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ORIGINAL

resumen
La diabetes mellitus tipo II ha emergido como una pandemia mundial, convirtiéndose en un grave
problema de salud pública para muchos países. Los tratamientos actuales presentan efectos adversos
indeseables, falta de eficacia o simplemente solo tratan los síntomas, no las causas. La proteína ti-
rosina fosfatasa 1b se ha reconocido como una diana prometedora para el tratamiento de esta en-
fermedad. A pesar de todos los estudios realizados sobre esta enzima, apenas existe conocimiento
acerca de la selectividad entre esta y la tirosina fosfatasa de linfocitos t, su homólogo más cercano,
responsable de complicados efectos adversos. en este estudio, las aproximaciones computacionales
aplicadas a un inhibidor alostérico previamente descrito de esta enzima, han permitido identificar
un residuo de fenilalanina como crucial para esta selectividad. Los resultados han permitido explicar
esta selectividad desde el punto de vista bioquímico y guiarán el diseño de nuevos fármacos más
potentes y selectivos.

AbstrAct
Diabetes mellitus type II has spread as a problematic pandemia for countries all over the world.
Despite of the current available treatments, approved drugs still show undesirable side effects, loss
of efficacy or they target symptoms instead of causes. since its discovery, protein tyrosine phosphatase
1b has emerged as a very promising target against this disease. Despite of the information about
the enzyme, there is no knowledge regarding the selectivity between this enzyme and its closest
homologue, lymphocyte t tyrosine phosphatase, responsible of complicate side effects. In this study
different computational approaches have let us to highlight the importance of a phenylalanine re-
sidue located in protein tyrosine phosphatase 1b, but no in its homologue, as a crucial hotspot that
causes selectivity. these results let to explain the observed selectivity and they can be used as a
guide for the design of new inhibitors.
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1. INTRODUCCIÓN

La Organización mundial de la salud (Oms) define la dia-
betes mellitus como: “una enfermedad crónica que aparece cuando
el páncreas no produce insulina suficiente o cuando el organismo
no utiliza eficazmente la insulina que produce”. Ésta se clasifica
principalmente en dos tipos atendiendo a su origen etiopatológico.
Por un lado, la diabetes mellitus tipo I, también conocida como in-
sulinodependiente, afecta principalmente a personas jóvenes e in-
dividuos que son incapaces de producir insulina de forma endógena.
Por otro lado, la diabetes mellitus tipo II (Dm II), es una afección
más propia de personas en edad adulta y/o avanzada, las cuales
han desarrollado resistencia a la acción de esta hormona en los te-
jidos periféricos de su cuerpo. A estas dos variantes se le la diabetes
gestacional que se manifiesta en mujeres durante el embarazo y
que puede suponer un aumento del riesgo de padecer Dm II en eta-
pas posteriores de la vida. 

si bien todas las formas presentan síntomas similares,
destacando: poliuria, polidipsia y polifagia (todos ellos patogno-
mónicos de la enfermedad), los trastornos visuales, complicaciones
cardiovasculares y la afección renal son las consecuencias que hacen
de la Dm II una de las mayores causas de morbi-mortalidad en los
países desarrollados (1) actualmente. Del mismo modo, la diabetes
no sólo se ha relacionado con las complicaciones mencionadas an-
teriormente sino también con un aumento en la prevalencia de cier-
tas neoplasias, así como de deterioros cognitivos, como la
enfermedad de  Alzheimer (2). Las elevadas cifras de prevalencia
de este trastorno lo convierten en una pandemia de la era moderna,
estimándose que en 2012 la carga total de mortalidad asociada a
la Dm II fue de 3,7 millones de muertes. Además, en 2014 se estimó
una prevalencia total de la enfermedad de 422 millones de personas
(mayores de 18 años), siendo europa la tercera región con mayor
prevalencia (64 millones de afectados) según el Informe mundial
sobre la Diabetes publicado en el 2016 por la Oms. Debido al cam-
bio en los hábitos de vida y al aumento de la esperanza de vida, se
estima que estas cifras seguirán elevándose en los años venideros,
constituyendo un auténtico problema no sólo para las personas afec-
tadas, sino también para los sistemas de salud encargados de hacer
frente a este reto económico y asistencial para la salud pública.

