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Resumen

La nanotecnologia fue desarrollada con la finalidad de mejorar las tecnologias
ya existentes, debido a que el uso de ésta ayuda a disminuir la inversion de tiempo y
dinero en el desarrollo de sistemas a esta escala. Ha sido de gran importancia en
muchas areas de investigacion, pero una en la que mas ha resaltado es en la
bionanotecnologia, esto ya que se han desarrollado sistemas a esta escala que
ayudan a identificar y tratar de erradicar muchas enfermedades, entre estas el cancer.
El cancer ha ido en aumento en los ultimos afios debido a los malos héabitos que
tendemos a tener como sociedad, en cuestiones alimenticias, ritmo de vida, entre
otras. Esta enfermedad maligna puede desarrollarse en cualquier tejido del cuerpo de
un ser vivo, cuando las células se dividen y crecen de manera incontrolada formando
un tumor, si se trata de un cancer metastasico, este puede migrar de su lugar de origen
y proliferar en otros lados del cuerpo. Actualmente los farmacos que se utilizan en las
guimioterapias son muy toxicos para las personas y tienden a tener efectos
secundarios graves, debido a esto, es necesario continuar desarrollando sistemas que
ayuden a disminuir estos niveles de toxicidad. El desarrollo de las particulas tipo virus
(VLPs, por sus siglas en inglés) ha ayudado a combatir muchas enfermedades, debido
a que las VLPs son nanotransportadores que consisten en la capside de un virus
purificado, al cual se le extrae su material genético y puede transportar medicamentos,
genes externos, vacunas, etc. Al usarse un virus de origen vegetal para el desarrollo
de VLPs no hay riesgo de una reaccion inmune en contra de particulas virales, ya que
estos se caracterizan por solo infectar y replicarse en plantas, no podrian hacerlo en
animales. Al introducir medicamentos anticancerigenos en estas particulas, se espera
que al entrar a la célula puedan ejercer su accion con la dosis minima necesaria para
ejercer su accion, sin matar muchas células normales. El desarrollo de VLPs con virus
como el CCMV ha tenido gran importancia en la actualidad ya que son faciles y

econdmicos de obtenerse.

Palabras clave: Camptotecina, Paclitaxel, Nanovehiculo, Virus, CCMV
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Abstract

Nanotechnology was developed with the purpose of improving existing
technologies, because the use of it helps to reduce the investiment of time and money
in the development of systems on this scale. It has been of great importance in many
research areas, but one in which it has stood out is in bionanotechnology, since
systems have been developed on this scale that help to identify and try to eradicate
many diseases, including cancer. Cancer has been increasing in recent years due to
the bad habits that we tend to have as a society, in terms of food, lifestyle, among
others. This malignant disease can develops in any tissue of the body of a living being,
when the cells have an uncontrolled cell division giving a tumor cell, in the case of tumor
metastasis, the malignant cells migrate from the origin tumor place and proliferate in a
new organs. Currently, the drugs used in chemotherapies are very toxic to people and
tend to have serious secondary effects, due to that, it is necessary to continue
developing systems to helps for reduce these levels of toxicity. The development of
virus-like particles (VLP) has helped fight many diseases, because VLPs are
nanocarriers that consist of the capsid of a purified virus (from which the genetic
material is eliminated from them) and they can carry drugs, foreign genes, vaccines,
etc. When using a virus of plant origin for the development of VLPs, there is no risk of
an immune reaction against viral particles, since these are characterized by only
infecting and replicating in plants, they could not do so in animals. By introducing
anticancer drugs into these particles, the aim is when they enter into the cell, they will
be able to exert their action with the minimum necessary dose, without affecting normal
cells. The development of VLPs like CCMV has been of great importance nowadays

since they are easy and cheap to obtain.

Keywords: Camptothecin, Paclitaxel, Nanocarrier, Virus, CCMV




INDICE

=T ¥ T4 4 =T o RO PPPT PRI viii
N 1] 4 = T TSRS ix
1 INtroducCCiON Y @NTECEUEBNTES. ..ottt 1
I NP T oo = Tod a o] Ko Yo | - TP TSR 1
I 2 [ ] o =T od i o RS 4
L1.1.3 APHICACIONES ..ottt sttt ettt b e sttt et be e b e 4
I O 2 YT o= T o] oK U STR 10

L. L5 RIESHOS ettt et et s e st e e be e be s be e st e beeaa e beebaentesteeraenbesaeenaenreennan 10

1.2 La Nanotecnologia en el diagnéstico, tratamiento y prevencion del cancer ......... 10
1.2.1 (QUE €S €l CANCEI? ettt sttt a et a et seeseeseenessenas 10
1.2.2 Estadisticas mundiales del CANCEN .......c.cceiieiirerieieeeeeeeese s 14
1.2.3 Estadisticas del CANCEr €N MEXICO ......ccuveverueriinieieieieieeee e 15
A - L= 10 V1= ] o 1 OSSR 19

1.3 Sistemas de transporte y administracion de farmacosS.........cccevvvevevieveeieieceseeeenens 23
1.3, 1 FAIMACOS ittt sttt b etk ekt b et e bt se et e st st e st b et et e e beneens 23
IR I 01 T4 4] o] (o] £=ToT1 4 I- NP OO UU USRS 23
G TG B = o] 1] = 0= OSSR 25
L34 VITUS ottt ettt b e sttt e e bt bbbt st bt et et n bbbt nen 27
1.3.5 Virus como sistema de transporte de farmacosS.........ccocevvevecevecciecicieeeeeeeee 31
1.3.6 Particulas tipo VIFUS (WLP) ..ottt 32
1.3.7 VLPs como transportadores de fArmacoS......ccccoceveeieeneneseseseseeeeee e 34
1.3.8 Orientacion selectiva de nanotransSportadoresS.......ocoeevceeevenenenieneseeeeesesennes 34
1.3.9 Requisitos de los nanotransportadores para la entrega de farmacos. ............ 35

e
X




1.4 Virus del frijol Moteado (CCMV) ..ottt 36

1.4.1 Proteina viral para encapsidar farmacosS ........ccccveveveeveiieceeseceee e 38

L. JUSTIFICACION ...ttt sttt st s he et s b e et sbt et e s beeat e bt eatebesbeebesbeeaeens 41
2. HIPOTESIS .ottt et b e sttt e et e e sbe e sbeesatesatesabeeabeebeenes 41
B OBUIETIVO ettt sttt et e he e s h e s at e s ate s be e bt e b e e s bt e she e sateeateebeenbeesaeesatenas 42
@ Y= (Ao e =T YT = SRS 42
4.2 ODjJetiVOS ESPECITICOS wouiiiiiiceeece ettt ra e e saeenes 42
4, Material Y MELOUOS ..ottt b ettt b et b et sttt 43
5.1 ProducCCiOn 0 CCMV....c.oo ettt sttt ettt 43
5.1.1 Siembra de frijol california black eye N0. 5.....ccccooeveiiiieicciseeee e, 43
5.1.2 Inoculacion del virus CCMV en plantas de frijol california black eye no.5...... 44
5.1.3 Cosecha de hojas de frijol california black eye no.5 infectadas con virus...... 45
COMVY ettt e s bttt st e st e et e e bt e s bt e satesatesabe e bee bt e sbeesaeesateenteebeesaaesatena 45

5.2 Purificacion del Virion de CCMV ........ccviiiiiiineieeneeseeesiee sttt 46
5.2.1 MOlieNda de 18S NOJAS.....cciieeiiceeeee ettt sttt s 46
5.2.2 Separacion de componentes CEIUIArES ......ccooviviierieieeeieeeeee e 47
5.2.3 COICNON @ SACAIOSA. ...cvvviuiiieitirieicieee ettt 48
5.2.4 Obtencién de particulas virales del CCMV........ccoieiiiiccieseeececeee e 49
5.2.5 Precipitacion de particulas virales del CCMV.......cocoeiiiievenieeceeceeeese et 50
5.2.6 Purificacion de |a ProteiNa. ...ttt s 52

5.3 ENcapsidacion de fArMaCOS. ......cocoeeeiiiiieeeeeeeeee ettt snen 53
5.10 Ultravioleta (UV-VIS, NANODROP)........oowveeeeeeererereeeseeesssesseeseseseseessesssesseeseseseseseeens 55
5.11 Dispersion de TUZ AiNAMICA. ..c..ccveirererereeeeeee ettt sttt sae e 56
5.13 Movilidad €leCtrofOrEtiCa. ......coeirieirieerieree e 59
5.14 Viabilidad CelUIAr ..ot e 62




TR (=TT U] L = T [0 1= TR PP PRRRRTRRIR 65

6.1 Obtencidn y caracterizacion del CCMV ...............oooiiiiii ettt e e sare e e enes 65
6.2 Caracterizacion del virus mediante geles de retardacion. ...............cccoccovveeeciieieccciee e, 65
6.2.1 Caracterizacion del virus CCMV por DLS............ccooooiieiiie ettt re e stee et e e 66
6.2.2 Caracterizacion del virus CCMV por UV-Vis con adaptador NANODRORP...................ccccueenn..e. 67
6.3 Caracterizacion de la proteina Por UV-Vis...........cccviiiiiiiiii ettt e e 69
6.4 Caracterizacion por potencial Z de los fairmacos Camptotecina y Paclitaxel. .......................... 71
6.5 Caracterizacion por UV-Vis de los farmacos Camptotecina y Paclitaxel ...............cccccoeveveenennns 72
6.6 Caracterizacion por UV-Vis de los sistemas farmaco-proteina..............ccccceviviiiiiiieeiicienncnns 73
6.7 Caracterizacion por electroforesis de los sistemas farmaco-proteina .................ccccceeeecieeees 74
6.8 Pruebas de viabilidad celular ................cooooiiiiiii e 78
T DISCUSION ...ttt ettt ettt e s e sttt esat e e s be e e s abeesabeesabaeesubeesabteeanbeesabeeesabeesabeesbeeesbeeenns 81
8 CONCIUSIONES ...ttt bbbttt b s b bttt e e et be bt st e b nee 82
O REFERENCIAS ...ttt ettt sttt ettt e s be e sbe e st e sabeebeebeenbeenns 83
ADTEVIATUTAS ...ttt b et b ettt eb e b e b 94
LISEA @ FIUIAS .....oeiiiiiiiii e e s e e e et te e e e e bt e e e s sbteeeesbaaeeeabeaeeeebraeeeabeaeeeanes 96
Lista de tablas .........ooiiiiieiee e e s s 99

xii




xiii




1 Introduccién y antecedentes.
1.1 Nanotecnologia

El termino nanotecnologia fue utilizado por primera vez en 1974 por Norio
Taniguchi [1] (Universidad de Tokio) para referirse a la capacidad de disenar
materiales con precision a la escala de nanémetros (abarca desde 1 hasta 100 nm)
como se describen en la Figura 1. Durante ese afio la nanotecnologia comenzo a
crecer con fuerza y condujo a los cientificos mas optimistas a trabajar con empefio en

diferentes areas de investigacion.
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Figura 1. Alcance de la nanotecnologia representado con diferentes estructuras en las que se
especifica su tamafio, tomada de Prasad y col. 2012[2]

Nanotecnologia descendente (top-down) y ascendente (bottom-up)

Haciendo referencia a su significado actual, los “materiales de
ingenieria” generalmente se considera que comprenden el disefo, caracterizacion,
produccion y aplicacion de materiales, y el alcance se ha ampliado en la actualidad a
incluir dispositivos y sistemas en lugar de solo materiales. La nanotecnologia

se define, asi como el disefio y fabricacion de materiales, dispositivos y sistemas con




control en dimensiones nanométricas. Por tanto, la esencia de la nanotecnologia es el
tamafo y el control. Se divide en dos clasificaciones, segun la técnica de aplicacion:
técnicas descendentes (top-down) y técnicas ascendentes (bottom-up). En el caso de
la nanotecnologia top-down, se trata de disefiar y miniaturizar el tamafio de estructuras
para obtenera nanoescala sistemas funcionales en el caso de produccion
de nanoelectrénica (miniaturizacion de sistemas electronicos) [2]. Y en el caso de
la nanotecnologia tipo bottom-up, se centra en la construccion de estructuras y
objetos mas grandes a partir de sus componentes atdmicos y moleculares, es decir,
este tipo de nanotecnologiaes acogida como el enfogque principal de
la nanotecnologia ya que permite que la materia pueda controlarse de manera

extremadamente precisa [3].

‘ ’ Material a grane
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Figura 2. Vista esquematica de los enfoques de nanotecnologia descendente y ascendente. Imagen
adaptada de [5]




Nanotecnologia humeday seca

Por otra parte, se puede clasificar o subdividir la nanotecnologia segun el
ambito de aplicacién, de esta forma se puede dividir en himeda y seca, este tipo de
clasificacion es determinado segun el medio en y para el cual se genera la aplicacion,
el medio puede ser acuoso (hanotecnologia humeda) y en el caso de la ausencia de
un entorno humedo (nanotecnologia seca). La aplicacion de
la nanotecnologia humeda va dirigida al desarrollo de sistemas biologicos [4], estas
incluyen la manipulacion del material genético [5][6], membranas [6], enzimas [7] y
otros componentes celulares, que estdn inmersos en un sistema acuoso. Por parte de
la nanotecnologia seca, se resalta como caracteristica su predominante aplicacion en
el campo de la electrénica y se puede mencionar por ejemplo el magnetismo [8][9],

dispositivos 6pticos [10] y desarrollo de materiales inorganicos.

Cuando pensamos en lo que la nanotecnologia puede hacer por nosotros
abordamos la cuestidon de por qué a menudo se dice que la nanotecnologia es
revolucionaria, se consideran 3 aspectos distintos: indirecto, directo y conceptual. Al
hablar de un aspecto indirecto hacemos referencia a la miniaturizacion progresiva de
las tecnologia existentes, lo que abre nuevas areas de aplicacion de esas tecnologias,
el aspecto directo se refiere a la aplicacion de nuevos métodos y artefactos de
nanoingenieria, ya sea para mejorar el rendimiento de los procesos y materiales
existentes, o para propositos novedosos, por ultimo, el aspecto conceptual de
la nanotecnologia es en el que todos los materiales y procesos se consideran desde
un punto de vista molecular o incluso atébmico, como en los sistemas vivos en que las
moléculas complicadas (como las proteinas) se descomponen en sus aminoacidos
constituyentes que luego se utilizan para la sintesis de plantillas de nuevas proteinas.

La contraparte artificial de este proceso es en gran parte un territorio intacto [11].

La nanotecnologia se ha manifestado en una amplia gama de materiales que

pueden ser utilizados en biologia, este tipo de materiales se han disefiado con




superficies quimicamente modificables para unir una variedad de ligandos que pueden
convertir estos hanomateriales en biosensores [12], etiquetas fluorescentes a escala
molecular [13], agentes de formacion de imagenes, vehiculos de administracion de
farmacos dirigidos [14] y otras herramientas biologicas de gran utilidad. La
libertad para disefiar y modificar nanomateriales a células diana, farmacos
acompanfantes, procesos biomoleculares de imagen, detectar y sefialar respuestas
moleculares a agente terapéuticos y guiar procedimientos quirdrgicos es la capacidad
fundamental que ofrece la nanotecnologia, que promete impactar en el desarrollo de

farmacos, diagnosticos médicos, y aplicaciones clinicas en profundidad [15].

1.1.2 Impacto

El desarrollo de tecnologias a nivel nanométrico ha tenido un impacto muy
grande en la sociedad a nivel mundial ya que, con el desarrollo de estas, los beneficios
son variados y junto con estos se puede observar un crecimiento social que dia a dia
hace mas facil la estadia de la raza humana en el planeta. Es importante mencionar
gue dentro de los beneficios también se contempla el cuidado del medio ambiente ya
que con el crecimiento de estas nuevas tecnologias también se puede hacer un cambio

para bien en el entorno que nos rodea.

