorge Tadeo Lozano.

5.1.1. Preparacién soluciones.

Las nanofibras fabricadas personalmente se hicieron en la Universidad Jorge Tadeo
Lozano por medio de la técnica de electrospinning con una configuracion vertical. Se
elaboraron un total de 4 nanofibras; se describe a continuacion de manera puntual la
preparacion de cada una de las soluciones.

Se preparé una solucion de 30 mL de nylon (hilo nylon marca barracuda) al 10%
(w/v) usando como solvente &cido acético glacial. Se mantuvo en una plancha magnética
por 40 minutos, a una temperatura de 77°C y 855 rpm (revoluciones por minuto).
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Se prepararon 30 mL de solucién de PVA al 11% (w/v), en esta ocasion se empled
como solvente agua destilada. Se mezclé la solucién por una hora en la plancha, a una
temperatura de 85°C y 400 rpm. Ver figura 5.

Figura 5. Proceso de preparacion de la solucién de PVA (11%).

Luego de los resultados del primer experimento, al observar que la nanofibra de PVA
se disolvié instantaneamente luego de ser adicionada en las placas de cultivo; con el fin de
reducir la solubilidad en agua del PVA, se fabricaron dos soluciones de PVA al 10% (w/v)
agregandole romero, segun lo indicado en el articulo de Estevez-Areco et al, 2018, en el
gque indica que los extractos de romero han sido previamente incorporados en diferentes
peliculas poliméricas para producir posibles envases activos [25]. Una nanofibra PVAL, fue
preparada con esencia de romero de fabricacién comercial, y la segunda PVA2 con extracto
de romero, obtenido a partir de hojas secas de romero.

Para la obtencion del extracto de romero se tomaron cinco gramos de hojas secas
de romero (ver figura 6) y en un mortero se molieron (ver figura 7), luego en un falcon se
agregaron 17,5 mL de etanol (75%) y 7,5 mL de agua destilada para tener una solucién
etanol:agua (70:30 v/v), lo anterior se mezclo con las hojas molidas, y posteriormente se
introdujo el falcon en el bafio maria a 50°C durante 1 hora. Finalmente, la solucion resultante
se paso por un filtro con un poro de 0,45 um (ver figura 8).

7 oA

Figura 6. Hojas Figura 7. Romero molido Figura 8. Filtro empleado
secas de romero. en mortero. para la obtencion del
extracto de romero.
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En la preparacion de las soluciones para cada una se tomaron 46 mL de agua
destilada, y 10 mL de la esencia 6 extracto de romero respectivamente. Ambas soluciones
se dejaron en la plancha durante una hora y media a 80°C y 150 rpm.

5.1.2. Fabricacion de nanofibras en el equipo de electrospinning.

Este proceso se llevo a cabo en el equipo de electrospinning NANOFIB100 de la
marca QUBITexp perteneciente a los grupos de investigacion del laboratorio de
nanotecnologia de la universidad Jorge Tadeo Lozano.Se observa el equipo en la figura 9.

Figura 9. Equipo de electrospinning de la Universidad Jorge Tadeo Lozano.

5.1.2.1. Montaje.

Inicialmente se coloca la solucién polimérica dentro de la jeringa, se le acopla la
manguera y la aguja, y esta Ultima se ubica al interior del equipo donde se le conecta el
anodo, en la parte inferior se sitta el colector (aluminio) conectado al catodo; se verifica
que la distancia entre la bandeja colectora y la punta de la aguja sea la correcta
dependiendo el polimero a usar Figura 10. Posterior a esto se dispone la jeringa en la
bomba de infusién, se selecciona un flujo alto aproximadamente 3 mL/h y se realiza una
purga. Finalmente se cierran las puertas del equipo, se enciende, se elige un flujo més bajo
aproximadamente de 1 mL/h, y se empieza a subir el nivel del voltaje hasta que se observe
la formacién del cono de Taylor y la deposicion de las nanofibras en el colector. En la tabla
3 mostrada a continuacién se tienen los parametros usados en cada una de las nanofibras
fabricadas.

En la tabla 3 mostrada a continuacién, se presentan los parametros empleados a la
hora de elaborar cada una de las nanofibras.
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Tabla 3. Parametros empleados en la elaboracion de las nanofibras.

PVA PVA + esencia PVA + extracto Nylon
romero romero

Distancia

aguja a 10 cm 10 cm 10 cm 11,4 cm
colector

Voltaje 24 kV — 30 kV 26 kV — 29 kV 26 kV — 29 kV 26 kV - 27 kV

. 0,8mL/h-1 0,8mL/h-1
Flujo 0,6 mL/h mL/h mL/h 1,8 mL/h

Humedad 60% - 65% 54% - 58% 54% - 58% 59 % - 63%

Figura 10. Fabricacion de una nanofibra de

> o=
T

PV

NANOFIB100 de la marca QUBITexp.

5.1.2.2.

Desmontaje y limpieza.

A por electrospinning en el equipo

Una vez se termina de fabricar la membrana (aproximadamente 5 horas, esto varia
dependiendo el polimero y el flujo) se debe apagar el equipo, bajar el voltaje a cero, apagar
la bomba de infusion, desconectar el anodo y el catodo de la aguja y colector
respectivamente; sacar el colector (aluminio) que contiene la membrana y guardarla en un
desecador. Enseguida se debe desensamblar la jeringa, manguera y aguja, expulsar la
solucion polimérica restante de la jeringa, y por ultimo se limpia rigurosamente los
materiales empleados y el equipo, para retirar por completo residuos de la solucién, que
hayan podido quedar. Luego se coloca la nanofibra en un desecador para eliminar el exceso
de solvente. (Ver figura 11).
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Figura 11. Desecador donde se guardan las nanofibras una vez se retiran del equipo.
5.1.3. Cortey desinfeccion.

Cuando las membranas estan secas, se despegan cuidadosamente del aluminio, y
el corte se ejecuta con un sacabocados manteniendo las nanofibras entre dos hojas de
papel, para asi no maltratarlas, a los trozos obtenidos se les denominé confetis. Con ayuda
de unas pinzas se toman los confetis de la nanofibra y se procede a desinfectarlas,
exponiéndolas a luz UV durante 20 minutos por cada lado. A las BNC previo a la luz UV se
les hizo un lavado con etanol al 75% por 10 minutos. Se cortaron 18 confetis de cada
nanofibra, para cada linea celular por experimento.

5.2. Cultivo celular.

En el presente proyecto se trabajé con 3 lineas celulares cancerigenas; MCF-7,
BT474 Y M8 (MDA-MB468), y una no cancerigena (linfocitos). Las células se mantuvieron
en una incubadora a 37°C y 5% de CO,. Se observaron en un microscopio invertido, para
determinar su confluencia, las células alcanzan un 100% de confluencia cuando ocupan
toda la superficie del frasco de cultivo en el que se encuentran adheridas. Los
procedimientos realizados en cultivo celular se describen brevemente a continuacion.