en la actualidad, el arsenal farmacológico disponible para
el manejo en pacientes de la Dm II lo constituyen los hipogluce-
miantes no insulínicos (sulfonilureas, meglitinidas, metformina, tia-
zolidinonas, inhibidores de a-glucosidasa, etc) (3). sin embargo,
estas terapias, focalizadas en el aumento de la insulinemia plas-
mática, no son totalmente óptimas. Independientemente del número
y tipo de efectos adversos, estas aproximaciones no combaten as-
pectos importantes de la Dm II, como la reducción de la sensibilidad

de las células b pancreáticas a la glucosa o el incremento de glucosa
vía gluconeogénesis. Por ello, la búsqueda de nuevas dianas y el
desarrollo de nuevos antidiabéticos orales continúa siendo una de
las principales líneas de investigación, tanto de industrias farma-
céuticas como de grupos académicos de todo el mundo. 

Hacia finales del siglo XX se clonó el primer gen de una
proteína tirosina fosfatasa, identificada como Proteína tirosina Fos-
fatasa 1b (PtP1b) o Proteína tirosina Fosfatasa de tipo no-receptor
(PtPn1) (4). esta es una enzima de 435 aminoácidos que es capaz
de catalizar la hidrólisis de los residuos de fosfotirosina del receptor
de insulina activado, y otros sustratos relacionados con la misma,
como el sustrato I del receptor de insulina y el receptor de leptina.
esta proteína se ha asociado a los fenómenos de resistencia a la in-
sulina y a la obesidad, al tratarse de un regulador negativo de las
vías de señalización de la insulina y la leptina (5). no sólo eso, sino
que PtP1b ha sido ampliamente validada como una prometedora
diana terapéutica para el tratamiento de la Dm II (6): los ratones
knock-out para el gen que codifica esta proteína presentan una
mayor sensibilidad a la insulina y a la pérdida de sobrepeso (7).
estos hechos han motivado el desarrollo de numerosas moléculas
potenciales candidatas a fármaco capaces de inhibir la PtP1b por
parte de la industria farmacéutica (8). se pueden distinguir dos
grandes grupos atendiendo a la zona específica de unión de estas
moléculas en la enzima: inhibidores dirigidos al centro activo e in-
hibidores dirigidos a sitios alostéricos (8), (9). Los primeros consti-
tuyen sin ninguna duda la familia más numerosa, con numerosas
moléculas de distinta naturaleza, aunque casi todas ellas con la ca-
racterística común de presentar grupos cargados negativamente a
pH fisiológico, con el fin de mimetizar los restos de fosfotirosina pre-
sentes en el segmento intracelular del receptor de insulina. esta ca-
racterística compromete la biodisponibilidad de todas estas
moléculas para su administración por vía oral, dada su baja per-
meabilidad a través de membranas biológicas. Por otro lado, la alta
homología del centro activo de la PtP1b con respecto a otras tirosina
fosfatasas, supone un gran inconveniente a la hora de desarrollar
inhibidores lo suficientemente selectivos (10). estos hechos han te-
nido como resultado que ningún inhibidor dirigido al centro activo
haya alcanzado los ensayos clínicos. Por otro lado, existen inhibi-
dores alostéricos de PtP1b, la mayoría de ellos con un carácter
mucho más lipófilo, como el ertiprotafib, que llegó a ensayos clínicos
de fase I, o la trodusquemina (un derivado de fitoesterol), que al-
canzó ensayos clínicos de fase II (8). esto se debe a su mejor biodis-
ponibilidad y mayor selectividad, puesto que los sitios alostéricos
de las proteínas no se encuentran tan conservados dentro de una
misma familia y suponen una fuente de selectividad (11), (12). Den-
tro de este grupo de inhibidores destaca una familia de benzbro-
maronas descrita por Wiesmann en 2004 (Figura 1) (13). 
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Figura 1. Inhibidores alostéricos de PtP1b descritos por Wiesman y colaboradores y su actividad frente a PtP1b y tcPtP.