1.1.3 Aplicaciones

Las aplicaciones de estas nuevas tecnologias han tenido mucho éxito en
diferentes areas las cuales tienen como Unica finalidad resolver problematicas que
surgen dia a dia o el simple hecho de contemplarlas ya que en la mayoria de los casos
la produccion de estas es mas viable en varios aspectos en los que cabe resaltar el

ambito economico y facilidad de produccion.




Electrénica

La nanotecnologia presenta muchas oportunidades para remodelar la industria

electronica de manera descendente (top-down), esta tecnologia gira en torno a la

capacidad de fabricar estructuras de alambre a nanoescala mediante el ensamblaje

de nanoparticulas conductoras. Dentro de los enfoques mas atractivos cabe resaltar:

v

Los nanocables de electricidad que se pueden formar utilizando solo técnicas
simples y directas

Los nanocables resultantes se conectan automaticamente a contactos
eléctricos

La corriente eléctrica puede pasar a lo largo de los nanocables desde el
momento de su formacion

No se requiere manipulacion de los grupos para formar el nanoalambre porque
el cable se “autoensambla”

El ancho del nanoalambre se puede controlar por el tamafio del grupo que se

elige

Unos de los méritos de la técnica es que es extremadamente simple: particulas a

nanoescala, formadas por agregacion de gas inerte, se depositan a partir de un haz

molecular sobre nanocontactos prefabricados. La deposicidon de grupos es aleatoria,

pero se gestiona mediante una nueva estrategia de superficie con plantilla o dentro de

la teoria de percolacion [16]. En el enfoque de plantillas, las estructuras de superficie

guian las particulas a las posiciones “correctas” para formar un alambre [17]. En el

enfoque de percolacién, se ha utilizado una comprension profunda de la teoria y

sofisticadas simulaciones por computadora para disefiar geometrias de dispositivos

gue aseguran que se forme una Unica ruta similar a un cable entre los contactos cerca

del umbral de percolacion [18].




e Medio ambiente

Se han desarrollado nanoparticulas, nanomembranas, nanofiltros y
nanocatalizadores para el tratamiento de aguas residuales. Estos tienen un tamafo
mas pequefio y una mayor proporcion de area de superficie a volumen. Debido a estas
propiedades, proporcionan mas superficie de reaccion, lo que da como resultado una
mayor eficiencia y selectividad, lo que a su vez le da aplicaciones muy importantes

como.

v" Prevencion de la contaminacion.
v" Deteccién de contaminantes.

v Purificacion y remediacién de contaminacion.

Varias nanoparticulas como hierro, magnéticas, TiO2, ZnO, ferrita y nanoparticulas
poliméricas y bioactivas dan una respuesta rapida y también ayudan a la erradicacion

de los contaminantes [19].

e Energias renovables

La nanotecnologia se puede utilizar para mejorar la renovacion de fuentes de
energia renovables; por ejemplo, la eficiencia de la energia edlica se puede mejorar
utilizando nanomateriales ligeros y mas resistentes para las palas del rotor. En energia
de biomasa utilizando agricultura de precision basada en nanotecnologia para
optimizar el cultivo generado para producir biocombustibles. Los nano-revestimientos
se pueden utilizar para prevenir la corrosion de los equipos de energia mareomotriz,
mientras que los nanocompuestos se utilizan para hacer que las perforadoras en
energia geotérmica sean mas resistentes a la fatiga. Asi la aplicacion de estas

tecnologias puede beneficiar esta area en varios aspectos [20].




e Alimentos y agricultura

Las crecientes preocupaciones de los consumidores sobre la calidad de los
alimentos y los beneficios para la salud estan impulsando a los investigadores a
encontrar la forma que pueda mejorar la calidad de los alimentos y al mismo tiempo
alterar al minimo el valor nutricional del producto. La demanda de materiales basados
en nanoparticulas se ha incrementado en la industria alimentaria, ya que muchos de
ellos contienen elementos esenciales y también se ha descubierto que no son toxicos
[21].

Las aplicaciones de la nanotecnologia en el sector alimentario se pueden
resumir en dos grandes grupos que son los ingredientes nanoestructurados
alimentarios y la nanosensibilidad alimentaria. Los ingredientes nanoestructurados de
los alimentos abarcan una amplia area, desde el procesamiento de los alimentos hasta
su envasado. En el procesamiento de alimentos, estas nanoestructuras se pueden
utilizar como aditivos alimentarios, portadores para la entrega inteligente de nutrientes,
agentes antiaglomerantes, agentes antimicrobianos, rellenos para mejorar la
resistencia mecanica y la durabilidad del material envasado, etc. Mejor evaluacion de

la calidad e inocuidad de los alimentos [22].

En el sector agricola en particular, la nanotecnologia juega un papel importante
en la produccion de cultivos, procesamiento y empaque de alimentos, seguridad
alimentaria y purificacion de agua, remediacion ambiental, mejoramiento de cultivos y
proteccion de plantas. La productividad agricola se puede mejorar a través de animales
y plantas mejorados genéticamente inducidos por nanomateriales, la administracion
de moléculas y farmacos especificos del sitio de moléculas a niveles
celulares/moleculares en animales y plantas, y la modificaciébn genética basada en

nanomateriales en animales y plantas en condiciones de estrés.




La nanotecnologia tiene el potencial de suministrar con precisidon agroquimicos
para mejorar la resistencia a las enfermedades, el crecimiento de las plantas y el uso
de nutrientes. Los productos nanoencapsulados muestran la capacidad de un uso mas
eficaz y especifico del sitio de pesticidas, insecticidas y herbicidas de una manera mas
ecologica. Se utiliza con éxito en postcosecha para mantener la frescura, la calidad y
la vida util del producto almacenado y prevenir la aparicion de enfermedades de una

manera bastante mas segura [23].
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Figura 3. Aplicaciones més importantes de la nanotecnologia en el area de agricultura, tomada de
[24].

e Industria

El uso de la nanotecnologia en la industria textii se ha incrementado
rapidamente debido a sus propiedades Unicas y valiosas. Existe un potencial
considerable para aplicaciones rentables de la nanotecnologia en el algodén y otras
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industrias textiles. Su aplicacién puede extender econémicamente las propiedades y
valores de procesamiento y productos textiles. El uso de nanotecnologia permite que
los textiles se vuelvan multifuncionales y produzcan tejidos con funciones especiales,
que incluyen antibacteriano, proteccion UV, facil de limpiar, permeables y anti-olor. El
éxito futuro de la nanotecnologia en las aplicaciones textiles radica en areas donde los
nuevos principios se combinaran en sistemas textiles multifuncionales y duraderos sin
comprometer las propiedades textiles inherentes, incluida la procesabilidad, la
flexibilidad, etc. [25].

e Bionanotecnologia

En la biologia se aplican como plataformas de administracién de farmacos [26],
agentes de contraste de imagen mejoradas [27], nanolabs basados en chips capaces
de monitorear y manipular células individuales [28] [28], sondas a nanoescala que
pueden rastrear los movimientos en las células [29] y moléculas individuales [30] a
medida que se mueven en su entorno. Este tipo de avances sin duda, son de mucha
utilidad ya que nos permite observar el movimiento de los organismos en el medio y de
esta forma sea mas sencillo determinarla progresibn de una enfermedady
ampliandose el conjunto de herramientas existentes para la administracion de

farmacos y la monitorizacién no invasiva de farmacos.

A pesar de su pequefio tamafio, las nanoparticulas pueden albergar decenas
de miles de atomos o moléculas pequefias, como el agente de contraste gadolinio para
imagenes por resonancia magnética (RM), lo que brinda la oportunidad de mejorar la
sensibilidad de deteccion de enfermedades como el cancer en su etapa mas temprana
[31].




1.1.4 Beneficios

Actualmente la aplicaciéon de estas tecnologias trae consigo diversos beneficios
que ayudan de diferente manera en las actividades cotidianas, por ejemplo, la
nanotecnologia puede resolver muchos problemas humanos, las computadoras y
dispositivos de visualizacion serian increiblemente baratos, los productos de alta
tecnologia pueden permitir a la gente vivir con mucho menos impacto ambiental y
sobre todo los avances en esta area apoyan en gran medida al campo de la medicina

(herramientas de diagnaostico, nanotransportadores, etc.).

1.1.5 Riesgos

Al igual que cualquier nueva tecnologia desarrollada, la nanotecnologia podria
ser utilizada para perjudicar a la sociedad con beneficios personales de aquellos que
lo desarrollen, de esta manera, por ejemplo, con la nanotecnologia se podrian
desarrollar armas que serian extremadamente poderosas y peligrosas, puede generar
dafios ambientales y en la salud todo aquello que no esté regulado. Las soluciones
sencillas para estos retos no serian la mejor opcién, ya que seria improbable encontrar

la respuesta mas adecuada a estos sistemas de planificacion tan meticulosa.

1.2 La Nanotecnologia en el diagnéstico, tratamiento y prevencion del cancer

Actualmente la aplicacion de la nanotecnologia para la deteccién temprana de
diferentes enfermedades y padecimientos, entre estos el cancer, ha disminuido la
mortalidad de la poblacion a nivel mundial ya que con el apoyo de sistemas
nanometricos se ha conseguido desarrollar diferentes metodologias y tratamientos

para diferentes tipos de padecimientos que algunas veces llegan a ser mortales.

1.2.1 ¢Qué es el cancer?

El cancer es un aumento descontrolado de crecimiento celular que se puede

dar en un érgano o tejido, debido a una desregulaciéon molecular genética, propiciada
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por condiciones heredadas o ambientales. Dependiendo de donde se presenta este
cambio a nivel celular modificando un tejido u érgano, sera el tipo de cancer. Los 30
billones de células de un cuerpo sano viven en un complejo intercondominio colgante
regulando uno la proliferacion del otro. De hecho, normalmente las células se
reproducen solo cuando se les indica hacerlo por otras células de su vecinidad. Tal
colaboracion incesante asegura que cada tejido mantiene un tamafio Yy

arquitectura adecuada a las necesidades del cuerpo [32].
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Figura 4. Factores que influyen en el desarrollo de cancer, tomado de [33]

Las células cancerosas, en marcado contraste, violan este esquema: se vuelven
sordas a los controles habituales sobre proliferacion y seguimiento bajo su propia
agenda interna para produccion. También poseen una uniforme
propiedad mas insidiosa: debido a que pierden adherencia celular, fenbmeno conocido
como metastasis, las células cancerosas tienen la capacidad de migrar desde el sitio
donde comenzaron, invadiendo los tejidos cercanos y formando masas en sitios

distantes del cuerpo. Tumores compuestos de tales células malignas tienden a

e
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volverse cada vez mas agresivos con el tiempo, y se vuelven letales cuando
interrumpen a los tejidos y 6rganos necesarios para la supervivencia del organismo en

Su conjunto [32].

Como sabemos actualmente las células de un tumor descienden de una célula
ancestral comdn que a la vez inicio un programa de reproduccién inapropiada. Mas
alla, la transformacion maligna de una célula se produce a través de la acumulacion

de mutaciones en genes especificos en la célula.

Los genes, son un grupo de secuencias de bases puricas o pirimidicas (A, T, G,
C), que conforman el ADN (&cido desoxirribonucleico) localizado en el nucleo de la
célula. Dependiendo de las necesidades de la célula, un gen se transcribe y genera
una secuencia de aminoacidos para producir una proteina en particular; la proteina
luego lleva a cabo el trabajo de la génesis. Las mutaciones en un gen pueden cambiar
las cantidades o funciones de una proteina especifica, necesaria para una actividad

en particular en la célula.

Dos clases de genes, los protooncogenes y genes supresores de tumores,
juntos constituyen solo una pequefia proporcion del conjunto genético total, juegan un
papel importante en el desencadenamiento del cancer, en su configuracion normal,
participan y juegan papeles importantes en el ciclo de vida de la célula, la division
celular. Los protooncogenes fomentan tal crecimiento, mientras que los genes
supresores de tumores lo inhiben. Colectivamente, estas dos clases de genes tienen
un papel fundamental en la proliferacion incontrolada de células observada en

canceres humanos.

Cuando mutan, los protooncogenes pueden convertirse en oncogenes
cancerigenos que impulsan la multiplicacion excesiva de células. En el caso de los

genes supresores de tumores, por el contrario, contribuyen al crecimiento del cancer
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cuando son inactivos por mutaciones, en consecuencia, la perdida de produccion de
supresor funcional priva a la célula de controles importantes en la division celular que

previenen un crecimiento inadecuado [34].

Para que se desarrolle un tumor canceroso, las mutaciones deben ocurrir en
media docena 0 mas genes de arrastre del crecimiento de la célula fundadora. Formas
alteradas de otras clases de genes también pueden participar en la creacion de una
malignidad por permitir especificamente que una célula en proliferacion pueda
volverse invasiva o capaz de propagarse (metastasis) en todo el cuerpo. Ademas, las
células cancerosas pueden ignorar las sefiales que normalmente dicen a las células
gue dejen de dividirse 0 que empiecen un proceso que se conoce como muerte celular
programada, o apoptosis, el cual de forma natural utilizan las células de aquellas que

No son necesarias.

Las células cancerosas pueden tener la capacidad para influir en las células
normales, en las moléculas y en los vasos sanguineos que rodean y alimentan las
células de un tumor, una zona que se conoce como el microambiente. Por ejemplo, las
células cancerosas pueden inducir a las células normales cercanas a que formen
vasos sanguineos que suministren oxigeno y nutrientes, necesarios para que crezcan
los tumores. Estos vasos sanguineos también retiran los productos de desecho de los
tumores [32].
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Figura 5. Origen y crecimiento de células cancerosas [35]

Al contrario de los tumores malignos, los tumores benignos no se extienden a
los tejidos cercanos y no los invaden, pero pueden llegar a ser grandes. Al extirparse,
a veces los tumores benignos pueden ser bastante grandes. Al extirparse,
generalmente no vuelven a crecer, mientras que los tumores malignos si vuelven a
crecer algunas veces. Los tumores benignos pueden poner en riesgo la vida cuando

se presentan en el cerebro.

El sistema inmunitario elimina del cuerpo las células dafiadas o anormales. Sin
embargo, las células cancerosas, con frecuencia, son capaces de evadir el sistema
inmune. Los tumores utilizan componentes del sistema inmune para seguir vivos y
crecer. Por ejemplo, con la ayuda de algunas células del sistema inmunitario que
impide ordinariamente una respuesta inmunitaria descontrolada, las células
cancerosas pueden de hecho hacer que el sistema inmunitario no destruya las células

cancerosas [36].

1.2.2 Estadisticas mundiales del cancer

Actualmente el cancer es la segunda causa de muerte a nivel mundial, con un
estimado de 9.6 millones de muertes, o una de cada seis muertes, en 2018. El cancer

de pulmodn, préstata, colorrectal, estbmago e higado son los tipos mas comunes de

14




cancer en los hombres. El caAncer de mama, cancer colorrectal, de pulmén, de cuello
uterino y de tiroides son los mas comunes entre las mujeres. Este padecimiento se
encuentra por detras de las enfermedades cardiovasculares en paises desarrollados,
y de las enfermedades infecciosas en paises en vias de desarrollo. Alrededor de un
tercio de las muertes por cancer se deben al consumo de tabaco, a un elevado indice
de masa corporal, al consumo de alcohol, a una baja ingesta de frutas y verduras y a
la falta de actividad fisica. El tabaquismo es el principal factor y ocasiona
aproximadamente el 25 % de las muertes por cancer. Las infecciones oncogénicas,
entre ellas las causadas por virus de la hepatitis o por virus de papiloma humano,
ocasionan el 30 % de los casos de cancer en los paises de ingresos medios y bajos
[37].