5.2.1. Limpiezay desinfeccion de la cabina.

Cualquier procedimiento en que se trabaje con células y se necesite mantener la
esterilidad, debe ejecutarse en la cabina de flujo laminar, previo a su uso se debe limpiar
de adentro hacia afuera con etanol al 70%, al igual que los materiales antes de organizarlos
al interior de la cabina; posteriormente se enciende la luz UV durante 20 minutos para
garantizar su desinfeccion.

5.2.2. Cambio de medio.

Este proceso estimula a las células para su crecimiento y consiste en renovar el
medio de cultivo que fue DMEM complementado con 10% de suero fetal bovino (SFB) y 1%
de antibidtico. EI SFB les proporciona los nutrientes necesarios a las células para su
proliferacién, por tal motivo cuando se observa el medio de un color naranja o amarillo indica
que ya no hay suficientes nutrientes y debe realizarse un cambio de medio. Ver protocolo
en anexo 1.
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5.2.3. Cambio de pase.

El cambio de pase se ejecuta cuando las células presentan un nivel de confluencia
cercano o superior al 80%. Debido a que las lineas celulares, crecen adheridas al frasco de
cultivo, se deben desprender mediante la incubacién con tripsina, una enzima que rompe
los enlaces de las proteinas implicadas en la adhesién celular. EI cambio de pase se llevo
a cabo al momento de cada montaje de los experimentos o cuando era necesario
cambiarlas a un frasco de cultivo mas grande, o la subdivision en varios frascos. Ver
protocolo en anexo 2.

5.2.4. Descongelamiento.

Las células se pueden conservar en una nevera a -80°C o en nitrégeno liquido ya
sea en fase vapor alcanzando temperaturas entre -140°C y -180°C; o sumergidas en el
liguido siendo almacenadas a -196°C, en nitrégeno se conservan por mas tiempo. En
caso de querer transportar viales, se guardan en un termo con un poco de nitrégeno
liquido. Este proceso se realiz6 al inicio del proyecto para iniciar los cultivos celulares y
tener la cantidad de células necesarias para todos los experimentos. Ver protocolo en
anexo 3.

5.2.5. Congelamiento.

Este proceso llamado criopreservacion permite conservar las células por
mucho tiempo. Las células son congeladas a muy bajas temperaturas con el fin de disminuir
su actividad biolégica y poderlas mantener en condiciones de vida suspendida. Es
indispensable el uso de un criopreservante (dimetilsulfoxido “DMSQ”), este compuesto
reduce el punto de congelacion permitiendo una velocidad de enfriamiento mas lenta, lo
que reduce el riesgo de formaciéon de cristales de hielo que puede dafiar las células y la
muerte celular a causa de ello. ElI congelamiento se realiza cuando se tiene gran cantidad
de células y se quieren almacenar para ser utilizadas después o para almacenar las células
y tenerlas como stock. Se Conservan en un cooler en una nevera a -80°C (ver figura 12), o
en nitrégeno liquido donde alcanzan temperaturas de -196°C. Ver protocolo en anexo 4.

Figura 12. Cooler donde se conservan las células en nevera de -80°C. Congelamiento de
células M8.
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5.2.6. Conteo celular.

Para cumplir con los parametros de cantidad de células en cada experimento, se
hicieron conteos mediante el uso de azul tripan y una camara de Neubabuer figura 13. Esta
tiene una cuadricula formada por nueve cuadrados grandes, cada uno de ellos con una
superficie de 1 mm?, los cuatro cuadrados grandes de las esquinas estan formados por 16
cuadrados medianos.

Figura 13. Camara de Neubauer, con la preparacion con azul tripan y células, lista para
efectuar el conteo celular.

Para ejecutar el conteo se deben tener las células en suspension, luego se toman 10ul de
la solucién celular y se adicionan 90ul de azul tripan, este es un colorante que permite
diferenciar células muertas de células vivas, ya que el colorante atraviesa la membrana de
las células muertas, tifiéndolas de color azul. Sobre la camara de Neubauer se ubica un
cubreobjetos, se ponen 10uL de la solucion anterior, y se procede al conteo bajo el
microscopio invertido.

Se cuentan las células vivas que se encuentren en los cuatro cuadrados grandes de las
esquinas tal como lo indica la figura 14, incluyendo las que estén en contacto con los bordes
izquierdo y superior de cada cuadrado y excluyendo las que estén tocando los bordes
derecho e inferior.

M

e ———
1 mm

Figura 14. Cuadricula de la camara de Neubauer donde se realiza el conteo. Adaptada de
[36]
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El conteo lo realizan dos personas, después de tener el numero de células de los cuatro
cuadrantes se saca el promedio x y se utiliza la siguiente formula para calcular la cantidad
de células por mililitro. En la figura 15 se observa un cuadrante de la camara de neubauer
a través del microscopio para realizar el conteo.

" Celulas/mililitro

=10 *x*10.000 (D)

Ver protocolo en anexo 5.

Figura 15. Imagen que muestra las células M8 (MDA-MB468), en uno de los cuadrantes
de la camara de Neubauer, que se usaron para contarlas.

5.3.  Curvade proliferacion.

Esta curva se realizé con el objetivo de estandarizar el nimero de células apropiada
para realizar los experimentos de la linea M8 (MDA-MB468). Esto se hizo Gnicamente para
esta linea celular, puesto que el semestre pasado ya se habian estandarizado las otras
lineas.

M8 (MDA-MB468).

En una placa de 96 pozos se montd una curva con las siguientes concentraciones
celulares: 70.000, 65.000, 60.000, 55.000, 50.000, 45.000, 40.000, 35.000, 30.000, 25.000,
20.000, 15.000, 10.000, 5.000, 2.500, 1000 y 500 (ver figura 16). Inicialmente se contaron
las células en la camara de Neubauer, se hicieron los calculos para obtener las
concentraciones mencionadas anteriormente, luego en cada pozo se puso el volumen con
la cantidad de células y se adicion6 DMEM completo para obtener un volumen final de 200
ul, cada concentracion se monté por triplicado. Se dejaron en la incubadora a 37°C y 5%
de CO: durante 24 horas, pasado este tiempo se retir6 el medio de cada uno de los pozos,
se lavaron con 200 ul de PBS (buffer fosfato salino), y finalmente se agreg6 250 pl de
resazurin (4,4 uM). Después de incubar 4 horas, 6 horas y 24 horas se midio la fluorescencia
emitida en un equipo Cytation 3, con el fin de medir indirectamente la cantidad de células
viables o su actividad metabdlica. Se tomaron a 3 horas distintas para tener un seguimiento
de su comportamiento.
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Figura 16. Montaje de la placa de cultivo con la curva de proliferacion de M8.

5.4, Pruebas de citotoxicidad.

Se utilizé resazurin (4,4 uM) para medir la sobrevida de las células luego de ponerlas
en contacto con nanofibras durante uno a seis dias. Se emplearon placas de 96 pozos para
cada uno de los montajes. Diariamente se retird el medio de los pozos respectivos, fueron
lavados con 200ul de PBS (buffer fosfato salino) y finalmente se adiciond 250ul de
resazurin. Se debe tener en cuenta que para las placas de las lineas cancerigenas se
requirié de sumo cuidado y delicadeza para no despegar las células del fondo de los pozos;
los linfocitos al estar en suspension no tenian este inconveniente, siempre y cuando fueran
centrifugados previamente.