Figura 2. A) estructura tridimensional de PtP1b (entrada del PDb:1Oem) b) Ampliación de la estructura sitio alostérico 
descrito por Wiesman y colaboradores cuando no presenta inhibidor

estos compuestos demostraron unirse a una región no
antes explorada de la PtP1b que se encuentra a 20 Å del centro ac-
tivo tal y como se puedo determinar en los estudios de cristalografía
de rayos X (PD: 1t48, 1t49 y 1t4J). esta región está compuesta por
las a hélices 3, 6 y 7 situadas cerca del extremo c-terminal de la
proteína, tal y como se puede observar en la Figura 2. 

este hecho supuso el inicio de nuevos programas de bús-
queda de inhibidores de PtP1b partiendo del concepto de “diseño
basado en estructura” a comienzos del siglo XXI. esta nueva familia
de inhibidores alostéricos es capaz de desplazar el residuo de trp291
situado en la hélice a7 de PtP1b con el fin de acomodarse en su
interior generando una nueva cavidad y desestructurando la hélice
a7. La unión del inhibidor desencadena una serie de movimientos
en el esqueleto proteico que se traducen en el bloqueo del bucle ca-
talítico de la PtP1b (14). este bucle, conocido entre todas las tirosina
fosfatasas de la familia como WPD-loop, se encuentra en una posi-
ción abierta antes de alojar el sustrato en su interior. una vez los
residuos de fosfotirosina se acomodan en el centro catalítico, es ne-
cesario el cierre del bucle para que tenga lugar el ciclo catalítico de
la enzima. sin embargo, tras la unión de las benzbromaronas al
correspondiente sitio alostérico, el WPD-loop queda bloqueado en
su conformación abierta de tal manera que, aunque permite que el

sustrato se aloje en su interior, la enzima es catalíticamente inactiva
y por lo tanto, queda inhibida (15). 

Durante la última década, numerosos estudios computa-
cionales han pretendido arrojar luz al mecanismo de inhibición alos-
térica, a las bases del diseño de inhibidores o a la dinámica del
bolsillo alostérico de PtP1b (16), (17), (14). sin embargo, no existe
ningún tipo de estudio que trate las bases de selectividad entre
PtP1b y su homóloga más cercana, la Proteína tirosina Fosfatasa
de Linfocitos t (tcPtP). La inhibición de esta última, con la que
PtP1b comparte más de un 71% de identidad, conduce a efectos
adversos indeseables como la destrucción de la médula ósea, y pro-
cesos de eritropoyesis y linfopoyesis aberrantes (18). Además, los
modelos murinos knock-out para el gen de tcPtP demostraron ser
inviables a las pocas semanas del nacimiento (19).

Desde su inicio hasta nuestros días, las técnicas de mode-
lado molecular han experimentado un desarrollo exponencial y se
han convertido en herramientas indispensables en campos tan va-
riados como la farmacología, biología y bioquímica estructural, el
diseño de fármacos y la química biológica (20). más en concreto, los
estudios de dinámica molecular y el cálculo de energía libre han
sido aplicados con éxito al estudio de la catálisis enzimática (21), la
resistencia a fármacos (22), (23), el diseño de fármacos (24), (25),
o la más novedosa farmacología de sistemas (26).



teniendo en cuenta todos los antecedentes y la falta de
conocimiento acerca de las bases estructurales que rigen la selecti-
vidad entre ambas enzimas, clave para la obtención de nuevos fár-
macos y mejor comprensión de la función de ambas proteínas a nivel
molecular, se planteó un estudio computacional que permitiese arro-
jar luz sobre el mecanismo. el objetivo de este trabajo ha sido el
estudio de la benzbromarona bb2, descrita por Wiesmann, me-
diante técnicas computacionales de dinámica molecular clásica y cál-
culo de energía libre con el fin de explicar su selectividad y asentar
las bases para el futuro el diseño de inhibidores selectivos hacia
PtP1b.   

2. MATERIAL Y MÉTODOS

2.1. Modelado por homología 
Dado que no existen estructuras tridimensionales de inhibi-

dores alostéricos con la hélice a7 resuelta se hizo necesario utilizar
técnicas de modelado por homología. Para la construcción de los
modelos se emplearon las estructuras depositadas en el Protein Data
bank (PDb) como 1t48 y 1L8K para PtP1b y tcPtP, respectiva-
mente. Para incorporar las estructuras no resueltas de la hélice a7
en ambas proteínas y el loop a6 en 1L8K, se empleó un método
descrito en la bibliografía previamente con el fin de crearlas con el
WPD-loop abierto (27). Junto a estas estructuras se utilizó la PtP1b
completa y con el WPD loop cerrado 2F6F. Del mismo modo, se uti-
lizó el ligando BB2 presente en 1t48 para introducir restricciones
en ambos modelos. Los moldes se alinearon con las secuencias de
la base de datos génica uniprot para ambas enzimas (P18031 para
PtP1b y P17706 para tcPtP) a través de la interfaz gráfica de
usuario del programa modeller 9.2  en ucsF chimera 1.13 (ver ma-
terial complementario) (28) . Los modelos mejor posicionados según
su puntuación en la función Z-DOPe de modeller fueron selecciona-
dos y sometidos a una inspección visual para ajustar aquellos rotá-
metros peor posicionados. el estado de protonación de la proteína
se investigó empleando el servidor H++ (29), a continuación,
tanto el modelo como la red de enlaces de hidrógeno se comprobó
y optimizó con el servidor WHAt-IF (30). tras esto se comprobaron
los mapas de ramachandran con el fin de validar la calidad de los
modelos (ver material complementario).