A pesar de décadas de investigacion basica, clinica y de ensayos de nuevas
terapias prometedoras, el cancer sigue siendo una de las principales causas de
morbilidad y mortalidad. La carga del cancer sigue creciendo a nivel mundial, o que
ejerce una enorme presion fisica, emocional y financiera en las personas, las familias,
las comunidades y los sistemas de salud. Muchos sistemas de salud en paises de
ingresos bajos y medianos estan menos preparados para manejar esta carga, y un
gran numero de pacientes con cancer en todo el mundo no tienen acceso a un
diagnéstico y tratamiento de calidad oportunos. En paises donde los sistemas de salud
son sélidos, las tasas de supervivencia de muchos tipos de cancer, estdn mejorando
gracias a la deteccion temprana accesible, el tratamiento de calidad y la atencion de

supervivencia[38].

1.2.3 Estadisticas del cancer en México

En 2019, las tasas de defunciones por tumores malignos indica que en las
personas que estaban en una edad inferior a los 30 aflos no superan las 12
defunciones por cada cien mil habitantes en la que las tasas mas altas son los hombres

en comparacion con las mujeres, aspecto que se revierte después de los 30 afios y
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hasta los 59 afios. La tasa de defuncidn por sexo aumenta conforme avanza la edad y

es de 1 140.10 defunciones por cada cien mil hombres de 80 afios y mas, en este

grupo la brecha respecto a las mujeres casi se duplica (674.43 defunciones por cada

100 mil mujeres) [39].
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Figura 6. Tasa de defuncion de tumores malignos por grupo decenal de edad y sexo 2019.
Defunciones por cada 100 mil habitantes para cada grupo de edad y sexo [39]

Por tipo de tumor maligno, la leucemia es la principal causa de muerte en la

poblacién con menos de 15 afios (51 % en hombres y 56 % en mujeres) y en los

jovenes de 15 a 29 afios (33 % en hombres y 32 % en mujeres). La segunda causa en

la poblacion infantil (menores de 15 afios) es el tumor maligno de las meninges, del

encéfalo y de otras partes del sistema nervioso central (18 % en hombres y 15 % en

mujeres); mientras que en las mujeres de 15 a 29 afios es el tumor maligno de cuello

de Utero (9 %) y el de ovario (6 %); en los hombres de la misma edad, es el linfoma no

Hodking (6 %) [39].
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Tabla 1. Distribucién porcentual de defunciones de los principales tumores malignos por grupos de
edad (0 a 14 aflos y 15 a 29 afios) y sexo 2019 [39].

Principales causas de muerte en hombres Principales causas de muerte en mujeres

De 0 a 14 afios 100 De 0 a 14 afios 100
Leucemia 51 Leucemia 56
Tumeor maligno de las meninges, del encéfalo y de Tumor maligno de las meninges, del encéfalo y de

otras partes del sistema nervioso central 18 otras partes del sistema nervioso central 15
Tumor maligno del higade y de las vias biliares Tumor maligno del higade y de las vias biliares
intrahepaticas 4 intrahepaticas 3
Linforma no Hodgkin 3 Linforna no Hodigkin 3
Otras causas de tumores malignos 24 Otras causas de tumores malignos 23
De 15 a 9 afios 100 De 15 a 29 afos 100
Leucemia 33 Leucemia a2
Linforma no Hodgkin B Tumor maligno del cuello del dtero 8
Tumeor maligno de las meninges, del encéfalo y de Tumor maligno de las meninges, del encéfalo y de

otras partes del sistema nervioso central 5 otras partes del sistema nervioso central T
Tumeor maligno del estdémago 3 Tumor maligno del ovario B
Otras causas de tumores malignos 53 Otras causas de tumores malignos 46

En la poblacion masculina de 30 a 59 afios que fallecié por tumores malignos,
12 % se debi6 a tumor maligno de colon, recto y ano, seguido por los tumores malignos
del estbmago (10 %) y los de traquea, bronquios y pulmén (8 %). En las mujeres, el
tumor maligno de mama ocupa el primer lugar (23 %) y le sigue el tumor de cuello de

atero (13 %) y el tumor de ovario (9 %).

En lo que respecta a los adultos mayores de 60 afios y mas, en las mujeres la
principal causa de muerte es el tumor maligno de mama (13 %), seguida por el tumor
maligno de higado y de las vias biliares intrahepéaticas (10 %); mientras en los hombres
las dos primeras causas son el tumor maligno de préstata (22 %) y el tumor maligno

de la trdquea, de los bronquios y del pulmon (11 %) [39].
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Tabla 2. Distribucién porcentual de defunciones de los principales tumores malignos por grupos de

edad (30 a 59 afios y 60 afios y mas) y sexo 2019

Principales causas de muerte en hombres Principales causas de muerte en mujeres

De 30 a 50 afos 100 Do 30 a 59 afos 100

Tumor maligno del colon, del recto y del ano 12 Tumor mabgno de la mama 23

Tumor maligno del estdémago 10 Tumor makgno del cuelo del Ulero 13

Tumor maligno de la rdquea, de los bronguios y del

pulmdn 8 Tumaor makgno del ovarnio 9

Leucemia T Tumor makigno del colon, del recto y del ano 6

Otras causas de tumores malignos 63 Ofras causas de tumores malignos 49

De 60 afios y mas 100 De 60 afios y mas 100

Tumor maligno de la prdstata 22 Tumor mabgno de la mama 13

Tumor makgno de la trdquea, de los bronquios y del Tumeor makgne del higado y de las vias biliares

pulmdn 11 intrahepdticas 10

Tumor maligno del higado y de las vias biliares

intrahepaticas ] Tumar makgno del colon, del recto y del ano -
Tumor makgno de la trdquea, de los bronquios y del

Tumor maligno del colon, del recto y del ano L] pulmdn T

Otras causas de tumores malignos 50 Ofras causas de tumores malignos 62

Entre enero y agosto de 2020 se registraron 683 823 defunciones, de las cuales
9 % se deben a tumores malignos (60 421), la distribuciéon porcentual por sexo indica
que en este periodo hay més fallecimientos de mujeres (51 %) que en hombres (49 %)
por esta causa, lo que ubica a los tumores malignos como la cuarta causa de muerte

para este periodo.

18




.n

672 6.78 6.84

6.55
6.35 6.43

6.00

550

4.65

451 4.53 ‘*j‘___’______._.——f-o

450 433 < &

423 M
812 ar 2

py
[

400

2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020

=#=-Tasas de enerc-agosto Tasa de todo el afio

Figura 7. Tasas de defunciones por tumores malignos por cada 10 000 habitantes Enero-Agosto
(2011-2020) y cierre de afio (2011-2019)

A nivel nacional, la tasa de mortalidad por tumores malignos para el afio 2019
es de 70 defunciones por cada 100 mil habitantes. Las entidades federativas donde se
ubican las tasas de defunciones por tumores malignos mas altas (73.48 a 97.10) son:
la Ciudad de México, Sonora, Chihuahua, Veracruz, Nuevo Ledn, Sinaloa y Nayarit.
En contraste, las entidades que registran las tasas mas bajas (50.93 a 62.44) son:
Quintana Roo, Guerrero, Tlaxcala, Estado de México, Guanajuato, Chiapas, Tabasco,

Aguascalientes y Puebla [39].

1.2.4 Tratamientos

En la actualidad existen muchos tipos de tratamientos para el cancer los cuales

dependeran del tipo y que tan avanzado se encuentre.

e Cirugia para tratar el cancer

La cirugia es un procedimiento por el que un médico extirpa el cancer del

cuerpo, regularmente se usa cuando los tumores son sélidos y se encuentran en un
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solo sitio, este tipo de proceso también es utilizado para realizar la reduccion de
tumores o para conseguir alivio de los sintomas del cancer en algunas personas
(este ultimo es cuando las personas desarrollan un tipo de cancer el cual les genera
dolor o presion en alguna parte de su cuerpo). Las personas que seran sometidas a
este tratamiento son expuestas a diferentes estudios para determinar la viabilidad de

la cirugia [40].

¢ Radioterapia para tratar el cancer

Es un tipo de tratamiento que usa altas dosis de radiacién para destruir células
cancerosas y reducir el tamafio de tumores al dafiar su ADN. Las células cancerosas
cuyo ADN esta dafado irreparablemente dejan de dividirse o mueren. Este tipo de
tratamiento no destruye de inmediato las células, se requiere de varias sesiones las
cuales pueden ser distribuidas en dias o semanas, luego las células cancerosas
siguen muriéndose semanas 0 meses después de terminar con la radioterapia. Este

tipo de terapia consiste en 2 tipos: de haz externo y radioterapia interna.

El tipo de radioterapia que necesite cada persona depende del tipo de cancer,
el tamafio del tumor, la ubicacién del tumor en el cuerpo, que tan cerca esté el tumor a

tejidos normales sensibles a la radiacion, entre otros [41].

¢ Quimioterapia para tratar el cancer

La capacidad de la quimioterapia para destruir las células cancerosas depende
de su capacidad para detener la division celular. Usualmente, los farmacos acttan
dafiando el ARN o ADN que indica a la célula como realizar la copia de si misma en
la division. Si las células no pueden dividirse, mueren. Cuanto mas rapido se dividan
las células, habra mas probabilidades de que la quimioterapia destruya las células y el
tumor reduzca su tamafio. Ademas, estos farmacos inducen al suicidio celular (muerte

celular programada o apoptosis).
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Desafortunadamente, la quimioterapia no reconoce la diferencia entre las
células normales y cancerosas. Las células “normales” volveran a crecer y
ser saludables, mientras tanto, se presentan efectos secundarios. Las células no
cancerigenas que se ven mas afectadas por los procesos de quimioterapias son las
células sanguineas, las que se encuentran en la boca, el estbmago y el intestino, asi
como los foliculos pilosos; o que provoca recuentos sanguineos bajos, afecciones
bucales, nduseas, diarrea y/o pérdida de cabello. Dependiendo del farmaco que se
utilice en los procesos quimioterapéuticos, son los efectos secundarios que se

presentaran, afectando diferentes partes del cuerpo [42].

e Inmunoterapia para tratar el cancer

Es untratamiento que ayuda al sistema inmunitario a combatir
el cancer el cual se divide en varios pasos, por ejemplo: los inhibidores de puntos de
control inmunitario que son farmacos que bloguean los puntos de control inmunitarios
para que se estimule mas la respuesta inmune y sea capaz de eliminar a las células
cancerosas; la terapia de transferencia de células T que consiste en la extraccion
de células cancerosas de un paciente, las cuales son modificadas para que ataquen y
destruyan por completo el tumor que se desarrolla; anticuerpos monoclonales los
cuales pueden servir como marcadores para que los tumores sean mas visibles para
el sistema inmune y de esta forma destruyan las células cancerosas; vacunas de
tratamiento las cuales funcionan al fortalecer la respuesta del sistema inmunitario
contra células cancerosas; inmunomoduladores, son sustancias que intensifican la

respuesta inmunitaria del cuerpo contra el cancer [41] [43].

e Terapia dirigida para tratar el cancer

Es un tipo de tratamiento que ataca los cambios en las células cancerosas que
les ayuda a crecer, a dividirse y a diseminarse. Esto se hace mediante varios

mecanismos que consiste en ayudar al sistema inmunitario a destruir las células
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cancerosas, detiene el crecimiento de este tipo de células, impide que se formen vasos
sanguineos alrededor de los tumores para que este no obtenga los recursos
necesarios para seguir creciendo, algunos otros llevan sustancias destructoras a las

células cancerosas causando su muerte [44].

e Terapia hormonal para tratar el cancer

Es un tratamiento que hace lento o detiene el crecimiento de cancer. En el caso
del cancer de seno los tratamientos se usan regularmente después de una cirugia para
evitar que el cancer “regrese” y este puede durar de 5 a 10 afios, el principal objetivo
de usar este tipo de tratamientos es reducir los niveles de estrogeno o evita que el
estrogeno actue en las células cancerosas del seno [45]. En el caso del cancer de
prostata también es conocida como terapia supresora de andrégenos, teniendo como
objetivo reducir los niveles de hormonas masculinas en el cuerpo (andrégenos), los
androgenos estimulan el crecimiento de las células cancerosas de la prostata, los
principales son la testosterona y la dihidrotestosterona. Los testiculos producen la
mayor parte de los andrégenos [46]. Este tipo de terapias ayuda a reducir el tamafio
de los tumores antes de que se realice una cirugia o radioterapia, reduce el riesgo de
gue regrese el cancer después del tratamiento y a destruir las células cancerosas que

han regresado o que se han extendido a otras partes del cuerpo.

e Trasplantes de células madre en el tratamiento del cancer

Las células madre provenientes de la medula 6sea del torrente sanguineo o del
corddén umbilical, son transfundidas al paciente para remplazar a aquellas células que
han sido destruidas por un tratamiento con dosis altas de radio o quimioterapia. El
tratamiento se enfoca en recuperar la capacidad de producir células madre. Sin
embargo, en el mieloma multiple y en algunos tipos de leucemia, el trasplante de
células madre puede actuar directamente contra el cancer. Este efecto ocurre cuando

los glébulos blancos del donante (el injerto) atacan las células cancerosas que
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permanecen en el cuerpo del receptor después de tratamientos con dosis elevadas
[47].

e Pruebas de biomarcadores para el tratamiento del cancer

Son una forma de identificar genes, proteinas o sustancias llamadas
biomarcadores o marcadores biolégicos Unicos en el paciente que ofrecen informacion
sobre el cancer y son pruebas enfocadas a personas con cancer en la sangre o
tumores solidos. Este tipo de pruebas son distintas de las pruebas genéticas que se
usan para saber si alguien hereddé mutaciones que hacen que sea mas probable que

tenga cancer [48].

1.3 Sistemas de transporte y administracion de farmacos
1.3.1 Farmacos

Actualmente el uso de farmacos para el tratamiento de los diferentes canceres
gue afectan la sociedad es considerado una de las mejores opciones, aunque todos
los que se han desarrollado hasta el momento desgraciadamente presentan un alto
nivel de toxicidad para las personas ya que estos, al momento de entrar en contacto
con el cuerpo no distinguen entre las células sanas y las células cancerosas, atacando
a ambos tipos de células, lo que hace que su aplicacibn como tratamiento no sea el

mas apto.

1.3.2 Camptotecina

La Camptotecina (CPT) (figura 8) es un derivado alcaloide aislado por primera
vez de los extractos de una planta oriental, Camptotheca acuminata de origen chino,
es un alcaloide de quinolina que consiste en un sistema de anillos de pentaciclo de 2
planos que incluye una pirrolidina, una porcion quinolinica, una lactama, un
estereocentro con configuracion (S) en el sistema alfa-hidroxi lactamico y una fraccion

aromatica deslocalizada [49]. A principios de los afios 70’s, los estudios iniciales,

23




centrados en el mecanismo de accion de la CPT, determinaron que la actividad
citotoxica del alcaloide podria producirse debido a la capacidad de inhibir la sintesis
de DNA y RNA. Se observé que dicha inhibicion se producia de forma reversible, pero
aumentando la concentracion y el tiempo de exposicion de la CPT, el bloqueo de las
secuencias se volvia irreversible. Las conclusiones generales determinaron que la
Camptotecina (CPT) es selectiva en la fase S del ciclo celular, que consiste en la
replicacion del DNA para tener una copia exacta, una vez que se duplicé el DNA entra
en fase G2 que es cuando se condensa y lo organiza para la divisioén celular, fase M,
mejor conocida como mitosis. El farmaco detiene la fase G2 e induce la fragmentacion
del DNA cromosomal [50].