5.4.1. Lineas celulares cancerigenas.

Se desarrollaron dos experimentos para las lineas celulares MCF-7 y BT474 y tres
experimentos con la linea M8 (MDA-MB468), debido a la cantidad de células disponibles al
momento del montaje de cada experimento. Inicialmente para cada montaje, se partié de
las células en suspension, se realizé el conteo en la caAmara de Neubauer, y se hicieron los
célculos para obtener 15.000 células por pozo en un volumen final de 200 pL con DMEM
completo. Se dejaron las placas en incubacion (37°C y 5% de CO,) por 24 horas, se les
adicion6 en cada pozo los confetis de cada una de las nanofibras (ver figura 17) y
nuevamente se llevaron a la incubadora para empezar las mediciones de fluorescencia 24
horas mas tarde.

En la tabla 4 se presenta un resumen de los tratamientos empleados.

Tabla 4. Resumen de los tratamientos para medicion de la citotoxicidad en las lineas
cancerigenas.

. . Segundo .
Primer eapéelil_r;eMntg(; (BT474, experimento (BTA74, Tercer e(>|§/|p893r|mento
' MCF-7, M8)
. . Células .- Células .
Células solas Triplicado solas Triplicado solas Triplicado
Con tamoxifén Triplicado Con BNC | Triplicado | Con arroz | Triplicado
Con PCL Duplicado Con Nylon | Triplicado | Con BNC | Triplicado
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Con PCL + - —
tamoxifén Triplicado Con Nylon | Triplicado
Con BNC Triplicado Con PVAL | Triplicado
Con PVA Triplicado
i Unidad (3
Tamoxifén solo .
dias)

Figura 17. Montaje citotoxicidad con nanofibras en pozos de la placa de cultivo con BT474
durante el segundo experimento.

5.4.2. Linfocitos.

A partir de una muestra de 5ml de sangre, se obtuvieron linfocitos, mediante
separacion con gradiente de ficoll. Se hicieron dos experimentos de citotoxicidad. Al igual
que con las lineas cancerigenas se realiz6 el conteo, y los céalculos respectivos para poner
15.000 linfocitos en cada pozo en un volumen final de 200 uL adicionando PBmax y 2% de
fitohemaglutinina (PHA). Se incubaron por 24 horas y luego se adicionaron las nanofibras
(ver figura 18), nuevamente se dejaron 24 horas en incubacién y posteriormente se iniciaron
las mediciones de fluorescencia.

En la tabla 5 se muestra un resumen de los tratamientos empleados para linfocitos.

Tabla 5. Resumen tratamientos empleados en la medicion de citotoxicidad para linfocitos.

Primer experimento Segundo experimento
Linfocitos solos Triplicado Linfocitos Duplicado
solos
Con arroz Triplicado Con arroz Duplicado
Con BNC Triplicado Con BNC Duplicado
Con Nylon Triplicado Con Nylon | Duplicado
Con PVAl1 Triplicado Con PVA1 | Duplicado
Con PVA2 Triplicado Con PVA2 | Duplicado
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Figura 18. Montaje citotoxicidad con nanofibras en pozos de la placa de cultivo con
linfocitos durante el primer experimento.

Obtencion de linfocitos mediante Ficoll

Se obtuvo una muestra de sangre heparinizada de un voluntario sano, posterior a la
firma del consentimiento informado. Se tom6 2 mL de ficoll, y cuidadosamente se adicioné
4ml de sangre para no mezclar los dos componentes. Enseguida, fueron centrifugados a
2000 rpm durante 30 minutos, luego se tomd la capa blanca de linfocitos y se agregd a un
falcon de 15ml, con el propdsito de obtener inicamente los linfocitos sin otros componentes
de la sangre. Se hicieron tres lavados, primero con 10ml de PBS (buffer fosfato salino), y
cinco minutos de centrifugacion a 2000rpm, luego dos con 5ml de PBS, a las mismas
condiciones de centrifugaciéon. Finalmente, pusieron en 2ml de medio PBMAX, y fueron
transportados hasta la universidad del Rosario, en una caja especial para evitar fugas de
liquido. Ver protocolo en anexo 6.

5.5.  Medicién de fluorescencia para viabilidad celular

Las mediciones de fluorescencia fueron hechas durante seis dias, y cada dia a las
4h, 6hy 24h luego de agregar el resazurin en los pozos correspondientes, a los tratamientos
de cada dia. Para esto se emple6 el equipo Cytation 3 que permite la lectura de placas
como lo muestra la figura 19. Se coloc6 una longitud de onda de excitacion de 535 nmy
595 nm para emisién, una ganancia de 50 y la lectura se hizo por la base de la placa en el
caso de las células cancerigenas y para los linfocitos se realizé tanto por la base como por
la tapa, debido a que son células que no crecen adheridas al sustrato. Durante el traslado
de las placas hasta el equipo, estas se mantuvieron cubiertas con papel de aluminio para
evitar que el resazurin estuviera expuesto a la luz y hubiese pérdida de fluorescencia. Ver
protocolo en anexo 7.

Se agregd 250ul del reactivo resazurin en un pozo que no contuviera células,
diariamente para poder restar el valor correspondiente de fluorescencia a los resultados de
los demas pozos, con el fin de tener las curvas que genera cada nanofibra sin verse alterada
por otro compuesto.
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Figura 19. Medicién de una placa en equipo Cytation 3.

5.6. Tincidn de Wright.

Luego de finalizar los experimentos, las placas fueron tefiidas con colorante de
Wright (ver figura 20). Este procedimiento se debe ejecutar en la cabina extractora de gases
debido a que el colorante empleado contiene metanol. Inicialmente se retira el resazurin de
toda la placa, luego se hace un lavado con PBS (buffer fosfato salino) con ayuda de una
pipeta pasteur, se retira y se adiciona el colorante Wright y agua, se retira y se realiza un
ultimo lavado con agua para finalmente dejar secar la placa. Ver protocolo en anexo 8.

Este procedimiento permite almacenar las placas de cultivo para poder observarlas
mas adelante en el microscopio (ver figura 21).

Figura 20. Tincién de Wright de la placa Figura 21. Imagen que muestra un pozo
de la curva de proliferacién de M8 (MDA- de la placa con una concentracion de
MB468). 65.000 células M8 (MDA-MB468), luego
de la tincion.
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6. RESULTADOS.

En esta seccidn se exponen los resultados obtenidos para cada uno de los procesos
descritos en la metodologia. Primeramente, se presentan los resultados en cuanto a la
elaboracion de las nanofibras. Se muestra de forma grafica, los resultados obtenidos de la
curva de proliferaciéon para M8 y para las pruebas de citotoxicidad/viabilidad tanto en las
lineas cancerigenas como los linfocitos, de igual forma se muestra de forma grafica el
porcentaje de sobrevida calculado para cada experimento y cada linea celular, con los
valores de fluorescencia obtenidos a las 24 horas.