2.2. Simulaciones de dinámica molecular 
Las simulaciones de dinámica molecular se llevaron a cabo

empleando la suite de programas Amber 16 junto con Ambertools
16 (31). La proteína se describió empleando el campo de fuerzas
ff14sb, mientras que para el ligando se utilizó GAFF. Las cargas de
este últimos se asignaron empleando el módulo Antechamber y
ajustándolas a un nivel teórico Am1-bcc. Ambos complejos se sol-
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vataron en un cubo de moléculas de aguas tIP3P de 12 Å de tamaño
de lado y se adicionaron 5 iones de sodio con el fin de neutralizar
el sistema empleando el módulo Leap de Ambertools. A continua-
ción, se pasó a la fase de preparación del sistema por pasos: mini-
mización de los hidrógenos, minimización de las moléculas de
disolvente, minimización del sistema completo (aplicando un po-
tencial de restricciones de 5 kcal/mol en los ca de la proteína), ca-
lentamiento hasta los 300 K durante 20 ps con las mismas
restricciones, equilibrado durante 100 ps a 300 K (manteniendo
constante el número de partículas, temperatura y volumen) y equi-
librado, liberando las restricciones posicionales gradualmente du-
rante 100 ps (manteniendo constante temperatura, volumen y
presión). tras esta última fase de equilibrado, se pasó a la produc-
ción de dos réplicas para cada sistema de dinámica molecular clásica
durante 25 ns, empleando un intervalo de integración de 2 fs. La
producción se llevó a cabo a través de GPus utilizando el módulo
PmemD.cuDA implementado en Amber. Los cálculos requirieron 7
días para completar cada una de las réplicas. todos los sistemas se
simularon por duplicado empleando las condiciones de límite pe-
riódico, y aplicando el método de ewald para tratar las interacciones
electrostáticas de corto alcance con un límite de 8 Å. Así mismo, se
empleó el algoritmo sHAKe (32) en todos los enlaces en los que
participan átomos de hidrógeno con el fin de simplificar los cálculos
durante la dinámica. Las trayectorias de la dinámica molecular se
analizaron empleando el software cpptraj, VmD y chimera. 

2.3. Cálculos con WaterSwap
Para el cálculo de la energía libre se empleó el programa ba-

sado en el método de montecarlo, Waterswap (33). Las estructuras
empleadas para llevar a cabo estos cálculos procedían de los 15 ns
de dinámica cuando el sistema se encontraba en equilibrio termo-
dinámico. Los cálculos se llevaron a cabo en el módulo implemen-
tado en el paquete de programas sire, utilizando los mismos datos
de topología y parámetros generados para la dinámica molecular
(Amber ff14sb). La energía libre de unión absoluta se calculó me-
diante el método de integración termodinámica de réplica de inter-
cambio, a lo largo de 16 ventanas de transformación
ligando-moléculas de agua. todos los cálculos requirieron de 7 días
para ser completados. Las energías finales se obtuvieron utilizando
el script de Python freenrg, también presente en la suite sire. 

3. DISCUSIÓN Y RESULTADOS

3.1. Modelado por homología
Para llevar a cabo el estudio con la benzbromarona BB2, se

hizo necesario el uso de técnicas de modelado por homología que
permitiesen predecir las estructuras tridimensionales de ambas en-