HO O

Figura 8. Estructura quimica del farmaco hidréfobo Camptotecina (CPT).

La CPT se considera uno de los agentes con mayor potencia antitumoral in vitro
gue se conoce, sin embargo, sus aplicaciones terapéuticas se ven comprometidas
debido a su nula solubilidad en agua y su extrema toxicidad. La mayoria de estos
efectos adversos se deben a la rapida inactivacion que sufre el alcaloide en
condiciones fisiologicas al abrirse el anillo de lactona para dar lugar a su forma de
carboxilato. Si bien, la forma abierta del compuesto pasa a ser soluble en agua, su

actividad antitumoral se pierde y la estructura del carboxilato es facilmente filtrada por
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los riflones produciendo, entre otros dafos, cistitis hemorragica severa y extrema

mielosupresion [51].

1.3.3 Paclitaxel

El Paclitaxel (figura 9), un nuevo agente anticanceroso aislado por primera vez
de la corteza de Taxus brevifolia, fue el primer miembro identificado de una nueva
clase de medicamentos contra el cancer conocidos como taxanos, tiene un amplio
espectro de actividad antineoplasica [52]. Tiene citotoxicidad in vitro contra los cancer
de ovario [53], mama [54], cuello uterino [55], pancreas [56], prostata [57], colon [58],
gastrico [59], vejiga [52], pulmdn [60], melanoma, hepatoma, y leucemia, a menudo en
concentraciones inferiores a las alcanzadas en el suero de pacientes. El aumento del
tiempo de exposicidon al Paclitaxel parece aumentar la actividad del farmaco. El
paclitaxel actia por via dependiente de la formacion de microtibulos en la fase G2
entrando a mitosis, mientras que otros describen que lo hace independientemente de

esta via, generando apoptosis [61].

Figura 9. Estructura quimica del farmaco Paclitaxel
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En algunos casos tratados con Paclitaxel se desarrolla neurotoxicidad
reversible. EI Paclitaxel también produce una supresion dependiente de la
concentracion de la citotoxicidad de las células asesinas naturales y mononucleares
de sangre periférica humana contra las lineas celulares cancerosas. Estos efectos se
producen con el pretratamiento con interleucina-2. Por el contrario, la liberacion
estimulada, pero no sin estimular, de las citocinas proinflamatorias interleucina-1p y
factor de necrosis tumoral-a de los fagocitos mononucleares humanos es potenciada
de manera dependiente de la dosis por Paclitaxel. El farmaco también inhibe las
funciones de los neutréfilos asociados a los microtubulos. En algunos otros se
producen reacciones graves de hipersensibilidad aguda [62], que en muchos casos
requieren intervencién terapéutica y / o la interrupcién del tratamiento. Sin embargo, la
incidencia de estas reacciones se ha reducido a menos del 5 % después de
la introduccion de premedicacion con dexametasona y antagonistas de los receptores
Hi1y Hz de histamina. Las reacciones de hipersensibilidad incluyen con frecuencia
disnea, hipotensién, manifestacion de angioedema, urticaria, rubor y [/
0 erupcion eritematosa y generalmente ocurren durante la administracién de la primera
o segunda dosis de Paclitaxel, en la mayoria de los casos dentro de los 10 min

posteriores a inicio de la infusion del farmaco [63].

La toxicidad limitante de la dosis de Paclitaxel es generalmente neutropenia y
leucopenia, aunque la administracion de factor estimulante de colonias de granulocitos
(G-CSF) y una reduccién del tiempo de infusiéon de 24 a 3 h reduce la incidencia de
esta toxicidad. En los ensayos clinicos, se desarrollé leucopenia o granulocitopenia de
grado 4 en el 16 al 100 % de los pacientes tratados con Paclitaxel de 135 a 250
mg/ml en mas de 24 h. Sin embargo, del 21 al 62 % de los pacientes que recibieron el
farmaco en infusion de 24 h fueron hospitalizados debido a neutropenia febril, mientras
gue la sepsis durante la neutropenia provocé la muerte en aproximadamente el 1.3

% de los pacientes [64].
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El Paclitaxel causa bradicardia asintomatica transitoria [65], pero rara vez se
desarrollan arritmias graves. Otros efectos adversos asociados incluyen mucositis,
toxicidades gastrointestinales, alopecia, artralgias y mialgias. También se han
notificado muchos efectos adicionales normalmente leves (alteraciébn del gusto,
diarrea, dolor de garganta, estomatitis, fatiga, fiebre, edema, hipotension,
hipomagnesemia, disnea, dolor de cabeza, enrojecimiento facial, flebitis, azotemia
transitoria y difusién hepatocelular transitoria). Otros efectos reportados fueron
convulsiones, insuficiencia renal reversible inexplicable, tiflitis o reacciones de

recuerdo a la radiacién cutanea [66].

Regularmente para su administracion, como es poco soluble en agua, se
formula un vehiculo de aceite de ricino polioxietilado al 50 % y alcohol al 50 % (etanol).
Aungue no se han completado ensayos adecuados de dosis-respuesta para Paclitaxel,
una dosis de 135 a 175 mg/ml, administrada con una infusion intravenosa de 3 a 24
horas cada 3 semanas, parece ser eficaz en pacientes con cancer de ovario
metastasico. Una infusion de 175 mg/ml durante 3 horas parece eficaz en pacientes
con cancer de mama metastasico después del fracaso de la quimioterapia
antineoplasica previa. Los ciclos posteriores de Paclitaxel deben administrarse solo
cuando los recuentos neutréfilos y plaquetas sean adecuados, y la dosis debe
reducirse en un w si los pacientes experimentan neutropenia grave 0 neuropatia

periférica grave [64].

1.3.4 Virus

La palabra virus se empez6 a utilizar a comienzos de la década de 1790, deriva
del latin venenum vy significa “veneno”, se describid a los virus como agentes
submicroscopicos capaces de crecer en células vivas [67]. Los virus fueron
identificados como agentes causantes de enfermedades en plantas y animales que

pasaban a través de los filtros que las bacterias no podian atravesar [68].
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Virus de la gripe

Figura 10. Ejemplos de virus [69]

Los virus son entidades submicroscépicas infecciosas que en el caso mas
sencillo constan solamente de material genético protegido por una capa de proteinas
llamada céapside viral, en el caso de los que infectan plantas, son principalmente Utiles
ya que son de naturaleza ubicua, biodegradables, biocompatibles y no peligrosos para
los humanos. Las capsides de este tipo de sistemas presentan una morfologia
icosaédrica y filamentosa, en el caso de las particulas icosaédricas, estas presentan

un tamafio que varia desde 18 hasta 500 nm [70].

Los virus son expertos huéspedes en las células. Han desarrollado mecanismos
con astucia para sobrevivir en el ambiente del medio extracelular, para adherirse a las
células, cruzar membranas para “secuestrar” los sistemas de transporte intracelular y
posteriormente entregar sus genomas en el compartimiento subcelular apropiado, por
ejemplo, el citosol o el nucleo. Por ello los virus son utilizados como una herramienta

para transfectar genes externos en el interior de la célula.

Los virus estan compuestos por estructuras hechas por multiples copias, la gran
mayoria, de un mismo tipo de proteina, también conocidas como capsides (del latin
‘capsa” que significa caja y “meros” que significa parte), que se ensamblan de
diferentes formas con una variedad de tamafios que abarcan desde decenas hasta

cientos de nanometros. La capside (CP) esta constituida por proteinas y tiene dos
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funciones importantes: proteger el material genético, el reconocimiento y anclaje a una

célula hospedera en la cual se puede replicar el virus. Debido a sus ventajas, incluida

la produccion xx, caracteristicas estructurales bien definidas, formas y tamafios unicos,

programabilidad genética y quimica, se han utilizado recientemente en aplicaciones

biomédicas y sintesis de materiales [71].

El ciclo de replicacion de los virus consta generalmente de las siguientes fases:

adhesién, penetracion, replicacion, ensamblaje/maduracion y liberaciébn o descarga

[72].

[u]

Adhesion: en esta etapa el virus es capaz de adherirse a la célula huésped
mediante receptores o moléculas especificas que se encuentran en la superficie
de éstas. La adhesion es debida, generalmente, a interacciones de tipo
electrostatico o de fuerzas de van Der Waals, y no requiere de energia celular.
Este proceso ocurre por la unién especifica de una proteina viral de union
conocida como proteina espiga o spike a una molécula o proteina de la
membrana celular llamada receptor. Este paso es critico en el ciclo de
replicacion viral, ya que si se bloquea la adhesion se impide la infeccion. De
hecho, las vacunas antivirales hacen que el sistema inmune genere
anticuerpos, para impedir que el spike viral se adhiera al receptor celular.
Penetracion: después de que un virus se adhiere al receptor celular, éste debe
atravesar la membrana lipidica de la célula huésped. Este proceso depende de
energia, lo cual significa que la célula debe estar metabdlicamente activa.
Existen 3 formas por las cuales puede pasar la penetracion; translocacion,
endocitosis, fusion.

Desnudamiento: proceso en el que se hincha la capside para dar paso a dejar
expuesto los extremos del genoma viral en la célula huésped. Este proceso

ocurre dentro del endosoma (producido por el cambio de pH) o en el citoplasma.
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Los extremos del 5’ y 3’ del RNA viral quedan expuestos a la maquinaria celular
para su replicacion.

Replicacion: consta en la replicacion del material genético de la transcripcion de
su mensaje en un virus con molécula de RNA y de la traduccion del mensaje
para producir proteinas viricas, tanto las que formaran parte de la capside como
las proteinas enzimaticas necesarias para el ensamblaje de las piezas del virion
y para algunas de las funciones anteriores. La estrategia de replicacion de un
virus depende de la naturaleza de su material genético.

Ensamblaje: en este proceso se unen los componentes para la formacion de la
estructura basica viral. El sitio de ensamblaje depende del lugar de replicacion
del virus y del mecanismo por el cual el virus es liberado de la célula.
Generalmente, el genoma con carga negativa interactla electrostaticamente
con la proteina de la capside la cual tiene cargas positivas en un lado de su
“cara”.

Maduracion: es cuando el virus se hace infeccioso, este proceso generalmente
incluye cambios estructurales en la particula viral. Las proteasas virales estan
involucradas, aunque en algunos casos pueden actuar enzimas celulares o una
mezcla de enzimas celulares y virales. Las proteasas codificadas por el virus
son altamente especificas para determinar secuencias de aminoacidos y
estructuras.

Liberacion: los virus formados se liberan al ambiente externo mediante dos
mecanismos; lisis y gemacion. Para los virus liticos (virus desnudos) la célula
infectada se rompe y asi libera las particulas virales, en el caso de los virus
envueltos pueden “gemar” de las células a través de la membrana celular, y

llevandose una parte de la membrana celular, para el caso de virus envueltos.
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Figura 11. Diagrama del ciclo de replicacion de virus [70]

1.3.5 Virus como sistema de transporte de farmacos

Hace aproximadamente 20 afios, los virus se definieron por primera vez como
nanoparticulas virales (VNP del inglés viral nanoparticles). Las VNP son plataformas
altamente prometedoras para su aplicacién en el disefio de nanovehiculos de entrega
seguros, ya que permiten que componentes funcionales como farmacos, moléculas y
nanomateriales sintéticos se adhieran a la capside viral, lo que permite el desarrollo
de dispositivos para aplicaciones médicas como la administracion de medicamentos

dirigidos.

La funcion principal de la capside es encerrar y proteger a los acidos nucleicos,
aumentando su resistencia a temperaturas y pH extremos. Como la capside de las
VNP estd compuesta principalmente de proteinas, sus superficies pueden
funcionalizarse con moléculas o ligandos apropiados para dirigirlas a tejidos y células
especificas dentro del cuerpo [73]. La porosidad que presentan las capsides virales
permite que pequefias moléculas se difundan entre el medio externo y el interior de la
capside, la adhesion de moléculas dentro y fuera de la capside se logra mediante

enlaces covalentes, interacciones hidrofébicas, interacciones electrostaticas o
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interacciones con los acidos nucleicos encapsidados. Todos estos nuevos desarrollos
estan dirigidos a mejorar el rendimiento de diversas moléculas, entre ellas cabe
resaltar las que son de naturaleza hidrofébica, haciéndolas mas biocompatibles,
solubles en agua, mostrando una toxicidad reducida y eficiencias de absorcion

elevadas [74].

Son conocidos también como vectores de transporte, este tipo de vectores
tienen varias restricciones importantes que reducen su uso en la clinica como: una
capacidad limitada de transporte de ADN, falta de especificidad celular al obtener un

objetivo, mutagénesis insercional.

1.3.6 Particulas tipo virus (VLP)

Una particula tipo virus (VLP, por sus siglas en inglés Virus Like Particles)
consiste en un tipo de proteina estructurales que se puedan ensamblar en una cépside,
generalmente proteinas de una capside viral, las cuales tienen la propiedad de auto-
ensamblarse e imitar la conformacion del virus del que se derivan. También, puede
contener un envolvente exterior conformado por lipidos, ya que se ha comprobado que
varios virus envueltos tienen una capa que los reviste de este tipo, el principal objetivo
de esta capa, al igual que en las células, es proteger su material genético. En algunos
casos, los envolventes pueden contener material del huésped infectado, lo que ayuda
al virus a pasar desapercibido en el organismo. Sin embargo, si la membrana contiene
las glicoproteinas, estas hacen reaccionar al sistema inmune, el cual crea anticuerpos
que bloquen la adhesion de las glicoproteinas a los receptores celulares. Este tipo de
particulas no son infecciosas ya que no contienen ningun material genético viral, al ser
muy similares a las moléculas virales, su introduccién al organismo accionara una
inmunorespuesta, las personas no experimentaran ningun sintoma que generalmente
le produciria el virus que se le esta inyectando. Una vez que el organismo ha tenido
una inmunorespuesta a la VLP, reconocera al virus y prevendra la infeccién en el futuro

proporcionando inmunidad a las personas a determinado tipo de virus [75].
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En los ultimos afios, se ha producido una diversidad de VLPs compuestas por
proteinas de distinto origen, entre ellas, VLPs basadas en la nucleoproteina del virus
de Hepatitis B (HBV) [76], nucleoproteina de virus de Hepatitis C (HCV) [77], proteina
L1 del Virus del Papiloma Humano (HPV) [78], Hemaglutinina y proteina M1 de virus
de influenza A [79], Glicoproteina (GP) [80] y proteina VP40 del virus del Ebola [81].

En la actualidad, la investigacidon para desarrollar mas VLPs de manera exitosa
ha orillado a los investigadores a intentar otros sistemas que no solamente sean
capsides virales que infectan animales, se han realizado estudios en tres ejemplos de
virus icosaédricos y no icosaédricos los cuales son los virus vegetales, virus animales
y retrovirus humano [82] ya que estos pueden ser adaptados facilmente con pequefias
modificaciones para funcionar con una amplia variedad de nanoparticulas organicas e
inorgénicas. El autoensamblaje de particulas similares a virus puede conducir
a materiales que combinan las caracteristicas Unicas de virus, como el control de

tamafo preciso y la capacidad de respuesta a las sefiales ambientales.