6.1. Elaboracién nanofibras

Inicialmente se fabrico una membrana de PVA al 11%, se observa en la figura 22.
Esta se uso6 en el primer experimento de citotoxicidad en las lineas celulares cancerigenas,
al momento de ser adicionada en los pozos en un medio acuoso, los confetis se deshicieron
instantdneamente. Por tal motivo, se fabricaron dos nuevas membranas de PVA (10%); en
esta ocasién agregando romero, una con esencia de romero comercial (PVAL), y otra con
el extracto de romero obtenido en el laboratorio (PVAZ2).

Al someter las nuevas membranas a medios acuosos, se pudo observar que, a
diferencia de la primera membrana de PVA, estas tardaron aproximadamente 1 o 2 dias en
deshacerse, siendo la membrana con esencia (PVA1) la que més tardo en disolverse.

Adicionalmente, se fabricé una membrana de nylon empleando como disolvente
acido acético (10%) esta se aprecia en la figura 23.

S~y

“ - L__:.;\

Figura 22. Nanofibra de PVA finalizada. Figura 23. Nanofibra de Nylon finalizada.

Es importante resaltar que, durante la elaboracion de las membranas en el equipo,
al tener una configuracioén vertical, se presentaba goteo, incrementandose al haber mucha
humedad; por lo que las membranas no quedaron perfectamente lisas y uniformes. Con el
fin de disminuir la humedad se colocé silica y deshumidificadores cerca al equipo y en su
interior cuando no estaba en uso.
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6.2. Curvade proliferacion M8

La curva de proliferacion de MDA-MB468 fue realizada con el fin de determinar la
cantidad éptima de células para cultivar en cada pozo de las placas de 96 pozos, para asi
obtener mejores resultados en todas las pruebas.
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Figura 24. Grafica primera curva de proliferacion M8 (MDA-MB468).

En la Figura 24 se aprecia la fluorescencia en funcién de la cantidad de células
medida en tres tiempos diferentes de incubacion, a las 4, 6 y 24 horas de haber adicionado
el resazurin.

Se observa que en las curvas de 4 y 6 horas los valores mas altos de fluorescencia
se tienen en los pozos con 30.000 — 40.000 células, sin embargo, en la curva de las 24
horas se observa que la fluorescencia es mayor en 10.000 células, esto no es lo esperado,
pero se puede explicar, porque se adiciono en cada pozo 100 uL de resazurin que al parecer
fueron metabolizados en su totalidad por las células y producia una sefial baja.
Particularmente a las 6 horas se observé que los valores de fluorescencia disminuian
drasticamente. Por lo anterior, se tom0 la decision de adicionar a partir de ese momento en
cada pozo 250 pLdel reactivo resazurin, ya que el volumen inicial se agot6 muy pronto por
lo que la medicion de las 24h es mas un efecto de carencia de reactivo que manifestacion
de dafio o muerte celular. Debido a que esto es un resultado poco confiable se procedi6 a
realizar una segunda curva de proliferacion.

36



Curva de proliferacion M8
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Figura 25. Grafica segunda curva de proliferacion M8 (MDA-MB468).

A primera vista, en la figura 25, se puede observar que los datos tienen mayor
coherencia. En esta ocasién se adicionaron los 250 uL de resazurin. Las tres curvas tienen
un comportamiento similar, en el que a mayor cantidad de células hay mas fluorescencia.
Adicionalmente, se tiene que a medida que pasan las horas, mayor fluorescencia, indicativo
de la proliferacion celular y por ende mayor actividad metabdlica.

En las curvas de 4 y 6 horas no se ve una diferencia muy drastica, ya que, una vez
montado el experimento, las células se adaptan al nuevo entorno, y empiezan a adherirse
al fondo de los pozos, posteriormente comienzan a proliferar, generando una mayor
actividad metabdlica. En los pozos en que hay muchas células, se llega a una confluencia
alta en un tiempo menor, por lo tanto, las células comienzan a crecer unas sobre otras,
situacion poco ideal para su supervivencia. Asimismo, en los pozos con muy pocas células,
se puede observar una baja actividad, incluso pasadas las 24 horas.

Teniendo en cuenta lo anterior la cantidad adecuada de células seria 40.000, no
obstante, si se desean realizar experimentos de varios dias esta cantidad no seria ideal;
por lo que se concluye que entre 20.000 — 25.000 células es la cantidad apropiada para
placas de cultivo de 96 pozos, teniendo presente que el tamafio de estas células es menor
a las otras lineas cancerigenas empleadas en este estudio.

6.3. Pruebas citotoxicidad

Cuando se trata de liberacion controlada de farmacos al interior del cuerpo humano,
se deben emplear materiales que no generen dafos indeseados a las células, por lo tanto,
es importante realizar pruebas que permitan determinar si un material es apto o no para
entrar en contacto con distintas células de los tejidos del cuerpo.

Por este motivo, se realizaron pruebas de citotoxicidad para observar el efecto que
generan las distintas membranas sobre las células (MCF-7, BT-474, MDA-MB468 vy
linfocitos).
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Los linfocitos fueron empleados como control, por representar las células sanas que
puedan estar cerca de las regiones donde entra en contacto la nanofibra que liberara de
manera controlada de algun farmaco.

6.3.1. Lineas celulares cancerigenas

Se presentan a continuacion las gréficas obtenidas del primer experimento en el que
se empled PCL, PCL + tamoxifén, BNC, PVA, tamoxifén y células solas (control positivo)
en tratamientos de cada una de las lineas elegidas. Se muestran los resultados de las
mediciones de 4, 6 y 24 horas para todos los dias. Estas horas con el fin de tener un
seguimiento diario del comportamiento de las células.

Algunos datos en este experimento fueron omitidos por baja confiabilidad. Se
determiné al revisar los valores obtenidos de fluorescencia, puesto que no eran coherentes
con medidas del mismo dia a distinta hora; concluyendo que la placa se introdujo de forma
incorrecta en el equipo Cytation 3 al momento de realizar las mediciones, o errores en los
parametros puestos, como las longitudes de onda.
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Figura 26. Grafica de valores de fluorescencia en el tiempo, después de cuatro horas de
incubacién con resazurin, de la linea celular BT474 expuesta a diferentes tipos de
nanofibras durante seis dias.
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Figura 27. Grafica de valores de fluorescencia en el tiempo, después de seis horas de
incubacién con resazurin, de la linea celular BT474 expuesta a diferentes tipos de
nanofibras durante seis dias.
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Figura 28. Gréafica de valores de fluorescencia en el tiempo, después de 24 horas de
incubacién con resazurin, de la linea celular BT474 expuesta a diferentes tipos de
nanofibras durante seis dias.