zimas. Las entradas depositadas en el PDb co-cristalizadas con in-
hibidores alostéricos, carecen de la hélice a7 como consecuencia de
la alta movilidad que presenta esta hélice tras la unión del inhibidor
y que imposibilita su resolución por técnicas convencionales de cris-
talografía de rayos X. Por otro lado, la única estructura disponible
de la tcPtP (1L8K) carece también de esta hélice y presenta una
baja resolución. es por esto por lo que se hizo necesario recurrir al
modelado por homología para obtener estructuras tridimensionales
completas y de buena calidad de ambas enzimas. Para generar los
modelos se utilizó el método descrito por shinde y colaboradores
(27), empleando como moldes para el modelado las estructuras cris-
talinas de PtP1b con el bucle catalítico abierto, 1t48, y con la hélice
a7 resuelta, 2F6F. en el caso de la tcPtP se utilizó 1L8K. superpo-
niendo los moldes con las correspondientes secuencias de ambas
proteínas extraídas de la base de datos uniprot se generaron mo-
delos en base al alineamiento para ambas enzimas que posterior-
mente fueron refinados e inspeccionados visualmente de forma
cuidadosa. Las estructuras generadas obtuvieron una puntuación Z-
DOPe de -1,27 para PtP1b y -1,07 para tcPtP, valores que corres-
ponden a modelos fiables y bien resueltos. 

una vez construidos, se pasó a llevar a cabo una inspección
visual de las estructuras generadas. en primer lugar, la observación
del sitio alostérico modelado para ambas enzimas permitió tener
una idea de la geometría de este. como se puede comprobar en la
Figura 3, el sitio alostérico está constituido por una cavidad com-
prendida entre las hélices a3, a6 y a7, con un carácter altamente
hidrofóbico debido a la naturaleza de los aminoácidos que lo cons-
tituyen. 

A pesar de la gran similitud entre los bolsillos alostéricos de
ambas enzimas, hay algunas diferencias bastante reseñables: por
un lado, el residuo de Phe280 de la PtP1b se encuentra sustituido

por una cisteína que en la secuencia de tcPtP ocupa la posición
278. esto es una diferencia bastante notable puesto que la natura-
leza y tamaño de estos aminoácidos es bastante distinta. Algo si-
milar ocurre con la Val287 que pasa a ser una ocupada por la Ile284
de tcPtP. Así mismo existen algunas diferencias también en el ex-
tremo c-terminal, pero estas no fueron contempladas por tratarse
de una zona alejada del bolsillo y con alta movilidad. estos primeros
resultados parecen indicar que, si bien ambos son bolsillos hidrófo-
bos, el de la tcPtP presentaría un carácter más polar y mayor ta-
maño por la presencia del residuo de cisteína en lugar de
fenilalanina. 

3.2. Dinámica molecular
con el fin de profundizar en el proceso de interacción entre

BB2 y ambas fosfatasas, se llevaron a cabo experimentos de diná-
mica molecular entre los complejos ligando-enzima. La geometría
inicial de los complejos se obtuvo, en el caso de la PtP1b, directa-
mente del cristal, y en el caso de la tcPtP por superposición del li-
gando bb2 durante la fase de modelado. un primer vistazo a las
geometrías iniciales permite revelar las claves de la interacción,
como se puede comprobar en la Figura 4. 

Las benzbromaronas se asientan en la cavidad alostérica es-
tableciendo numerosos contactos hidrofóbicos con residuos de gli-
cina, isoleucina y el esqueleto carbonado de la proteína. se pueden
diferenciar dos enlaces de hidrógeno iniciales: uno por parte del
grupo carbonilo de BB2 que interacciona con los residuos Asn193 y
Asn194 de PtP1b y tcPtP, respectivamente gracias a su –nH2; y
otro por parte del grupo sulfonamida, a través de su –nH, que inter-
acciona con el cOOH del Glu276 de PtP1b y el Glu274 en el caso
de la tcPtP. Hay que destacar que a los contactos hidrofóbicos se le
unen fuertes interacciones de tipo apilamiento-π que establece el
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Figura 3. A) bolsillo alostérico de PtP1b modelada. b) bolsillo alostérico de tcPtP modelada. 
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esqueleto de benzofurano de BB2 con los anillos aromáticos de los
residuos Phe196, Phe280 y trp291 de la PtP1b. en el caso de la
tcPtP, estos contactos se mantienen a excepción del apilamiento-π
paralelo de la Phe280, ya que en esta posición se encuentra la
cys278. La pérdida de este apilamiento podría ser una de las causas
que contribuyese negativamente a su unión a la tcPtP (Ic50 =129
µm) favoreciendo por tanto la selectividad del compuesto (6 veces
más selectivo sobre la PtP1b, Ic50 = 22 µm) (13). 