Actualmente el uso de capsides virales como opcién para las particulas
similares a virus (VLPSs) ha tenido muchos usos para el transporte de nanocompuestos
con diferentes aplicaciones finales, por ejemplo, se ha usado la capside del virus
necrotico del trébol rojo (RCMMYV) para el transporte de nanoparticulas de oro [83].
Estas actian como centros nucleantes promoviendo eficientemente el autoensamblaje
de capsides simétricas. Los compuestos de VLPs obtenidos de esta manera son
homogéneos y se pueden cristalizar para estudios estructurales de alta resolucion,
tales cristales pueden representar un nuevo lugar para metamateriales plasmaénicos.
Debido a su versatilidad y posibilidad de control de la interaccion entre el ndcleo
aniénico y la capa de proteina, el concepto de nanoparticulas VLP proporciona una

plataforma futura para plantillas de estudios de autoensamblaje de proteinas.
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1.3.7 VLPs como transportadores de farmacos

Las atractivas caracteristicas de las VLPs han llevado al estudio de su utilidad
como andamios acarreadores de antigenos y epitopos. Esta aplicacion se orienta a la
generacion de respuesta inmune contra antigenos o epitopos de origen distinto al virus
del que procede la VLP, que puede ser una VLP que infecta a humanos o plantas,
generando asi VLPs quimeéricas. Por otro lado, las VLPs quiméricas basadas en virus
gue infectan plantas se han desarrollado bajo la premisa de que los virus de origen
vegetal no se replican en células animales, por lo tanto, representa una ventaja sobre
la posible inmunidad preexistente contra VLPs procedentes de virus que infectan
animales o humanos [84]. En cambio, la naturaleza particulada de su CP es similar al
de otras plataformas para estimular la respuesta de células del sistema inmune, por lo
que las VLPs derivadas de virus vegetales resultan atractivas como andamios
acarreadores de antigenos y han demostrado utilidad para el transporte de farmacos
[85].

1.3.8 Orientacion selectiva de nanotransportadores

Las nanoparticulas pueden ser disefiadas y sintetizadas de diferentes maneras
dependiendo de su aplicacion final dentro de las cuales se deben de contemplar
caracteristicas como su tamafio, forma, propiedades quimicas y fisicas, etc., para
programarlas para que se dirijan a las células deseadas. Pueden apuntar a las células

neoplasicas a través del direccionamiento activo o pasivo.

e Direccionamiento activo

En el caso del direccionamiento activo, las nanoparticulas que contienen los
agentes quimioterapéuticos se disefian de tal manera que interactian directamente
con las células defectuosas ya que se basa en el reconocimiento molecular. Por lo
tanto, la superficie de las nanoparticulas se modifica para apuntar a las células

cancerosas, por lo general, los agentes de direccion se unen a la superficie de las
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nanoparticulas para el reconocimiento molecular. El sistema de administracién dirigida
basado en nanotecnologia tiene tres componentes principales: (1) un agente inductor
de la apoptosis, (2) un potenciador de la penetracidén de la porcion dirigida y (3) un
portador. Actualmente existen numerosos sistemas investigados para desarrollar estos
nanotransportadores en los que comunmente se utilizan ceramica, polimeros, lipidos,

metales y virus [86].

e Direccionamiento pasivo

Esto se da a medida que se detiene la apoptosis en las células cancerosas,
estas contindan absorbiendo agentes nutritivos de forma anormal a través de los vasos
sanguineos anchos y con fugas alrededor de las células inducidas por la angiogénesis,
por tanto, aumenta la permeabilidad de las moléculas para atravesar la pared del vaso
hacia el intersticio que rodea a las células tumorales. Asi, las nanoparticulas por debajo
de ese tamafio pueden pasar facilmente a través de los poros, como resultado, facilita
la expulsion de las nanoparticulas para agruparse alrededor de las células
neoplasicas. Las nanoparticulas pueden dirigirse a un area especifica del endotelio
capilar, para concentrar el farmaco dentro de un érgano en particular y perforar las
células tumorales mediante difusion pasiva o conveccion. Por lo tanto, los farmacos
gue ingresan al area intersticial pueden tener tiempos de retencion prolongados en el
intersticio del tumor. Las nanoparticulas pueden acumularse facilmente de forma
selectiva mediante una mayor permeabilidad y efecto de retencion y luego difundirse

en las células [86].

1.3.9 Requisitos de los nanotransportadores para la entrega de farmacos.

Actualmente estdn surgiendo nuevas plataformas de nanoportadores que
exhiben un gran potencial para mejorar la eficiencia del empaquetado, la entrega y la
focalizacion de medicamentos. Estos sistemas ofrecen varias ventajas, por ejemplo, la

prevencion de degradacion prematura del farmaco o interaccion con su entorno
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bioldgico, la mejora de adsorcion del farmaco a los tejidos deseados (por ejemplo,
tumores) y el control sobre el perfil de distribucion del farmaco en el tejido. Todos estos
nuevos desarrollos estan destinados a mejorar el rendimiento de los
nanotransportadores de farmacos, haciendo que sean mas biocompatibles, solubles
en agua o coloidales, mostrando una toxicidad reducida y una alta eficiencia de

absorcion diferencial [87].

1.4 Virus del frijol moteado (CCMV)

El CCMV es un virus que infecta al caupi, Vigna unguiculata, fue el primer virus
icosaédrico en ser reensamblado in vitro desde la proteina de la capside purificada y
el ARN aislado para crear un viridn biolégicamente activo. La estructura de la capside
icosaédrica del CCMV esta formada por 180 proteinas de cubierta idénticas y
agrupadas en 20 y 12 unidades hexaméricas y pentaméricas respectivamente,
produciendo un diametro exterior de la capside de aproximadamente 28 nanémetros.
El interior de la capside tiene un diametro aproximado de 21 nm y tiene un potencial
electrostatico fuertemente positivo, mientras que el exterior de la superficie de la

capside tiene un ligero potencial electrostatico negativo [88].
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Figura 12. Estructura del virus Cowpea Chlorotic Virus (CCMV) [87].

El CCMV es estable a valores de pH entre 3 y 6, donde este virus existe de
forma natural. Mientras que a un pH igual a 7 y una baja fuerza ionica (1=0.1 M), la
capside se hincha cerca del 10%, y regresa al estado nativo cuando se reduce el pH
a 5. El ensamble de la capside no es dependiente de una secuencia especifica de
ARN, y es posible reensamblar las proteinas de cubierta para formar VLPs vacias in
vitro. Aunque las VLPs vacias se pueden formar in vitro, estas pueden formar

diferentes estructuras que sus contrapartes que contienen ARN y podrian no exhibir el

mismo comportamiento de expansion [88].

Una de las aplicaciones mas recientes es el uso de la capside del virus CCMV
para la encapsidacion de nanotransportadores. El disefio de nanotransportadores, en
este caso, se basa en el desarrollo de nanoestructuras con caracteristicas similares a
las lipoproteinas de baja densidad (LDL) las cuales se propone utilizar para la entrega
del farmaco hidrofobo Camptotecina (CPT) en células cancerosas, después del
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desarrollo de estos nanotransportadores se dieron cuenta de que el tamafio cambiaba
con respecto al tiempo y es aqui donde se hizo la aplicacidon de la capside viral CCMV
para evitar que estas estructuras aumentaran de tamafio y de esta forma fueran més

estables por mas tiempo [89].

Por otra parte, se ha hecho uso del virus del frijol moteado clorético del caupi
(CCMV) el cual se demostré que al encapsidar nanoparticulas de diferentes tamafios
dentro de él, este tenia una alta o baja eficiencia, por ejemplo al introducir
nanoparticulas de oro (AuNP) de 7 nm de diametro al interior de la capside del CCMV
este era muy estable, cuando el tamafio de la particula se aumentd a 12 nm se dieron
cuenta que la eficiencia disminuia, pero cuando se utilizaron AuNP de un tamafio

promedio a 17 nm la eficiencia de este sistema aumentaba a pH neutro [90].

1.4.1 Proteina viral para encapsidar farmacos

Estos sistemas suelen constar de varios cientos de moléculas de proteina, que
se auto ensamblan para formar una capsula o cpside que empaqueta el acido
nucleico viral, contiene una estructura dindmica ya que sufre un hinchamiento
reversible dependiente a cambios de pH y de fuerza idnica, lo que resulta en la
formacién de aberturas de la capside, con diametros de aproximadamente 2 nm en los
vértices, esto permite la entrega del genoma viral a la maquinaria celular para su
replicacion. Sin embargo, cuando la fuerza idnica es muy alta, 1 M, la cépside se
desensambla y podemos separar las proteinas de la capside del genoma viral, de tal
manera que la proteina de la capside la podemos utilizar para encapsidar especies
funcionales, como genes, medicamentos, etc. Dado que la superficie interna tiene una
alta densidad de carga positiva debido a la presencia de residuos de arginina y lisina
al extremo amino terminal de cada una de las unidades monomeéricas de las proteinas,
la capside proteica del CCMV es especialmente util para la encapsulacion de especies

cargadas negativamente [87].
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Se ha demostrado ampliamente que los cambios en la temperatura, la fuerza
i6nica y el pH tienden a alterar la morfologia y estabilidad de la proteina del CCMV.
Resulta importante conocer estos factores, puesto que cualquiera de ellos que
modifique la interaccion de la proteina con su entorno puede disminuir su estabilidad
y provocar su precipitacion. La agregacion molecular resulta en un efecto irreversible
gue ocasiona perdida de actividad biologica de la proteina y puede ser consecuencia
de la neutralizacion de cargas eléctricas repulsivas, la desaparicién total o parcial en
de los puentes de hidrégeno.

En la Figura 13 se muestran las condiciones ideales para la creacion de una
capside proteica sin la presencia del RNA viral, en él también podemos observar
capsides multicapas cercanos al pH 4 y fuerza ibnicade 0 - 0.1. EnunpHde 5a 7y
F.l. muy baja hasta aproximadamente 0.01, comienza la aparicion de tubos. Es muy
importante mencionar que dicho estudio fue realizado con el uso exclusivo de sales
monovalentes, siendo el NaCl la sal principalmente utilizada. Es conocido que en un
pH menor a 5.0 y una fuerza iénica baja la proteina pasa de un estado estable a un
estado aumentado por la expansion radial de la capside del virion alrededor de los ejes
tripolares dando como resultado esferas multicapas, lo que sucede al remover los

iones Ca?*, encargados de la unién de la capside en estos ejes [91].

39




4.0 ..
I &
1.0 & g
3 LJ
§_0.1 E L
0.01
0 -
7 pH
164
124 s
_ 84 9
2 4l
£
. 0
N Y )
= & 7 pH
- S :
g CP dimer
124
-164 Virion

Figura 13. Diagrama de fases del ensamble de proteinas como funcién del pH y la fuerza i6nica [91].

Esta transicion puede ser revertida si el pH disminuye a un pH menor a 3.8 o si
las concentraciones de Ca?* o sales divalentes como MgCl: se aumentan. Estos
mecanismos de aumento radial controlados por el pH y la concentracion de iones
metalicos son considerados como un mecanismo de liberacién del ARN durante la

infeccion viral y concierne a muchos otros tipos de virus en plantas [92].
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1. JUSTIFICACION

En la actualidad la tasa de mortalidad a causa del cancer va en aumento debido
a los malos habitos que tiende a tener la sociedady a que el tratamiento de esta
enfermedad es muy toxico para las personas, ya que los farmacos desarrollados y
utilizados no distinguen entre las células sanas y las células cancerosas por lo que
atacan a ambas por igual. Debido a esto es necesario desarrollar sistemas a escala
nanometrica que sean selectivos en la entrega de los diferentes farmacos utilizados

para las terapias.

2. HIPOTESIS

Las cépsides virales del CCMV pueden ser utilizadas como nanovehiculos
transportadores para la entrega de farmacos anticancerigenos hidrofébicos.
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3. OBJETIVO

4.1 Objetivo general

e Diseflar un nanovehiculo de farmacos hidrofébicos a partir de la capside viral
del CCMV.

4.2 Objetivos especificos

e Purificar y obtener la proteina de la capside viral del CCMV.

e Desarrollar una metodologia para la obtencién de una particula la cual
consista en capside viral CCMV en combinacion con el farmaco hidréfobo
Camptotecina.

e Desarrollar una metodologia para la obtencién de una particula la cual
consista en capside viral CCMV en combinacion con el farmaco hidréfobo
Paclitaxel.

e Caracterizar las particulas obtenidas mediante DLS, UV-Vis (Nanodrop) y

Espectrofluorimetria.
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4. Material y métodos

5.1 Produccién de CCMV

Para realizar la produccion se realizaron una serie de pasos, los cuales iniciaron
desde la siembra de la semilla para obtener las plantas en las cuales se replica el virus
del CCMV.

5.1.1 Siembra de frijol california black eye no. 5

Se saco la capa externa de tierra que conservan las macetas donde se realizd
un cultivo previo de plantas, fue necesario aflojar toda la tierra de las macetas para
gue hubiera un mejor crecimiento de las especies ya que de esta forma pueden
desarrollar las raices sin tanta dificultad. Una vez realizado lo anterior se procedié a
humedecer muy bien la tierra para posteriormente comenzar a acomodar los frijoles
de tal forma que quedara una distribucion de 20 por maceta grande y 5 en las macetas
mas pequefias, estos se enterraron a aproximadamente 1 cm de profundidad y se
tapan con tierra. Ya que estuvieron las macetas con los respectivos frijoles se procedié
a acomodarlas en un cuarto de cultivo en donde se encontraban unas lamparas las
cuales estan programadas a un ciclo de 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad siendo
regadas cada tercer dia agregando Unicamente la cantidad de agua necesaria para
humedecer la tierra ya que de esta forma se evitaria que la planta se pudriera por

exceso de agua.
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Figura 14. Macetas con las semillas del frijol Black Eye distribuidas de forma uniforme.

5.1.2 Inoculacion del virus CCMV en plantas de frijol california black eye no.5

Una vez que las plantas crecieron, después de aproximadamente 7 dias o
cuando tengan 15 cm de alto y antes de que aparezca el segundo brote, se realiza la
inoculacién con una micropipeta, se colocaron 20 pl de buffer de inoculacion (apéndice
[) en aproximadamente 5 gotas repartidas en toda la superficie de la hoja, con un solo
dedo se esparce el buffer y se desliza suavemente a lo largo de la hoja. A continuacion,
las macetas se riegan y se cultivan en el cuarto de cultivo, con una atmosfera de 25° -

30° Cyconciclosde 12 h de luzy 12 h de oscuridad.
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Figura 15. Proceso de infeccién de las hojas de la planta con virus CCMV.

5.1.3 Cosecha de hojas de frijol california black eye no.5 infectadas con virus
CCMV

La infeccion en las hojas se observo después de 3 semanas de la inoculacion,
caracterizada por el color amarillento o clorosis. Se procedioé a la cosecha de las hojas
con sintomas de la infeccion bajo su observacion con una lampara. Aquellas hojas con

clorosis fueron cortadas, pesadas y guardadas a -20 °C para su molienda posterior.
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Figura 16. A) Sintomas de infeccién presentes en las hojas de la planta (clorosis), B) hojas de la
planta sin infeccion

5.2 Purificaciéon del virion de CCMV

La metodologia de extraccién utilizada en este proyecto consiste en una
modificacién del protocolo desarrollado para la purificacion de CCMV [93]. A
continuacion, se describe el protocolo.

5.2.1 Molienda de las hojas

Después de 24 horas en congelacion a -20 °C, se sacaron las hojas y se dejaron
en el refrigerador a -4 °C por un tiempo aproximado de 30 minutos. Se pesan 300 g de
hojas y se molieron en la licuadora en 3 partes (100 g por cada una) con buffer de
extraccion (apéndice ) el cual se mezclé con mercaptoetanol en proporciéon de 100:1,
se usoO de esta solucién para moler las hojas en cantidades proporcionales de peso-
volumen. En la campana de extraccién se molieron con mortero y pistilo agregandole
arena de mar hasta que ya no se escuchaba que tronaba la arena. Se hizo una cama
de gasas (8 aproximadamente) con las que se filtr6 la solucion recién molida, se agregé
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el mismo volumen de cloroformo a la solucién recién filtrada y se dejé agitando de 30

a 60 min en una campana de extraccion.