En las figuras 26, 27 y 28, se observan curvas similares en los pozos de células
solas, PVA, PCL y tamoxifén, eso indica que las membranas de PVA y PCL no son toxicas
para las células ya que no afectan su proliferacion, de igual forma el tamoxifén no las
perjudica en gran medida. Se piensa que esto se debe a que no hay suficiente
concentracion del medicamento.
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Por otro lado, la membrana de BNC y PCL + tamoxifén si disminuyen la proliferacion
de las células; por consiguiente, BNC es tdxica para las células, y la membrana de PCL al
no ser toxica por si sola, pero al ser efectiva al matar las células cuando contiene el
medicamento; se considera adecuada como sistema de liberacion de farmacos. Se observa
mayor eficacia a los tres dias de exposicion.
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Figura 29. Grafica de valores de fluorescencia en el tiempo, después de cuatro horas de
incubacién con resazurin, de la linea celular MCF-7 expuesta a diferentes tipos de
nanofibras durante seis dias.
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Figura 30. Grafica de valores de fluorescencia en el tiempo, después de seis horas de
incubacién con resazurin, de la linea celular MCF-7 expuesta a diferentes tipos de
nanofibras durante seis dias.
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24 HORAS MCF-7
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Figura 31. Grafica de valores de fluorescencia en el tiempo, después de 24 horas de
incubacién con resazurin, de la linea celular MCF-7 expuesta a diferentes tipos de
nanofibras durante seis dias.

Con la linea celular MCF-7 como se observa en las figuras 29, 30 y 31 ocurre algo
similar que con BT474, en las mediciones de 4 y 6 horas parece que las membranas de
PVA y PCL indujeran la proliferacion, pero pasadas las 24 horas ya las curvas son muy
similares a la curva de células solas. Al igual que antes no se consideran téxicas.

Pasa algo semejante en el caso de las membranas de BNC y PCL + tamoxifén, pero
a diferencia que con BT474, a mayor tiempo de exposicion de las células con la fibra de
PCL + tamoxifén, menor fluorescencia y por consiguiente menor cantidad de células vivas
al dia seis.
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Figura 32. Grafica de valores de fluorescencia en el tiempo, después de cuatro horas de
incubacién con resazurin, de la linea celular M8 (MDA-MB468) expuesta a diferentes tipos
de nanofibras durante seis dias.
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6 HORAS M8

2500
2 2000
5 —
s 1500 o— ——
S ®
Z 1000
Q
(7]
W 500
2 0 —O o —0
v 0 20 40 60 80 100 120

-500

TIEMPO (HORAS)
—@— CELULAS SOLAS —@— TAMOXIFEN PCL
TMX+RS —@— BNC —@— PCL+TMX

Figura 33. Grafica de valores de fluorescencia en el tiempo, después de seis horas de
incubacién con resazurin, de la linea celular M8 (MDA-MB468) expuesta a diferentes tipos
de nanofibras durante seis dias.
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Figura 34. Grafica de valores de fluorescencia en el tiempo, después de 24 horas de
incubacién con resazurin, de la linea celular M8 (MDA-MB468) expuesta a diferentes tipos
de nanofibras durante seis dias.

En la linea celular M8 en las figuras 32, 33 y 34, se observa que en las mediciones
de 4 y 6 horas con la membrana de PVA se disminuye la fluorescencia con respecto a
células solas y PCL y tamoxifén, pero pasadas las 24 horas se tienen curvas muy parecidas
entre si, por lo que ninguna de estas se llega a considerar toxica.

Tanto BNC como PCL + tamoxifén reducen la sobrevida de las células, pero a
diferencia de MCF-7 y BT474, aqui la membrana de BNC es mas perjudicial que PCL +
tamoxifén, mostrando la curva con menor fluorescencia a medida que pasan los dias de
exposicion.
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Con el fin de determinar el porcentaje de sobrevida de las tres lineas celulares
cancerigenas tras exponerlas a las nanofibras, se muestran a continuacién tres graficas
obtenidas a las 24 horas de los seis dias del experimento. (Ver figuras 35, 36 y 37)
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Figura 35. Gréfica porcentaje de sobrevida 24 horas BT474 primer experimento de
citotoxicidad.
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Figura 36. Gréfica porcentaje de sobrevida 24 horas MCF-7 primer experimento de
citotoxicidad.
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Figura 37. Gréfica porcentaje de sobrevida 24 horas M8 (MDA-MB468) primer
experimento de citotoxicidad.

A partir de lo anterior se observa que las membranas de PCL y PVA mantienen vivas
las células, mientras que para BT474 y MCF-7 las nanofibras de BNC reduce el porcentaje
de sobrevida a un 10 % - 15 % al igual que las de PCL + tamoxifén, por otro lado en el caso
de M8 las membranas de PCL + tamoxifén reduce el porcentaje de sobrevida a un 20 % -
25 % mientras que las de BNC tienen un mayor efecto perjudicial reduciendo a un 8 % - 10
%.

Se presentan a continuacion las graficas obtenidas del segundo experimento en el
gue se emple6 BNC, Nylon y células solas (control positivo) en cada una de las lineas. Se
muestran los resultados de las mediciones de 4, 6 y 24 horas para todos los dias.

Algunos datos en este experimento fueron omitidos por baja confiabilidad.
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Figura 38. Grafica de valores de fluorescencia en el tiempo, después de cuatro horas de
incubacién con resazurin, de la linea celular BT474 expuesta a diferentes tipos de
nanofibras durante seis dias.
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Figura 39. Grafica de valores de fluorescencia en el tiempo, después de seis horas de
incubacién con resazurin, de la linea celular BT474 expuesta a diferentes tipos de
nanofibras durante seis dias.
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Figura 40. Grafica de valores de fluorescencia en el tiempo, después de 24 horas de
incubacién con resazurin, de la linea celular BT474 expuesta a diferentes tipos de
nanofibras durante seis dias.

En las figuras 38, 39 y 40 se puede observar que en todos los casos los valores mas
altos de fluorescencia se obtuvieron en células solas y los mas bajos en BNC, esto lleva a
pensar que esta membrana es tdxica. Adicionalmente, Nylon mantuvo valores de
fluorescencia altos, por ende, no es téxica, no obstante, a partir del dia cinco de exposicion
se observa que la proliferacién celular disminuye drasticamente.
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4 HORAS MCF-7
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Figura 41. Grafica de valores de fluorescencia en el tiempo, después de cuatro horas de
incubacién con resazurin, de la linea celular MCF-7 expuesta a diferentes tipos de
nanofibras durante seis dias.
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Figura 42. Grafica de valores de fluorescencia en el tiempo, después de seis horas de
incubacién con resazurin, de la linea celular MCF-7 expuesta a diferentes tipos de
nanofibras durante seis dias.
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24 HORAS MCF-7
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Figura 43. Grafica de valores de fluorescencia en el tiempo, después de 24 horas de
incubacién con resazurin, de la linea celular MCF-7 expuesta a diferentes tipos de
nanofibras durante seis dias.