Las técnicas de dinámica molecular convencional permiten si-
mular con un alto grado de exactitud los complejos ligando-proteína
en condiciones que simulen el ambiente biológico (presencia explí-
cita de disolvente y de iones para fijar el pH y fuerza iónica) a lo
largo del tiempo y de este modo poder estudiar los eventos que ten-
gan lugar a nivel molecular. una vez minimizados los distintos áto-
mos del sistema (para eliminar geometrías forzadas y contactos
demasiado cercanos), éste se calentó gradualmente hasta 25 ºc, se

hizo una pequeña fase de equilibrado para reestablecer la densidad
y se pasó a la fase de producción, donde se generan los resultados
de la dinámica que se analizan y comentan durante la discusión. 

uno de los parámetros más empleados para evaluar la esta-
bilidad de los complejos es el cálculo de la desviación cuadrática
media (rmsD) a lo largo del tiempo de las trayectorias generadas.
este parámetro representa las fluctuaciones de la posición de los
átomos de distintos elementos, como el esqueleto proteico, compa-
rándola con la conformación inicial a lo largo de la simulación. su
monitorización nos permite comprobar si el sistema ha alcanzado
el equilibrio (se mantiene estable), o, por el contrario, continúa evo-
lucionando en el espacio conformacional en búsqueda de estados
termodinámicamente más favorecidos para el sistema. 

como se puede observar en la Figura 5, ambos sistemas pa-
recen haber alcanzado el equilibrio, especialmente a partir de los
5 ns de dinámica, cuando los valores de rmsD presentan menor

Figura 4. Geometrías iniciales de los complejos bb2-enzima para la dinámica molecular (izquierda PtP1b y derecha tcPtP). 
Los enlaces de hidrógeno entre la Asn193/194 y el Glu 276/274 se encuentran marcados como líneas azules

Figura 5. evolución del rmsD a lo largo de la dinámica molecular para el complejo bb2-PtP1b (izquierda) y bb2-tcPtP (derecha).
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se debe a la ausencia de la interacción correspondiente a la Phe280
(sustituida por un residuo de cisteína en la tcPtP), y a un apila-
miento-π paralelo que mantiene mucho más fijo el ligando en el
caso de PtP1b. el análisis de estos valores de rmsD parece estar
de acuerdo con la actividad experimental observada, lo cual supone
una validación del método teórico.

La pérdida de estabilidad del complejo tcPtP también se
puede constatar midiendo las distancias entre los átomos que par-
ticipan en el enlace de hidrógeno entre el carbonilo de bb2 y el re-
siduo de asparagina presente en ambas proteínas. 

Para el análisis de este enlace de hidrógeno se tomaron como
límites una distancia de 3.5 Å y un ángulo de relajación entre los
pares de átomos participantes de 30 ºc. 

tal y como se puede observar en la Figura 7, a pesar de que
el enlace de hidrógeno se mantiene dentro de la distancia estándar
durante la mayor parte de la dinámica existen diferencias signifi-
cativas en ambas las simulaciones para ambas enzimas. en el caso
de la tcPtP las fluctuaciones en la distancia de este enlace son más
abundantes y frecuentes alcanzando distancias superiores a 3,5 Å y
por tanto incompatibles con la existencia de un enlace de hidrógeno.

este hecho se debe a que BB2 presenta una mayor movi-
lidad dentro de la cavidad de tcPtP por la falta de la interacción
de apilamiento extra con la fenilalanina que lo mantendría más fijo
tal y como previamente fue observado. este hecho da lugar a una
distorsión en la geometría y posición carbonilo de bb2 con respecto
a la asparagina, dificultando así la formación de un enlace de hi-
drógeno.

si bien, durante el transcurso de la simulación de dinámica
molecular estos fueron los enlaces de hidrógeno más estables, no
fueron los únicos. el grupo carbonilo de BB2 es capaz de establecer
eventualmente interacciones con el nH del trp291PtP1b o
trp279tcPtP. sin embargo, esta interacción es mucho menos esta-
ble, y a ella se le une un enlace de hidrógeno temporal entre el
grupo sO2 de la sulfonamida (a través del átomo de oxígeno) que
se puede establecer con los nH del esqueleto peptídico de la prote-
ína. Junto a estos, se les unen enlaces de hidrógeno con una persis-