Figura 17. Hojas de frijol black eye infectadas con virus CCMV molidas.

5.2.2 Separacion de componentes celulares

Una vez que transcurrio el tiempo de agitacién la solucion se pasé a tubos de
teflon con tapa, ya que estos soportan bien el cloroformo y se contrapesaron. Se
centrifugaron en la centrifuga de mesa Heraus por 17 minutos a 1200 g y 4 °C; se
hicieron las corridas necesarias para centrifugar toda la soluciéon obtenida. Una vez
gue se sacaron de la centrifuga se distinguian claramente dos fases, el sobrenadante
amarillo ocre y el pellet, un liquido color verde obscuro el cual se deseché y se tomé
el sobrenadante amarillo ocre con una micropipeta ladeando un poco el tubo y se
coloco en un vaso de precipitado, todo el liquido obtenido se dejé en agitacion durante
18 h aproximadamente. Ya que transcurri6 el tiempo, con este liquido se llenaron tubos

de poli halégeno con 23 ml.
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Figura 18. Sobrenadante con el residuo que se obtiene después de centrifugar.

5.2.3 Colchén de sacarosa

Con una aguja de caballo sin punta se coloc6 un colchén de sacarosa, 5 ml de
sacarosa al 10% en el fondo del tubo lentamente, ya que debian de quedar bien
diferenciadas ambas soluciones (2 cm aproximadamente). Se contrapesaron
agregando mas sobrenadante, en caso de que hiciera falta, y se colocaron en las
camisas del rotor SW-32 Ti, asegurando que quedaran bien tapados, y se
centrifugaron a 280000 rpm a 4 °C durante 138 min en la ultracentrifuga Beckman.
Una vez transcurrido el tiempo de la ultracentrifuga se sacaron rapidamente los tubos
de las camisas y se deseché el sobrenadante ya que se resuspendia facilmente. Se
agreg6 un poco de buffer de suspension para que fuese mas facil su extraccion de los

tubos; el virus esta en el pellet por lo que se saco todo el pellet sin diluirlo mucho.
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Sobrenadante

Colchdén de Sacarosa

Figura 19. Colchdn de sacarosa con el sobrenadante antes de la centrifugacion (se tiene que ver una
mezcla heterogénea).

5.2.4 Obtencion de particulas virales del CCMV.

En tubos ultra claros, para centrifugar, se agregaron 30 ml de gradiente de
sacarosa, se contrapesaron, se taparon con Parafilm y se congelaron a -80 °C por una
hora, una vez transcurrido este tiempo, se dejaron a 4 °C cuidando de no moverlos
para no perturbar el gradiente por 8 horas. Se sacaron los tubos con el gradiente, con
mucho cuidado se agreg6 un maximo de 1 ml de buffer de suspension a cada uno por
la orilla del tubo sin tocar el gradiente, se contrapesaron y se metieron al rotor SW-32
Ti para centrifugarlos por 78 min a 28000 rpm a 4 °C en la ultracentrifuga Beckman.
Una vez que se termina de centrifugar se tomaron los tubos y en un cuarto obscuro se
colocaron uno por uno en un soporte universal con una lampara de luz blanca
apuntando hacia el tubo. Se debia observar una franja azul como a % de altura del
tubo que corresponde al CCMV, la cual se tom6 con mucho cuidado con una pipeta
Pasteur o con una micropipeta, se juntaron todas las soluciones azules en un tubo.
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Figura 20. Gradiente de sacarosa al 25% con virus el cual se encuentra en la franja azul vista desde la
parte inferior con luz blanca

5.2.5 Precipitacién de particulas virales del CCMV

Esta solucion se coloco en tubos para el rotor TLA-110Ti con un maximo de 3
ml y se contrapesaron, se centrifugaron a 60000 rpm por 100 min a 4 °C en la
centrifuga de mesa Heraus. Cuando se sacaron de la centrifuga se deseché el
sobrenadante, donde inmediatamente quedo una mancha café en el fondo del tubo, y
se agregaron 100 pl de buffer de suspensién a cada uno y se agitaron manualmente
hasta que se disolvid. Se juntaron todos los pellets disueltos y se agreg6 un volumen
igual al que teniamos de buffer de suspension para diluirlo. Se midio la concentracion
en el Nanodrop; en el programa de proteina asegurandose que la solucion este
perfectamente homogeneizada, y se us6 como blanco el buffer de suspension. Se
obtuvo la curva del virion en el Nanodrop, se calculo la pureza por medio de la relacion
de los valores a las longitudes de onda: A260/A280. Se calcul6 la concentracion del

virion = A260/5.8 = mg/ul, se hicieron las alicuotas de 1 mg/ul usando la ecuacion
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Vi= (V2 C2)/C1

Donde:
e V1 es el volumen que se debe agregar por vial para obtener la concentracion
deseada.
e C1 es la concentracion obtenida mediante el espectro UV.
e V2 es el volumen al que se debe llevar la solucion.

e C2 esla concentracion final que debe tener la solucion.

en viales de 1 ml. Se guardaron los viales a -80 °C en el ultracongelador.

Figura 21. Pellet que se obtiene en el que se encuentra el virus ya purificado.
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5.2.6 Purificacion de la proteina.

Para la obtencién de la proteina se necesita desensamblar el virion, y asi lograr
la liberacion del RNA para su posterior separacion, por lo cual se realizé una dialisis
con una membrana con un tamafio de poro que oscila entre 8000 a 12000 Da ya que
la proteina tiene un peso molecular de 19500 Da. Este proceso se realizo en buffer de
desensamble (apéndice I) con un pH igual a 7.5 por 24 horas a 4 °C, el buffer hace
gue los viriones se hinchen hasta el desensamble provocando la liberacién del RNA,
este se precipitara debido a los iones de calcio. En seguida se retird la proteina de la
membrana de didlisis y se colocaron en tubos ultra claros para ser centrifugados en un
rotor de angulo fijo (TLA-110Ti) previamente enfriado (es muy importante siempre
enfriar el rotor con 2 horas de anticipacion a su uso). Se uso la ultracentrifuga de mesa
(Beckman Coulter Optima MAX-XP) a 100,000 rpm por 126 minutos. Al finalizar la
centrifugacion, la proteina se retir6 rapidamente y se separé en fracciones de 200 pl
en diferentes tubos. Se midié la concentracion y pureza de cada una de las fracciones
mediante un espectrofotometro, solo se conservaron las que contaban con una pureza

minima de 99.5 % de proteina sobre acido nucleico.

Para obtener la concentracion de proteina obtenida se usa la siguiente

ecuacion:

C =(1197.7 x A280) — 24.032

La proteina seleccionada se coloc6 en didlisis en 1 L de buffer de proteina
(apéndice I) con una membrana de 1200 Da por 12 horas a 4 °C, este buffer sirve para
darle estabilidad a los dimeros formados por la proteina. Cuando se finaliza el tiempo
se retird la didlisis, se midio la concentracion y pureza de la proteina, y se almaceno a
4 °C.
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5.3 Encapsidacion de farmacos.

Los farmacos fueron disueltos en un agente lipofilico, 5 mg de cada farmaco se
disolvieron en 1 ml de dimetilsulféxido quedando una concentracion de 14.35 mM y
5.85 mM, Camptotecina y Paclitaxel, respectivamente; a partir de estas
concentraciones iniciales se realizaron dos diluciones en ambos farmacos, la primera
1:1000 que consistié en tomar 1 ml del farmaco y se agregd 999 ul de buffer de
ensamble para obtener unas solucion 14.35 uM, posteriormente la solucion anterior se
volvié a diluir 1:1000 para obtener una concentracion final de 14.35 nM para la
Camptotecina. En el caso del Paclitaxel se realiz6 lo mismo quedando la primera
dilucién a una concentracion de 5.85 uM y la segunda de 5.85 nM.

Tabla 3. Condiciones de ensambles Camptotecina-proteina.

Farmaco Proteina
Ensamble | [Proteina:Farmaco] Vol. Agregado |Conc. Final | Concentracion|  Stock  |Conc. Final|  Val. Vol.
VLP-Famaco (ug)lug) Stock mM () (he) (he/u) (g/w) | (ug) |Agregado (u)|Final ()
1 4.0:1.0 8.6 50 1.72 529.8 0.66225 | 423.84 200 250
2 2.0:1.0 8.6 100 2.80 529.8 0.66225 353.20 200 300
3 1.3:1.0 8.6 150 3.68 529.8 0.66225 302.74 200 350
4 1.0:1.0 8.6 200 430 529.8 0.66225 264,90 200 400

El primer ensayo consistié en una modificacion de la concentracion del farmaco
manteniendo la concentracion de la proteina constante, a una temperatura de 4 °C
para evitar su desnaturalizacion y con un tiempo de agitacion constante (500 rpm, 120

min).

Durante la segunda prueba, fue analizada una curva de concentraciones del
farmaco, manteniendo constante la concentracion de la proteina en un volumen de 1
ml con la finalidad de al mismo tiempo determinar cuales serian los limites en los cuales

el farmaco causa muerte celular.
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Posteriormente se cambiaron las condiciones de los ensambles para la curva

de Camptotecina encapsidada como se muestra en la tabla 4.

Tabla 4. Condiciones de ensamble 2 Camptotecina-proteina.

Farmaco Proteina
Ensamble VLP-Farmaco | ConcentracionnM |  Stock Vol. Agregado () | Concentracion (ug/ul) | Stock (ug/ul) | Vol. Agregado (i) |Vol. Final (u)
1 0.5 14.35nM 34.8 9.6 0.0418 200 1000
2 1 14.35nM 69.7 33 0.166 200 1000
3 5 14.35nM 348 33 0.166 200 1000
4 10 14.35nM 696.8 33 0.166 200 1000
5 20 14.35 M 1.39 33 0.166 200 1000

Finalmente, se trabajé en la modificacion de las relaciones 6:1 proteina:farmaco,
como las mostradas en la Tabla 5. Los ensambles fueron llevados a cabo mediante el

meétodo de microdialisis en 50 pl como volumen final.

Tabla 5. Condiciones de ensamble 3 Camptotecina-proteina.

Farmaco 14.35 Proteina 1.77
(mg/ul) (ng/w) Buffer de Ensamble
Ensamble VLP- Relacion Volumen
Farmaco Proteina:Farmaco (pg) | Volumen (i) Volumen (pl) Volumen (pl) final ()
1 06:01 0.4 3.3 46.3 50
2 09:01 0.4 5 44.6 50
3 18:01 0.4 10 39.6 50

Las condiciones de ensamble fueron, durante 12 horas en un buffer de
ensamble pH = 7.2, una vez pasadas las 12 horas los ensambles se metieron en un
buffer de suspensién a pH = 4.5 durante otras 12 horas y finalmente después de ese

tiempo, se regresaron al buffer de ensamble para dejar los ensambles por 4 horas mas.
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En el caso del farmaco Paclitaxel, los ensambles se realizaron utilizando las

mismas relaciones mostradas en la Tabla 5. Llevando a un volumen final de 50 pl con

buffer de ensamble.

Tabla 6. Volumen de farmaco-proteina agregado por ensamble para el farmaco Paclitaxel.

Farmaco 5.85 Proteina 1.77
(wg/ul) (wg/Wl)  |Buffer de Ensamble
Ensamble VLP- Relacion Volumen
Farmaco Proteina:Férmaco (ug) | Volumen (pl) Volumen (ul) Volumen (pl) final (l)
1 06:01 0.4 3.3 4.3 50
2 09:01 0.4 5 44.6 50
3 18.01 0.4 10 39.6 50

5.10 Ultravioleta (UV-VIS, NANODROP)

La espectrofotometria UV-visible es una técnica analitica que permite
determinar el pico maximo de absorbancia y con este la concentracién de un
compuesto en solucion. Las moléculas absorben las radiaciones electromagnéticas y
a su vez la cantidad de luz absorbida depende de forma lineal con la concentracion.
La medicion se lleva a cabo mediante un espectrofotdmetro UV-Vis, donde se
selecciona la longitud de onda de la luz que pasa por la solucion y mide la cantidad de

luz absorbida por la misma.

Las longitudes de onda de las radiaciones que una molécula puede absorber y
la eficiencia con la que se absorben dependen de la estructura atomica y de las
condiciones del medio (pH, temperatura, fuerza iénica, constante dieléctrica), por lo
gue la técnica es usada para la determinacién y caracterizacion de biomoléculas. Cada
biomolécula tiene un espectro de absorcidon caracteristico a una determinada longitud

de onda.
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En espectroscopia el termino luz no solo se aplica a la forma visible de radiacion
electromagnética, sino también a las formas UV e IR (infrarrojo), que no son visibles al
ojo humano. En espectrofotometria de absorbancia se utilizan las regiones del
ultravioleta (UV de 195-400 nm), el visible (400-780 nm) y el IR (780-1200 nm) [96].

La transmitancia (T) se define como el cociente entre la cantidad de la luz que
emerge de una celda transparente que contiene una solucion absorbente y la
intensidad de la luz que incide sobre la misma. Una porcién de la luz que incide sobre

la celda sera absorbida y otra porcion es transmitida.

Para la realizaciébn de estas mediciones se tomd una alicuota de 2 pl para
determinar la concentracion del virién en solucion. El equipo arroja la concentracion y

la relacidén de pureza automaticamente y se ajusta a una final de 1 mg/ml.

5.11 Dispersion de luz dinamica.

La dispersiéon de luz dinamica (DLS), conocida también como espectroscopia
de la correlacién de fotones o dispersion de luz cuasi-elastica, es una técnica en la
fisica que puede ser usada para determinar el perfil de distribucion del tamafio de
pequefias particulas en suspension o de macromoléculas en solucién tales como,

micro- y hanoparticulas, proteinas o polimeros [97].

La técnica consiste en una fuente de luz laser monocromética que incide sobre
numerosas particulas que hay en una suspension, se dispersa en todas direcciones
posibles (dispersion de Rayleigh), siempre y cuando las particulas sean pequefias en
el orden de tamafios de 10 um a 1 nm. Al momento de separarse a una direccion, los
haces de luz dispersados por distintas particulas interfieren entre si y se obtiene una
intensidad de dispersion determinada. Como consecuencia del movimiento browniano,

las posiciones relativas de las particulas varian constantemente entre si, cosa que
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también provoca cambios en las condiciones de interferencia y en la propia intensidad
de dispersion. Si las particulas se mueven rapidamente (particulas de diametro
pequefio), también se acelera la variacion de la intensidad de dispersion. Por el
contrario, las particulas lentas (particulas de diametro grande) llevan a variaciones mas
lentas. Por regla general, en la dispersion de luz dindmica la suspension de la muestra
permanece en reposo. El término “dinamica” no se refiere al término de la muestra

como un conjunto, sino a la “vibracion” de las particulas que la componen [98].
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Figura 22. Esquema de las partes que incluye el DLS [97].

Actualmente, el método mas rapido y popular para determinar el tamafio de
particula es la espectroscopia de correlacion de fotones (PCS) o la dispersion de luz

dindmica (DLS). DLS es ampliamente utilizada para determinar el tamafio de las
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nanoparticulas brownianas en suspensiones coloidales en los rangos nano y
micrométricos. La luz monocromatica brillante (laser) sobre una solucion de particulas
en el movimiento browniano provoca un desplazamiento Doppler cuando la luz incide
en la particula en movimiento, cambiando la longitud de onda de la luz entrante. Este
cambio estd relacionado con el tamafio de la particula. Es posible extraer la
distribucion de tamafos y dar una descripcion del movimiento de la particula en el
medio, midiendo el coeficiente de difusion de la particula y usando la funcién de
autocorrelacion. La espectroscopia de correlacion de fotones (PCS, por sus siglas en
inglés) representa la técnica mas utilizada para estimar con precision el tamafio

promedio de las particulas y la distribucion de tamafios basados en DLS [99].