En los resultados para MCF-7 se puede ver un comportamiento similar a BT474, en
las figuras 41, 42 y 43 los valores més altos se dieron en las células solas y en Nylon, y los
mas bajos en BNC. Se presume que las nanofibras de BNC, son toxicas para las células
MCF-7, y las de Nylon no son téxicas. Adicionalmente, se muestra que en el dia seis los
valores de fluorescencia de células solas y nylon se reducen radicalmente, concluyendo
gue los experimentos podrian acortarse un dia.
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Figura 44. Grafica de valores de fluorescencia en el tiempo, después de cuatro horas de
incubacién con resazurin, de la linea celular M8 (MDA-MB468) expuesta a diferentes tipos
de nanofibras durante seis dias.
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6 HORAS M8
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Figura 45. Grafica de valores de fluorescencia en el tiempo, después de seis horas de
incubacién con resazurin, de la linea celular M8 (MDA-MB468) expuesta a diferentes tipos
de nanofibras durante seis dias.
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Figura 46. Grafica de valores de fluorescencia en el tiempo, después de 24 horas de
incubacién con resazurin, de la linea celular M8 (MDA-MB468) expuesta a diferentes tipos
de nanofibras durante seis dias.

En las graficas anteriores de M8, figuras 44, 45y 46, sucede exactamente lo mismo
gue para MCF-7, se asume que las nanofibras de BNC, son tdxicas y las de Nylon no son
toxicas.

Con el fin de determinar el porcentaje de sobrevida de las tres lineas celulares
cancerigenas tras exponerlas a las nanofibras, se muestran a continuacion tres graficas
obtenidas a las 24 horas de los dias del experimento. (Ver figuras 47,48 y 49).
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Figura 47. Grafica porcentaje de sobrevida 24 horas BT474 segundo experimento de
citotoxicidad.
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Figura 48. Grafica porcentaje de sobrevida 24 horas MCF-7 segundo experimento de
citotoxicidad.
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Figura 49. Grafica porcentaje de sobrevida 24 horas M8 (MDA-MB468) segundo
experimento de citotoxicidad.

Para todos los casos se observa que la membrana de BNC reduce el porcentaje de
sobrevida a un 8 % - 10 %.

Se presentan por ultimo las graficas obtenidas del tercer experimento en el que se
empleé BNC, Nylon, Arroz, PVAl y células solas (control positivo) Unicamente en la linea
celular M8. Se muestran los resultados de las mediciones de 4, 6 y 24 horas para todos los
dias.
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Figura 50. Grafica de valores de fluorescencia en el tiempo, después de cuatro horas de
incubacién con resazurin, de la linea celular M8 (MDA-MB468) expuesta a diferentes tipos
de nanofibras durante seis dias.
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En la figura 50 se puede observar que los valores mas altos obtenidos los seis dias
a las 4 horas del experimento se dieron en las células solas, y los mas bajos en PVAL, BNC
y arroz.
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Figura 51. Grafica de valores de fluorescencia en el tiempo, después de seis horas de
incubacién con resazurin, de la linea celular M8 (MDA-MB468) expuesta a diferentes tipos
de nanofibras durante seis dias.
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Figura 52. Gréafica de valores de fluorescencia en el tiempo, después de 24 horas de
incubacién con resazurin, de la linea celular M8 (MDA-MB468) expuesta a diferentes tipos
de nanofibras durante seis dias.
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En las figuras 51 y 52, se puede observar un comportamiento similar al de la
primera gréafica (4 Horas, figura 50).

De estos comportamientos se podria presumir que las nanofibras de PVAL, BNC, y
Arroz son citotdxicas para las células MDA-MB468. Por otro lado, Nylon mantuvo valores
mas altos durante los 3 primero dias, por ende, se presume que no es citotdxica para las
células MDA-MB468, sin embargo, la exposicion prolongada a esta membrana hace que se
reduzca la proliferacion y sobrevida celular.

Cabe resaltar que, en la nanofibra de Arroz en los dos primeros dias, una vez
retirada la membrana y pasadas las 24 horas la fluorescencia era mayor con respecto a las
4y 6 horas.

Con el fin de determinar el porcentaje de sobrevida de la linea celular MDA-MB468
tras exponerla a las nanofibras, se muestra a continuacion la grafica obtenidas a las 24
horas de los seis dias del experimento.
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Figura 53. Gréfica porcentaje de sobrevida 24 horas M8 (MDA-MB468) tercer experimento
de citotoxicidad.

En la figura 53 se observa que las cuatro nanofibras empleadas en este experimento
reducen la sobrevida de las células, sin embargo, las que mayor efecto presentan son las
de BNC reduciendo el porcentaje de sobrevidaa 5 % - 8 % y la membrana de PVAL con un
porcentaje de 0% aniquilando por completo las células, esto puede ser por la adicién que
se hizo de esencia de romero.
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6.3.2. Linfocitos

Se presentan a continuacion las gréficas obtenidas del primer experimento en el que
se empled BNC, Nylon, Arroz, PVAL, PVA2 y células solas (control positivo) en los linfocitos.
Se muestran los resultados de las mediciones de 4, 6 y 24 horas para todos los dias. (Ver
figuras 54, 55y 56).

Algunos datos en este experimento fueron omitidos por baja confiabilidad.
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Figura 54. Grafica de valores de fluorescencia en el tiempo, después de cuatro horas de
incubacién con resazurin, de linfocitos expuesta a diferentes tipos de nanofibras durante
seis dias.
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Figura 55. Grafica de valores de fluorescencia en el tiempo, después de seis horas de
incubacion con resazurin, de linfocitos expuesta a diferentes tipos de nanofibras durante
seis dias.
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Figura 56. Grafica de valores de fluorescencia en el tiempo, después de 24 horas de
incubacién con resazurin, de linfocitos expuesta a diferentes tipos de nanofibras durante
seis dias.

Se observa que los valores mas bajos de fluorescencia se tienen con las membranas
de Arroz, PVAl1 y PVA2, considerandolas toxicas. La curva de Nylon presenta un
comportamiento un poco semejante a la curva de linfocitos solos, sin embargo, tiene menor
fluorescencia que esta.

Por otro lado, es curiosa la curva que se genera al exponer los linfocitos a BNC pues
parece gue este material induce su proliferacion ya que es la curva con mayor fluorescencia,
presentando un pico al cuarto dia.

Se presentan a continuacion las graficas obtenidas del segundo experimento en el
que se empledé BNC, Nylon, Arroz, PVAL, PVA2 y células solas (control positivo) en los
linfocitos. Se muestran los resultados de las mediciones de 4, 6 y 24 horas para todos los
dias.
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Figura 57. Grafica de valores de fluorescencia en el tiempo, después de cuatro horas de
incubacién con resazurin, de linfocitos expuesta a diferentes tipos de nanofibras durante
seis dias.
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Figura 58. Grafica de valores de fluorescencia en el tiempo, después de seis horas de
incubacién con resazurin, de linfocitos expuesta a diferentes tipos de nanofibras durante
seis dias.
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Figura 59. Grafica de valores de fluorescencia en el tiempo, después de 24 horas
de incubacién con resazurin, de linfocitos expuesta a diferentes tipos de nanofibras
durante seis dias.