fluctuación y se mantienen sin grandes incrementos. no obstante,
se pueden encontrar pequeñas diferencias si se estudia el valor
medio a lo largo de toda la dinámica para ciertas partes de la pro-
teína. tal y como recoge la tabla 1, los valores de rmsD correspon-
dientes a los átomos del soluto (proteína-ligando) son superiores
en ambos pares de réplicas para la tcPtP, lo que sugiere una menor
estabilidad del complejo y además mayor flexibilidad. Lo mismo se
puede deducir de los valores obtenidos para los carbonos alfa del
esqueleto peptídico. Además, atendiendo a la movilidad del bucle
catalítico de ambas fosfatasas (WPD-loop), se puede observar que
en el caso de la tcPtP estos valores son ligeramente superiores
comparados con su homóloga. este hecho sugiere que el bucle no
se encuentra estabilizado en la conformación abierta (catalítica-
mente inactiva) de la que se parte en ambas dinámicas. esta posición
queda fijada tras la unión del inhibidor alostérico, sin embargo, en
ausencia de éste, el bucle tiende a moverse entre la conformación
abierta y la cerrada (34) (catalíticamente activa) lo que se traduce
en una movilidad mayor y por tanto en valores superiores de rmsD. 

Tabla 1. Valores medios de RMSD a lo largo de toda la si-
mulación de dinámica molecular

PtP1b tcPtP  

réplica 1                 réplica 2 réplica 1                 réplica 2

complejo 2,93 ± 0,3            2,32 ± 0,21         3,12 ± 0,33           3,47 ± 0,48

cα 2,4 ± 0,42            1,66 ± 0,22         2,28 ± 0,35           2,78 ± 0,51

WPD-loop 1,29 ± 0,29           1,33 ± 0,25         1,44 ± 0,27           1,57 ± 0,27

Dado que el estudio general del rmsD del complejo parece
sugerir una menor estabilidad en el caso de la tcPtP, se decidió
analizar por separado este valor para los átomos pesados (distintos
de hidrógeno) que forman la benzbromarona BB2. 

como se puede observar en la Figura 6, el ligando no solo
presenta un valor bastante más alto en el caso de la tcPtP (2,18 Å
de media en ambas réplicas frente a 0,63 de PtP1b), sino que ade-
más fluctúa más en el interior del bolsillo, lo que se observó durante
la visualización de las trayectorias de la dinámica. este fenómeno

Figura 6. evolución de los valores de rmsD de bb2 a lo largo de la dinámica molecular tanto para la PtP1b (azul) como tcPtP (rojo)



106
Proposal of a computational model for the study of the se-
lectivity of allosteric inhibitors of PTP1B
Javier García Marín
An Real Acad Farm Vol. 86. Nº 2 (2020) · pp. 99 -112

ANALES
RANF

www.analesranf.com

tencia menor al 2% que ocurren en momentos concretos de la di-
námica molecular. no obstante, el número total de enlaces de hi-
drógenos establecidos a lo largo del tiempo por el ligando en ambos
complejos también presenta diferencias.

en la Figura 8 se muestra el número total de enlaces de hi-
drógenos que es capaz de establecer BB2 con su proteína a lo largo
del tiempo en una replicada de cada sistema. como se puede ob-
servar existen dos enlaces de hidrógeno que se mantienen relati-
vamente estables a lo largo del tiempo que son los estudiados
previamente. sin embargo, en el diagrama se refleja la posibilidad
de nuevos enlaces de hidrógeno con otros grupos funcionales. se
puede observar que existe una mayor población de enlaces de hi-
drógeno en el caso del complejo bb2-PtP1b. este hecho refleja la
mayor estabilidad del ligando dentro de esta proteína a diferencia
de tcPtP, lo que a su vez se traduce en una menor afinidad por este

último, debida en gran parte a la menor estabilidad del complejo
formado.  

3.3. Cálculo de energía libre
La afinidad de un fármaco por su diana está íntimamente re-

lacionada con la energía libre de unión a la misma (ΔG) (35). Du-
rante los últimos años, los químicos y bioquímicos computacionales
han desarrollado numerosos algoritmos con el fin de determinar
este parámetro, de gran utilidad durante el proceso de desarrollo
de fármacos, especialmente en las campañas hit-to-lead (36). Del
mismo modo, el cálculo de la energía libre de unión puede ser em-
pleado para discernir la afinidad y, por tanto, la selectividad de un
mismo ligando por dos dianas distintas (37). Para determinar la
energía libre de unión de BB2 hacia la PtP1b y tcPtP se decidió
emplear un método bastante novedoso conocido como Waterswap

Figura 7. monitorización a lo largo del tiempo de la distancia entre el oxígeno carbonílico de bb2 y el nH de la asparagina: Arriba PtP1b, abajo tcPtP