El tamafio del virus y la capside de la proteina viral se midieron utilizando un
equipo de dispersion de luz dinamica (Zetasizer NanoZS, Malvern Instruments Ltd.,
Worcestershire, UK). Lo anterior se llevo a cabo con 3 mediciones para cada muestra
a 4 °C para no desnaturalizar la proteina del virus. El protocolo de las mediciones fue
el siguiente: se diluyeron 50 pl de la muestra (virus) en agua ultrapura para llevar a un
volumen final de 200 pl en una celda desechable (Fisherbrand semimicro de

poliestireno).

La carga de los farmacos utilizados se determiné mediante potencial Z utilizando
las celdas capilares plegadas DTS1070 con capacidad de 1 ml. En estas celdas se
deposité 1 ml de los farmacos Camptotecina y Paclitaxel los cuales fueron diluidos en

buffer de ensamble para evitar que el dimetilsulfoxido dafiara la celda.

El tamafio de las capsides virales que fueron funcionalizadas con Camptotecina
y Paclitaxel se determin6é por dispersién de luz dinAmica, para realizar esta medicién

se pusieron 50 pl de la solucion (proteina) y 150 ul de agua ultrapura.
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5.13 Movilidad electroforética.

La movilidad electroforética se define como la velocidad de desplazamiento por
unidad de campo eléctrico. La electroforesis es una metodologia ampliamente
estudiada y utilizada en los laboratorios de investigacion ya que es utilizada para la
deteccion de acidos nucleicos. Estos ultimos se pueden detectar tanto en geles de
agarosa como de poliacrilamida. La técnica consiste en la separacion de los
fragmentos de DNA y RNA al estar sujetos a un campo eléctrico y que gracias a su
carga pueden separarse en cualquiera de los geles antes descritos. La deteccion de
estos se hace al incorporar un colorante a un gel de agarosa, y este se intercala entre
las bases del acido nucleico, lo cual, al exponerse a la luz UV a una cierta longitud de
onda, se excitan las moléculas, y emiten fluorescencia en otra longitud de onda,
pudiéndolas observar en un transluminador. Al mismo tiempo, se pueden extraer de
forma selectiva los fragmentos de ADN o ARN de interés para posteriormente darles
una aplicacion [100].

En este trabajo, se utiliza esta metodologia para comprobar la presencia de las
particulas virales o particulas con el farmaco, comparadas con el viribn nativo. La
presencia del virus se corrobora al realizar un gel de retardacion o gel de agarosa al 1
% y aplicar un voltaje de 50 V por un tiempo de 150 min en un buffer de retardacion
(apéndice ). Se cargan 10 ul de la muestra en los pozos del gel y 4 ul de glicerol para
aumentar la densidad de la muestra hacia el fondo del pozo. Se logra un
desplazamiento de los &cidos nucleicos gracias a su carga negativa, lo cual hace que

se muevan la muestras hacia el polo positivo.
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Figura 23. Componentes del equipo para realizar electroforesis de geles de agarosa [101].

Los geles de poliacrilamida con dodecilsulfato sodico (SDS) consisten en un

eléctrico) se equilibra con la resistencia al avance (fuerza de friccién hidrodinamica) en
el medio en el que se desplaza. Los geles de poliacrilamida verticales con SDS
consisten en una matriz polimérica en la que el tamafo del poro depende de la
concentracion de la acrilamida y del grado de entrecruzamiento, asi modificando la
concentracion de acrilamida y bisacrilamida en la preparacién del gel se consiguen

distintos grados de porosidad y por tanto distintos intervalos de separacién de

lo que significa que la fuerza impulsora (fuerza de campo
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proteinas. Estos geles se preparan en un buffer que contiene Tris-HCI, a su vez
contienen persulfato amonico (APS por sus siglas en ingles) el cual acelera la
solidificacion del gel y contienen como catalizador TEMED (tetrametiletilendiamina)
que, al igual que el APS, acelera la solidificacién del gel. Los geles constan de dos
tipos de geles: uno de apilamiento y uno de corrimiento, en el primero las proteinas se
concentran y en el segundo se separan de acuerdo con su masa molecular, dada en
kilo daltons. ElI SDS se utiliza para cargar negativamente las proteinas y de esta forma
al aplicarles la corriente estas se desplacen al polo positivo del sistema. Las unidades
de una proteina, cuatrimérica, trimérica se rompen en estructuras monoméricas,
produciendo el desplazamiento hacia el lado positivo de las estructuras monoméricas
de acuerdo con su tamafio y masa, generando bandas de acuerdo con el peso
molecular de la proteina. En nuestro trabajo los geles fueron usados para corroborar

la presencia de la proteina o de las encapsidaciones o VLP-farmaco.

El gel se sumerge en una camara llena de buffer de corrida de proteinas y
primero se le aplica una corriente de 50 V durante 10 min, una vez transcurrido este

tiempo, se procede a aplicar una corriente de 250 V durante 100 min.
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Figura 24. Camara de electroforesis con sus partes principales [101].

5.14 Viabilidad celular

Las pruebas de viabilidad celular se realizaron en la linea celular Hep2 para
determinar la toxicidad de los farmacos Camptotecina y Paclitaxel disueltos en DMSO

y de la proteina viral del CCMV.

El ensayo del MTS es un ensayo colorimétrico para medir la viabilidad de células
con proliferacion. EI método se basa en uso de una sal de tetrazolium(3-(4,5-
domethiltiazol-2-yl)-5-(3-carboxymetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazolium y  un
agente reductor PMS metosulfato de penazina. EI MTS es bioreducido por las células
vivas en cultivo a 490 nm en placas de 96 pozos. La transformacion del MTS es llevada
a cabo por enzimas deshidrogenasas presentes en la actividad metabdlica de las
células. La cantidad del producto de formazan medida a esa longitud de onda es

directamente proporcional al nUmero de células en cultivo.
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5000 células de la linea celular Hep2 por pozo fueron expuestas con los
diferentes farmacos y/o ensambles de forma individual durante 24-48 horas. Las
concentraciones para analizar son mostradas en las siguientes Tablas 7 y 8. El
vehiculo es la solucion en la cual va diluido el farmaco. Las células fueron expuestas
a 50 ul de las condiciones mostradas en la Tablas.

Tabla 7. Volumen de farmaco y medio de cultivo agregado por pozo para determinar toxicidad de
Camptotecina a diferentes concentraciones.

Concentracion Camptotecina| Medio cultvo | Camptotecina (CPT) | Conc. Stock (CPT) | Medio cultivo |Camptotecina (CPT)
Control 50 ul/pozo - - 50 ul/pozo -
Vehiculo 2924l 8 ul Vehiculo 374l 13yl
1nM 292 pl 8yl 50nM 37l 13l
10 M 2982 084l 25M 39 13
50nM 292 pl 8yl 25uM 37l 13l
100 1M 298,24 08l 25 UM 329 13y
500 nM 2924 8l 25 M 374 By

Tabla 8. Volumen agregado de farmaco y medio de cultivo para realizar las pruebas de viabilidad
celular a diferentes concentraciones.

Concentracion Paclitaxel | Medio de cultivo |  Paclitaxel (PCTX) | Cone. Stock (PCTX) | Medio de cultivo| Paclitaxel (PCTX)
Control 50 pl/pozo - - -
Vehiculo 160 pl 40l Vehiculo 2854l 65 ul
0.5nM 180, 20l 10 M 31754 3254
1nM 160 pl 40l 10nM 2854l 65 ul
5nM 190 10y 200 M 335 165
10nM 180, 20l 200 M 31754 3254
20nM 160 40y 200 M 285 65

En pozos adicionales se agregaron voliumenes para obtener la toxicidad de

la proteina del CCMV en las células, las cantidades se especifican en la Tabla 9.
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Tabla 9. Volumen de proteina y medio de cultivo agregado por pozo para determinar su toxicidad.

Proteina capside |Medio de cultivo | Proteina Stock Medio cultivo| Proteina
Vehiculo 260 pl 40 pl Buffer-Proteina 285 pl 65 ul
Proteina 10 pl/pozo 260 pl 40pl | Proteina 46.63 pg/ml| 285l 65 ul
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6 Resultados

6.1 Obtencion y caracterizacion del CCMV

Se tomo un vial de virus CCMV (concentracion de 1 mg/ml) del ultracongelador
para realizar la infeccion de las plantas de frijol black eye, una vez que se realizo la
cosecha de hojas y la purificacion del virus, se obtuvo un total de 8 viales con una

concentracion de 1 mg/ml.

6.2 Caracterizacion del virus mediante geles de retardacion.

Una vez que se obtuvo la linea azul en el gradiente de sacarosa (25 %), se pudo
determinar que se habia obtenido virus de la purificacion. Los geles de retardacion
basados en agarosa, es una metodologia aplicada para comprobar la existencia del
virus después de la purificacibn mediante un gel en agarosa al 1 % con colorante

GelRed como agente intercalador para tefiir los acidos nucleicos del genoma del virus.
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Figura 25. Gel de retardacién del virus CCMV en gel de agarosa al 1% después de someterlo a una
corriente de 50 V durante 150 min.

En la Figura 25 se observa el desplazamiento del virus obtenido en un gel de
retardacion, al comparar el desplazamiento del virus purificado (carril 2) contra el virus
silvestre de referencia (carril 1) indica que el material purificado obtenido es el virus,
por lo que se procede a realizar las siguientes caracterizaciones, para comprobar que

lo que se ha obtenido es el virus y proceder a su desensamble.

6.2.1 Caracterizaciéon del virus CCMV por DLS

Después de realizar la caracterizacion de las particulas por el gel de agarosa se
procedié a realizar la medicion del tamafio de las particulas obtenidas mediante la

técnica de Dispersion de Luz Dinamica.

Tabla 10. Porcentaje de la muestra del virus CCMV que tiene el tamafio de 28.74 nm.

Tamaiio (nm) % Volumen Desv. Est. (d.nm)
28.74 100 6.653
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En la Tabla 10 se observan los resultados obtenidos del equipo en el que
podemos interpretar que el 100% en volumen de las particulas en suspension tienen
un tamafo promedio de 28.74 nm, lo cual nos indica que el virus purificado tiene este
tamafio el cual coincide con la bibliografia reportada [88], en esta se reporta que

regularmente el virus tiene un tamafio promedio de 26-28 nm.

Distribucion de Tamanio por Volumen
30 .................. R R R R R

% Volumen

100

Tamano (nm)

Figura 26. Diagrama de distribucién del tamafio de particula del virus CCMV obtenido por dispersion
de luz dindmica, graficando el porcentaje del volumen vs el tamafio en nm.

En la Figura 26 se muestra la distribucion del tamafio, existe una sola area bajo
la curva lo que denota monodispersidad de las particulas virales, en una sola

poblacion.

6.2.2 Caracterizacion del virus CCMV por UV-Vis con adaptador NANODROP.

A continuacion, se muestran los valores de la absorbancia y el espectro de

emision del virus a una absorbancia de 280 nm.
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Tabla 11. Valores de la absorbancia en A280 obtenidos del virus del CCMV.

Después de realizar la medicion en el equipo, este se utiliza para obtener la
concentracion de las particulas en suspension, se multiplica el valor de A280 por el
volumen final obtenido. Esto con la finalidad de ajustar la concentracion para que

obtener la concentracion final de 1 mg/ml.

10 JCEMV H
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Figura 27. Espectro de absorbancia del virus CCMV, 1mm Absorbancia vs Longitud de onda (nm).

En la Figura 27 se observa el espectro UV-Vis del virus CCMV en el que se

puede observar el pico donde absorben los &cidos nucleicos lo que nos indica que las
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particulas en suspension contienen un genoma y esto nos lleva a concluir que lo

obtenido efectivamente era virus.

6.3 Caracterizacion de la proteina por UV-Vis.

Después de realizar el desensamble del virus, separacion de proteina y genoma
nativo, se continuo6 con la medicion del espectro UV-Vis de la proteina para determinar
la concentracion de esta. El equipo nos da valores como los mostrados en la Tabla 12,

gue permitirdn calcular la pureza y concentracién de la proteina.

Tabla 12. Valores obtenidos del A280 y 260/280 de la proteina purificada.

Muestra A280 Conc. Proteina (pg/ml)| 260/280 Pureza
1 0.092 a2 0.70 1.428
2 0.045 45 1.07 0.934
3 0.173 173 0.65 1.538
4 0.164 164 0.71 1.408
5 0.391 301 0.69 1.449
6 0.573 573 0.55 1.818
7 0.550 550 0.63 1.587

La proporcion A260/A280 con un valor igual o mayor a 1.5 se consideran con
una pureza adecuada de la proteina [102], por lo que estos fueron utilizados en los

siguientes experimentos.
Para obtener la concentracion de la proteina se aplica la siguiente formula [96]:

C = (1197.7 x A280) — 24.032
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Tabla 13. Valores obtenidos de A280 para determinar la concentracion de cada fraccion de la

proteina.
Muestra A280 Concentracidn (mg/ml)
1 0.092 86.156
2 0.045 29.865
3 0.173 183.170
4 0.164 172.391
5 0.391 444,769
b 0.573 662.250
7 0.550 634.703

El valor obtenido al aplicar esta férmula nos indicé la concentracion que se

obtuvo de cada fraccion para asi separar y juntar las que tienen una concentracion

similar.
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Figura 28. Espectro de absorbancia de la proteina del CCMV, 1 mm Absorbancia vs longitud de onda

(nm).

El espectro que se muestra en la Figura 28 corresponde al espectro de

absorbancia de la proteina, cuando se realiza el desensamble del virus con el buffer
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de calcio, permite la separacion del &cido nucleico y la proteina, esto debido a que la
capside se hincha y el acido nucleico se libera, y después se precipita por medio de
ultra centrifugacion, al tener un peso molecular mucho mayor que la proteina, por lo
que se mide en el espectro es la cantidad de proteina resultante, ya que el &cido

nucleico absorbe 260 nm, y este valor es practicamente nulo.

6.4 Caracterizacion por potencial Z de los farmacos Camptotecinay Paclitaxel.

Se determind la carga que tenian ambos farmacos en diferentes condiciones de

pH y en diferentes buffers. Los resultados se reportan en la Tabla 14.

Tabla 14. Carga de los farmacos determinada mediante potencial Z.

Muestra pH m\V
BS-CPT 4.5 -40.5
BS-PTX 4.5 -19.8
BE-CPT 7.2 *
BE-PTX 7.2 *
BP-CPT 7.2 *
BP-PTX 7.2 *

Donde:

e BS-CPT = buffer de suspension — Camptotecina
e BS-PTX = buffer de suspensiéon — Paclitaxel

e BE-CPT = buffer de ensamble — Camptotecina
e BE-PTC = buffer de ensamble — Paclitaxel

e BP-CPT = buffer de proteina — Camptotecina

e BP-PTX = buffer de proteina — Paclitaxel

La carga de la Camptotecina se debe a que en medios acidos tiene un
comportamiento distinto a cuando se encuentra en medios neutros o basicos. El

farmaco al encontrarse en medios acidos se abre uno de sus anillos para dar la
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estructura en forma de lactona, mientras que en medios neutros el farmaco se
encuentra en estabilidad, lo que nos indica que su estructura se mantiene sin
modificaciones, mientras que cuando esta en medio basico el anillo se abre para dar

origen a la forma carboxilato.