En las figuras 57, 58 y 59 se observa que las curvas de linfocitos solos, Arroz, Nylon,
PVALly PVA2 tienen comportamientos similares, pero entre estas la de mayor fluorescencia
es la de linfocitos solos. Al igual que en el primer experimento de linfocitos se muestra que
la exposicion de linfocitos a la membrana de BNC parece estimular su proliferacién a lo
largo de los seis dias pues es la que mayor fluorescencia presenta, incluso por encima de
los linfocitos solos.

Con el fin de determinar el porcentaje de sobrevida de los linfocitos tras exponerlos
a las nanofibras, se muestra a continuacion la gréfica obtenidas a las 24 horas de los seis
dias del experimento. (Ver figura 60).
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Figura 60. Gréfica porcentaje de sobrevida 24 horas linfocitos segundo experimento de
citotoxicidad.

Se tomaron como 100% los linfocitos sin tratamiento para cada uno de los dias. En
el caso de los linfocitos se observa un comportamiento totalmente distinto a las lineas
celulares cancerigenas, en este caso se tiene que la membrana de BNC aumenta el
porcentaje de sobrevida promedio aproximadamente un 2000 % y al tercer dia un 8000 %.

Se observa en la gréafica valores negativos de porcentaje, esto ocurre debido a que
a cada tratamiento se le resta el valor del resazurin diario, este al tener valores de
fluorescencia mayores a los valores de fluorescencia obtenidos con los tratamientos en los
linfocitos; exceptuando BNC, resulta en valores negativos.
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7. DISCUSION

Se lograron fabricar las nanofibras mediante la técnica de electrospinning, fue un
método sencillo y préactico.

Con la curva de proliferacion de M8 se logré plantear que la cantidad de células
adecuada para la realizacion de experimentos de varios dias, en las placas de 96 pozos,
es aproximadamente entre 20.000 y 25.000. Es una cantidad mayor a la estandarizada el
semestre pasado para las otras lineas cancerigenas, debido a que el tamafio de M8 es
menor a BT474 y MCF-7. Sin embargo, en este proyecto se trabajé con una misma cantidad
de células (15.000) en todos los experimentos, para poder comparar los resultados entre
lineas celulares.

En cuanto a los resultados de fluorescencia cabe resaltar que las lineas
cancerigenas alcanzan niveles mas altos en comparacién con los linfocitos, esto se debe a
que las células tumorales crecen adheridas al fondo de los pozos mientras que los linfocitos
se encuentran en suspension; por lo que, al realizar la lectura en el Cytation por la base, es
mas sencillo adquirir la sefial que emiten las células que crecen adheridas a esta, siendo
esta mas fuerte.

En principio la membrana de PVA no deberia ser toxica para las células sin embargo
al ser hidrosoluble no es adecuada como sistema de liberacion de farmacos, por tal motivo
se fabric6 una nanofibra de PVA reticulada con romero para disminuir la hidrosolubilidad
gue esta presenta, al asumir que se generaron enlaces de hidrégeno entre los polifenoles
del romero y el PVA haciendo que la estructura de la nanofibra sea mas rigida, no obstante
al agregar este ingrediente la nanofibra cambia el comportamiento que presentan las
células, provocando que sea toxica tanto para las lineas celulares cancerigenas como para
los linfocitos; por lo que se descarta por completo esta membrana.

Por otra parte, el comportamiento que presentan las células frente a la exposicion
de la membrana de nylon lleva a la conclusién de que esta no es tdxica, sin embargo, al no
ser biodegradable no es posible su utilizaciéon en el campo de liberacion de medicamentos.
De igual forma cuando existe una prolongada exposicion de las células a la nanofibra de
nylon, esta termina matando las células.

En cuanto a la membrana de PCL se considera la membrana mas apropiada, ya que
por si sola no muestra ser citotéxica, al contrario, pareciera que estimula la proliferacion
celular, y cuando tiene el medicamento tamoxifén, se observa una efectividad bastante alta
para inducir la muerte en las lineas celulares, reduciendo el porcentaje de sobrevida de las
células cancerigenas a un 15% aproximadamente. Esta nanofibra ya habia sido evaluada
el semestre pasado en los linfocitos.

Se puede llegar a pensar que los distintos comportamientos de las células frente a
las nanofibras se deben a los distintos perfiles moleculares que cada una de las lineas
cancerigenas presentan, en los resultados del primer experimento se observa que PCL +
tamoxifén perjudica més la proliferacion de las lineas BT474 y MCF-7 las cuales poseen
receptores de estrégeno positivo, mientras que la linea M8 (MDA-MB469) se ve afectada
en su mayoria por BNC, esta linea celular a diferencia de las otras dos posee receptores
de estr6geno negativos; por lo que al no responder al estrégeno para su proliferacion, el
tamoxifén no actia como ligando de los receptores, porque no los posee.
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Se evidencia que, entre los datos obtenidos, se destaca BNC. En todas las pruebas
de fluorescencia realizadas en las lineas celulares cancerigenas, el comportamiento que
predomind en las mismas fue disminucién de fluorescencia. Este comportamiento puede
ser interpretado como muerte celular, por lo tanto, se podria pensar que las nanofibras de
BNC son citotdxicas para las lineas celulares cancerigenas en cuestion.

Por otro lado, el comportamiento que presentaron los linfocitos frente a la presencia
de BNC fue completamente opuesta al comportamiento observado en las lineas de células
cancerigenas, hubo un aumento de fluorescencia. Esto puede significar que las nanofibras
de BNC estan estimulando a los linfocitos, ya sea a su proliferaciéon, o a un aumento en su
actividad metabalica.

En el articulo de Stanistawska et al 2016 [37] resaltan que la nanocelulosa
bacteriana posee propiedades en las que se destaca la no toxicidad, biocompatibilidad,
hipoalergenicidad y biofuncionalidad, también mencionan el amplio uso de este compuesto
en campos como la industria alimenticia, tecnoldgica, electrénica; sin embargo, se
considera que hay gran esperanza para emplearla en la medicina. Hasta el momento ha
sido utilizada en implantes bioactivos de cartilago, prototipos de vasos sanguineos en forma
de tubos e implantes quirtrgicos como valvulas artificiales del corazon.

Teniendo en cuenta lo anterior y trayendo a consideracion los resultados obtenidos
con BNC en el presente proyecto; se considera que es un material que con mas estudios y
otras pruebas se podria evaluar a profundidad si la sola nanofibra podria actuar como
tratamiento contra el cancer, y sistema de liberacion de medicamentos.

8. CONCLUSIONES

e Se logré elaborar las nanofibras de PVA y Nylon, no obstante, no fueron apropiadas,
debido a que PVA se deshizo en el medio y Nylon no es biodegradable.

e La nanofibra mas téxica para las lineas celulares cancerigenas fue BNC, sin
embargo, fue la menos toxica para los linfocitos.

¢ La nanofibra menos téxica para las tres lineas celulares cancerigenas fue PCL.

e Es de vital importancia que las nanofibras sean biodegradables, por tal motivo se
descarta la membrana de Nylon.

¢ Dado los resultados de citotoxicidad, la nanofibra candidata para ser usada como
sistema de liberacion de medicamentos es PCL.

e Con los hallazgos encontrados del comportamiento de las células cancerigenas y
no cancerigenas en estudio, bajo la exposicién a la membrana de BNC; se concluye
que, con mas estudios y analisis, podria ser considerada candidata como un
tratamiento contra el cancer, sin ser tan invasivo y costoso en comparacion a los
tratamientos actuales.
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9. RECOMENDACIONES Y TRABAJOS FUTUROS.

Sintetizar nanofibras de otros polimeros y evaluar citotoxicidad; posteriormente
adicionarles medicamentos anticancerigenos como el tamoxifén, y evaluar el
comportamiento que presentan las células luego de su exposicién a estas.

Evaluar a profundidad el efecto de la nanofibra de BNC dado los resultados
obtenidos en el presente proyecto; pues parece ser una alternativa para el tratamiento del
cancer sin que se vean afectadas las células no cancerigenas.
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ANEXOS

Anexo 1. Protocolo cambio de medio.

Retirar medio Adicionar 10 mL
de PBS 1X

con pipeta

Protocolo de
cambio de medio

Mover el Retirar el PBS del Agregar 10 mL de
frasco frasco con pipeta DMEM completo

l

Guardar en
incubadora

Anexo 2. Protocolo cambio de pase.

Retirar Lavado con PBS Tripsinizar
falcon

Agitar
Descartar
sobrenadante por]% dS;r?(;/ g rgglgt;s
inversion
con la mano
Adicionar Transferir a Guardar
medio nuevo(s) en
frasco(s) incubadora

Protocolo de
pase celular

v

Unavez

Centrifugar

desprendidas, P=50
adicionar PBS (4 - 6 1500 rpm
mL) y transferir a 5 minutos

(3-6mL)
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Anexo 3. Protocolo descongelamiento.

Protocolo de
descongelamiento

. Llevar vial a bafio
Calentar medio y P
PBS a 37°C maria hasta tener

un hielo pequefio

!

Lavado con PBS Centrifugar

(4mL) P=50 Eliminar PBS por
1500 rpm inversion
(resuspender) 5 minutos
Adicion de medio Pasar a frasco de
(3mL) cultivo e introducir
(resuspender) en incubadora

Anexo 4. Protocolo congelamiento.

Tripsinizar
(1,5-3mL)

Lavado con
PBS

Protocolo de
congelamiento

2 - 6 minutos (4-6mL)

Centrifugar Colocar solucién

Lavado con ;
P=50 Eliminar PBS v di C'elular (min
1500 rpm por inversion medio 1'000.000 de
[ 3-6mL células) en falcon
5 minutos ( ) las) en fa

v

Adicionar solucion
de congelamiento

Llevar vial al
(9001UOI-OSLFB + cooler,y a
Dimetilsulféxido) congelador
gota a gota.
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Anexo 5. Protocolo de conteo celular.

Protocolo de
conteo celular

Hacer un lavado con 4
mL de PBS 1X, si es un
frasco de 75 cm® y 2 mL
de PBS 1X, §i es de 25

Retirar el medio de cultivo
suplementado con una
pipeta de 10 mL si es un
frasco de 75 cm® o de 5 mL
si es un frasco de 25 ¢cm3.

en 1 mL.

cme.
. Agregar 2 mL de Dejar el frasco en la
pi;ftgrgrecsorr;L tripsina para un frasco incubadora a 37°Cy
ol PBS 1X con de 25 cm®y 3,5 mL de 5% de CO,, durante 3
lo residuos tripsina para uno de 75 minutos
' cm3. aproximadamente.
Y
Agregar PBS 1X, :
en el doble de Se agita el frasco Centrifugar
volumen de y pasar el P=50 Descartar
tripsina que se contenido a un 1500 rpm sobrenadante
agrego tubo fa:gEn de 15 5 minutos por inversion
anteriormente '
Agitar Agregar 5 mL de Descartar
suavemente medio, resuspender sobrer}@dante por
dando golpes y centrifugar con las inversion y agitar
con la mano mismas condiciones suavemente dando
anteriores. golpes con la mano
Agregar DMEM De la solucion Resuspender y
hasta completar 1 anterior tomar Agregarle a lo poner 10 ulL de
mL, resuspender y 10 pL y ponerlo anterior 90 pL la solucién en
pasarlo a un en un eppendorf de azul tripan la cAmara de
eppendorf de 2 mL de 0,6 mL Neubauer.
$ Multiplicar el
En el microscopio promedio de los
contar las células cuadrantes por
delos 4 100000 (cien mil)
cuadrantes de las para obtener la
y promediarlos. cantidad de células




Anexo 6. Protocolo de ficoll.

Obtener muestra

En un tubo Adicionar

Protocolo de sar::gorrt]a :|n tubo Falcon de 15 cuidadosamente
Ficoll . mL, agregar 2 4 mL de sangre
antLC;;§$A2nte mL de ficoll heparinizada
Recuperar capa de Lavado con 10
Centrifugar 30 blancos (Buffy coat), mL de PBS
min a 2000 rpm llevarla a un tubo centrifugar 5 r%/in
(freno lento — 9) falcon nrl:]eLvo de 15 a 2000 rpm
Hacer otros 2 lavado Llevar el tubo falcon a
con 5 mL de PBS Ag:ﬁg%rée 2 incubar durante 72 h
cadaunoy medio a 37°C con 5% de
centrifugar 5 min a PBMax CO, Colocar el tubo
2000 rpm inclinado
Anexo 7. Protocolo de resazurin.
retocn e e
rotocolo . 1X a cada pozo para
resazurin > medmpgg;ngl]e:uuﬁg cada > limpiar g retirar residuos
micropipeta. el medio.
. "
W . Esperar 4
horas
Retirar cuidadesamente y Agregar con cuidado y W :
sin tocar el fondo el PBS : despacio 250 pl de la _
1X de cada pozo con una 7| solucién de resazurin " Ei‘::;asr 6
micropipeta. 4.4 uM y J
N Esperar 24 )
— horas
MEDIR
FLUORESCENCIA EN
EL EQUIPO CYTATION =

Q\Exmta-:lon} 535nm
{Emision) = 595nm

O

6



Anexo 8. Protocolo tincién de Wright.

Agregar PBS 1X

. . : . Retirar
Protocolo schI?JEI:IiFgE lge hz?js(;[gdceute)gtréenl Ia;rsea cuidadosamente
tincion de " : : y sin tocar el
Wi resazurin (4,4 células para retirar
right | id 2 fondo el PBS con
M) 0s residuos los residuos

gotas por pozo)

v/
Con pipeta pasteur . .
agregar colorante Adicionar la misma Esperar Rf;ﬁ;;&g?'gfo
Wright hasta cubrir cantidad de agua y p2 colorante congpipeta
el area de las agitar placa con minutos pasteur y descartar
células (2 gotas por movimientos suaves en quardian
pozo) 9
|
v/
Hacer un ultimo Dejar secar
lavado con Retirar sobre una
agua (2 gotas agua servilleta de
por pozo) papel
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