6.5 Caracterizacion por UV-Vis de los farmacos Camptotecina y Paclitaxel

El efecto del pH en la solucién de los farmacos es el que se observa a
continuacion en la Figura 29, donde los farmacos fueron expuestos a buffer de

suspensién con pH = 4.5 y buffer de ensamble con pH = 7.2.

Buffer de suspension pH = 4.5
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Figura 29. A) Espectro de absorcion de la Camptotecina en medio acido, B) espectro de absorcién del
Paclitaxel en medio acido, C) espectro de absorcidn de la Camptotecina en medio neutro e D)
espectro de absorcion del Paclitaxel en medio neutro.

Como se observa en la Figura 29 A), esta corresponde a la Camptotecina en

buffer de suspension a pH = 4.5 y mientras que la Figura 29 C) corresponde a la
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Camptotecina en buffer de ensamble a pH = 7.2. Se observa un comportamiento
distinto del farmaco en medios acidos comparandolo con un medio neutro ya que en
medio neutro la Camptotecina esta en su estructura estable y cuando se encuentra
interactuando en un medio acido esta adquiere su forma de lactona lo que provoca el

espectro de absorcion nos arroje picos diferentes en el rango de 200 a 500 nm.

Los espectros correspondientes a los incisos B) y D) representan el espectro de
absorcion del Paclitaxel en pH = 4.5y 7.2 respectivamente, lo que podemos distinguir
es que el farmaco no adquiere ninguna modificacién en su estructura sin importar la
variacion en el pH, podemos argumentar esto debido a que no se observa una

diferencia en el espectro de absorcion de este farmaco.

6.6 Caracterizacion por UV-Vis de los sistemas farmaco-proteina

Una vez que pasaron los tiempos en los diferentes buffers que se metieron los
sistemas se procedid a realizar la caracterizacion de estos mediante UV-Vis para

determinar si efectivamente el farmaco se encapsidaba con la proteina del CCMV.
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Figura 30. A) Espectro de absorbancia de la Camptotecina e B) espectro de absorbancia del sistema
farmaco-proteina de la Camptotecina-CCMV.

En la Figura 30 A) tenemos el espectro de absorbancia representativo de la
Camptotecina y en la Figura 30 B) tenemos el espectro obtenido del sistema
Camptotecina encapsidada. Al analizar los resultados se observa que el pico de
absorbancia de la Camptotecina desaparece, lo que nos lleva a pensar que
efectivamente el farmaco este encapsidado. En el sistema no aparece el pico de
absorbancia caracteristico de la proteina, que es 280 nm, lo que lleva a pensar que la
proteina esta degradada, pero adherida al farmaco para evitar que se observe el pico

de este en el espectro, o bajo estas condiciones no hay ensamble.

6.7 Caracterizacion por electroforesis de los sistemas farmaco-proteina

El gel de retardacion en este caso, al 1 % y de poliacrilamida al 2 %, es un

pardmetro que permite corroborar o no, la presencia de los ensambles y de la proteina
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(respectivamente). Primero se tomaron las muestras obtenidas de los ensambles
trabajados con Camptotecina y la proteina del virus CCMV. Para poder determinar si
los sistemas estaban encapsidados, al ser la Camptotecina y el Paclitaxel farmacos
qgue al exponerse con el indicador Gel Red adquieren fluorescencia, se esperaba

observar un desplazamiento en los pozos en los que se depositaron estos sistemas.
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Figura 31. Gel de agarosa al 1% para la determinacion de sistemas con material genético, A)
Camptotecina y B) Paclitaxel.

En la Figura 31, se observa una comparacion de los ensambles contra el control
cargado en el carril 1, donde se encuentra el virus tipo salvaje, el cual si se observa
debido a que en su interior se encuentra el material genético donde se intercala el
colorante Gel Red, por lo que se puede ver en el gel. En el carril 2 (proteina), se cargd
una alicuota de la proteina después de haber realizado la separacién de su material
genético, ya que esta nos servira para ensamblar el farmaco. La proteina o capside,
no se puede apreciar debido a que no contiene material genético después del
desensamble, ya que es el acido nucleico que permite su visualizacion con el colorante

en este tipo de geles. En el carril 3 se encuentra el farmaco Camptotecina y Paclitaxel

e
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(31 A y 31B, respectivamente) los cuales, si se distinguen debido a la fluorescencia
gue presentan, estos no han migrado a lo largo del gel. No se observa encapsidacion
de los ensambles con las condiciones aqui mostradas (condiciones de la Tabla 3), ya
que el farmaco si estuviera encapsidado permitiria observase, aun si se hubiera
cargado mas ensamble, se desplazaria hacia abajo del gel ya que la proteina cargada
negativamente se desplazaria, el tamafio de poro del gel permitiria el desplazamiento
de estos sistemas por la carga de la proteina porque esta es parcialmente negativa y
migraria al lado positivo del gel, pero no fue asi. La composicién de los ensambles fue

variando de acuerdo con las Tabla 5y Tabla 6.

Para comprobar la formacion de los ensambles y la presencia de la proteina, se
procedio a preparar un gel desnaturalizante de poliacrilamida al 12 %, el cual se detalla
mas abajo (Figura 32 A y 32 B). Se ha realizado un gel de poliacrilamida sin agente
reductor, que separa las subunidades de proteinas, con el objeto de ver el ensamble
completo, sin embargo, no se observaron los ensambles. Lo que nos indica explorar

otras técnicas de geles nativos para poder ver el farmaco mediante esta metodologia.
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Figura 32. Gel de poliacrilamida al 12% para determinar el desplazamiento de proteinas, A)
Camptotecina y B) Paclitaxel.

En la Figura 32, se comparan los resultados obtenidos en geles
desnaturalizantes de acrilamida al 12% con ensambles con farmacos Camptotecina y
Paclitaxel A) y B), respectivamente. En el primer carril se encuentra el control estandar
de peso molecular de proteinas, 1 kDa, que se usan como referencia; en el carril 2, el
virus tipo silvestre, control de la existencia de la proteina; en el carril 3, la proteina
purificada del CCMV; el carril 4, corresponde a los farmacos; en carriles 5, 6 y 7,
ensamble 1, ensamble 2 y ensamble 3, respectivamente, obtenidos de las condiciones
mostradas en la Tabla 5.

Se realizé el andlisis de los ensambles con este gel para observar si habia
proteina en los ensambles, el gel A), se aprecia una banda muy tenue en los carriles
5y 6, lo qgue demuestra que, si hay ensambles, sin embargo, habria que concentrarlos

para continuar con los experimentos de analisis en células. Adicionalmente, podemos
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comprobar mediante este gel que, si habia proteina en los ensambles, carril 3. El
desplazamiento se observo en el rango de 20 y 25 kDa que era lo que se esperaba ya
que el peso de la proteina del virus del CCMV es de 19.8 kDa, al menos en estas
condiciones parece haber ensambles debido a la presencia de la proteina en dos

condiciones antes mencionadas, ensamble 2 y 3.

De los resultados de los ensambles con Paclitaxel (Figura 37 B), no se observa
presencia de proteina en los carriles respectivos, por lo que seria importante
monitorear otras condiciones de ensamble, ya que no hay bandas de proteinas en los

carriles correspondientes a estos.

6.8 Pruebas de viabilidad celular

El objetivo de estos ensayos fueron primero determinar la dosis letal del farmaco
al cual esta causa muerte en las células, y una vez determinada la concentracion

minima de muerte celular, entonces realizar los ensambles a esa concentracion.
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Figura 33. Estadistica de la representacion de la muerte celular registrada en el lapso de 24-48 horas
por el farmaco Camptotecina.

En la Figura 33 se muestra que el vehiculo (VEH) genera aproximadamente el
25 % de muerte celular en la curva de células tratadas con Camptotecina, sin embargo,
las células se recuperan y tratan de eliminar eso extrafio y a las 48 horas se observa

ligeramente aumento en la viabilidad.

A partir de 50 nM de Camptotecina, las células ya no pueden activar los
mecanismos de recuperaciéon por lo que vemos que a las 48 horas ya hay menos del
35 % de las células y con un aumento hasta el 50 % a una dosis de 500 nM. El control

utilizado es el farmaco cisplatino, un anticancerigeno.
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Figura 34. Estadistico con la representacion de la muerte celular registrada en el lapso de 24-48 horas
por el farmaco Paclitaxel y la proteina del CCMV.

En el caso del Paclitaxel, el comportamiento fue similar, las células se recuperan
con bajas concentraciones, solo que la dosis a la cual hay mayor muerte celular con

Paclitaxel fue a partir de 10 nM, concentracion mucho menor a la Camptotecina.

Adicionalmente se muestra en la figura que el vehiculo de la proteina causa
muerte celular y también la proteina, mas del 50 %, no parece haber recuperacion
celular al menos con la cantidad de vehiculo y proteina que se agregaron en este

cultivo celular.
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7 Discusion

Durante este trabajo, los primeros ensayos de ensamble del farmaco con la
proteina de la capside del CCMV fueron basadas principalmente en la metodologia
realizada por el alumno Rodriguez-Tejeda [94], donde mediante agitacion de los
componentes interaccionan ambos farmaco:proteina, los ensayos demostraron no
encapsidarse bajo estas condiciones. Asi mismo, las pruebas finales fueron basados
en la relacion 6:1 previamente descrita por Villagrana-Escarefio y col. [95] . El protocolo
fue modificado colocando farmaco en lugar de material genético, no cumpliendo con
esta relacion 6:1, lo anterior puede deberse al tamafio del farmaco ya que si la cumple
la caracteristica de carga negativa para ser encapsidado por el CCMV.

El trabajo realizado demuestra que dependiendo de la utilidad de estos farmacos
pueden usarse concentraciones minimas como las mencionadas arriba de Paclitaxel
para lograr muerte celular o maximas en el caso de la Camptotecina, sobre todo si lo
gue se quiere lograr es una encapsidacion, valorar cual de ellos se puede encapsidar

y las dosis a utilizar para lograr el efecto antitumoral.
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8 Conclusiones

Los experimentos realizados apoyaron a la obtencion del virus CCMV, mediante la
propagacion en las plantas, las cuales, previo a la infeccién fueron cuidadas 6 meses
para su crecimiento. Derivado de ello se pudo realizar la purificacion del virus mediante
gradientes de centrifugacién de sacarosa. El desensamble del virus, mediante la
separacion de la capside y su material genético, para posteriormente utilizar la proteina
para realizar pruebas de encapsidacion del farmaco. Se pudieron caracterizar tanto el
virus como la proteina mediante dispersion de luz dinamica (DLS), para determinar el
tamafio del virus o de la proteina obtenidos. La observacion de los picos de absorcion
mediante espectroscopia UV-Vis. Se trabajo en la estandarizacion de los sistemas de
encapsidacion proteina:farmaco. Inconvenientes durante los ensayos fueron al realizar
los ensambles, parece ser que hay una degradacion de la proteina, esto es lo que
arroja la caracterizacion en los geles de poliacrilamida, o que no permitié continuar
con el andlisis por microscopia electronica de transmision (TEM) y mas estudios en
cultivo celular. Se puede considerar que la relacion de farmaco proteina reportada por
Cadena Nava y col. [94], no es la misma en nuestro sistema, quiza debido al tipo de
farmaco. Las pruebas de viabilidad nos permitieron saber la concentracion adecuada
a la cual la Camptotecina y el Paclitaxel provocan muerte celular, para que en
encapsidaciones futuras se puedan incluir estas concentraciones. Al mismo tiempo
permitieron redirigir experimentos en relacion con la concentracion de la proteina que
se esta utilizando o la que se agrego en el ensayo, que resulté ser toxica para las
células normales Hep2. Finalmente, las relaciones farmaco:proteina usadas en este
trabajo no fueron las adecuadas para el objetivo del estudio, pero si nos permitieron
entender mas el sistema descartando ciertas relaciones farmaco:proteina, por lo que
se tendria que continuar con condiciones diferentes a las experimentadas en este

estudio para perspectivas futuras.
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Abreviaturas

ADN Acido desoxirribonucleico

APS Persulfato amoénico

ARN Acido ribonucleico

AuNP Nanoparticulas de oro

CCmV Virus del moteado clorético del frijol
CP Capside

CPT Camptotecina

DLS Dispersion de luz dinamica
DMSO Dimetilsulfoxido

GP Glicoproteina

HBC Virus de hepatitis C

HBV Virus de hepatitis B

HPV Virus de papiloma humano
LDL Lipoproteinas de baja densidad
mg Miligramos

mi Mililitros

UM Micro molar

nm Nanometros

nM Nano molar

RCMMV Virus necrético del trébol rojo
RM Resonancia Magnética

SDS Dodecilsulfato sédico

94




TEMED
TEM
TiO2
VLP
VPN

ZnO

Tetrametiletilendiamina

Microscopia electrénica de transmision
Diéxido de titanio

Particulas tipo virus

Nanoparticulas virales

Oxido de zinc
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Apéndice |

PREPARACION DE BUFFERS

NOTA. Todos los buffers que se preparen se deben de filtrar con papel filtro de 0.45

pum, autoclavear y conservar en el refrigerador a 4 °C hasta su uso.

BUFFER DE INOCULACION

REACTIVOS STOCKS (M) MOLARIDAD | ml/STOCK
FOSFATO DE SODIO 2 0.1 4.385
MONOBASICO

FOSFATO DE SODIO DIBASICO 2 0.1 5.615
CLORURO DE MAGNESIO 1 0.1 20.33 (mg)
(MgCl)

BUFFER DE EXTRACCION

REACTIVO PESO MOLECULAR (PM) CANTIDAD (g)
ACETATO DE SODIO 82.03 41.015
ACETATO DE 214.45 17.160
MAGNESIO

- Agregar el acetato de sodio y el acetato de magnesio en 600 ml de agua

desionizada en un vaso de precipitado, se agrega acido acético para llevarlo a

pH 4.5y se afora a 1 L con agua desionizada.
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BUFFER DE SUSPENSION

Este buffer se prepara con el buffer de extraccién, pero diluido 10 veces por lo que

se toman 100 ml del buffer de extraccién y se afora a 1 L con agua desionizada y

autoclaveada. Se ajusta a pH 4.5.

BUFFER DE DESENSAMBLE pH 7.5

# de | REACTIVOS STOCKS MOLARIDAD mI/STOCK
viales (mM)
Cloruro de calcio (CaCl) 500 2.5 200
Tris-HCI pH 7.5 50 1 50
EDTA pHS8 1 0.45 2.22
1 DTT 1 0.67 1.49
2 PMSF 0.5 0.19 2.63
BUFFER DE PROTEINA pH 7.2
# de | REACTIVOS STOCKS MOLARIDAD mI/STOCK
viales (mM)
Cloruro de sodio (NaCl) 1M 2.5 400
Tris-HCI pH 7.5 50 M 1 20
EDTA pH8 1 0.45 2.22
1 DTT 1 0.67 1.49
2 PMSF 1 0.19 5.26
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BUFFER DE ACETATOS (BUFFER DE RETARDACION)

REACTIVO STOCKS (mM) GRAMOS
Acetato de sodio 50 2.0507
Acetato de magnesio 8 0.8578

BUFFER DE ENSAMBLE

REACTIVO STOCKS (mM)

Cloruro de sodio 50
Tris-HCI 50
Cloruro de magnesio 10
Cloruro de potasio 5
DTT 1
PMSF 0.5

BUFFER DE CAPSIDE VACIA

REACTIVO MOLARIDAD

Cloruro de sodio 1M
Acetato de magnesio pH = 4.8 50 mM
EDTA 1 mM
DTT 1 mM

BUFFER DE RETARDACION

REACTIVO MOLARIDAD
ACETATO DE SODIO 50 mM
ACETATO DE MAGNESIO 8 mM

102