Figura 8. Diagramas de número total de enlaces de hidrógenos establecidos a lo largo de la dinámica entre el ligando y PtP1b (A) y tcPtP (b)



(33). este algoritmo emplea coordenadas de reacción para inter-
cambiar el ligando en el interior del sitio de unión por un número
de moléculas de agua equivalente a su volumen (Figura 9). 

una vez intercambiados, se calcula la energía libre absoluta
a través de tres métodos distintos a lo largo del gradiente de coor-
denadas de reacción: algoritmo de bennets, integración termodi-
námica (It) y perturbación de energía libre (PeL). A lo largo de las
coordenadas de reacción se emplean además movimientos de mon-
tecarlo que permitan tener en cuenta la flexibilidad del sistema y
promediar los gradientes de energía libre. cuando los tres valores
son similares, la simulación de Waterswap ha encontrado la con-
vergencia en las coordenadas de reacción y se puede tomar la media
de ambos como valor de energía libre absoluta. 

Tabla 2. Resultados WaterSwap para el cálculo de energía
libre (kcal/mol) entre BB2 y PTP1B o TCPTP

como se puede observar en la tabla 2, la simulación ha al-
canzado la convergencia puesto que las desviaciones de los valores
promedio para la PtP1b y la tcPtP son inferiores a 1 (0,82 y 0,47
kcal/mol, respectivamente). resultó muy interesante comprobar la
capacidad que tiene este método para discernir entre la afinidad
de BB2 por una su diana PtP1b, y sin embargo no mostrar a penas
afinidad por tcPtP. Para la PtP1b los valores de ΔG están cercanos
a las -15 kcal/mol, siendo valores acordes a un proceso de unión
favorable y de un ligando de potencia media. en el caso de la tcPtP,
los valores son mucho peores (-3,97 kcal/mol). esto quiere decir
que el proceso de unión de bb2 hacia la tcPtP no es favorable ter-
modinámicamente por lo que la afinidad por esta es muy baja, lo
cual es acorde a los valores experimentales de Ic50. este hecho lo
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explica la falta del contacto hidrofóbico y del apilamiento π que
proporciona el residuo Phe280 de la PtP1b. La presencia de cisteína
y serina en tcPtP da lugar a un aumento en el tamaño de la cavi-
dad (343 Å3 en comparación con los 227 Å3 de la PtP1b) que en
condiciones normales está ocupada por moléculas de agua. La inter-
acción con la Phe280 de la PtP1b juega un papel clave, ya que per-
mite compensar la pérdida de entropía por desolvatación del
receptor con la contribución entálpica a la energía libre de unión
que proporciona el apilamiento-π de los anillos aromáticos e inter-
acciones de Van der Waals. 

si se estudia la contribución energética de los residuos que
rodean el ligando se pueden observar cómo se cumple esta hipóte-
sis.

tal y como se muestra en la Figura 10 el cambio del residuo
Phe280 por cys278 supone una pérdida de la energía de unión de
casi 2 kcal/mol completas, confirmándose una vez más la impor-
tancia de este residuo. Además, la falta de esta interacción supone,
como se comentó anteriormente, una pérdida de la estabilidad del
ligando en el bolsillo de unión. este efecto se observa en cómo al-
gunos aminoácidos contribuyen en menor medida a la energía de
unión en el caso de la tcPtP como por ejemplo la serina o incluso
el triptófano. La mayor movilidad que presentan ahora estos ami-
noácidos tiene como consecuencia una mayor dificultad para la des-
olvatación del sitio de unión y reemplazar las moléculas de agua
por bb2. cabe destacar que el residuo de Glu a pesar de presentar
un enlace de hidrógeno estable durante la dinámica no presenta
una energía libre de unió favorable. esto puede deberse a que se
encuentra muy cercano al anillo de benceno del ligando y la desol-
vatación del mismo no está muy favorecida a pesar de que luego se
establezca un enlace de hidrógeno. 

teniendo en cuenta todos estos resultados, se podría formular
un modelo farmacofórico que permitiese diseñar inhibidores poten-
tes y selectivos de PtP1b (Figura 11). básicamente este farmacóforo
lo constituiría un núcleo de anillos aromáticos bien carbo o hetero-
cíclicos responsables del apilamiento-π paralelo con la Phe280.

Figura 9. A) Aspecto tridimensional de bb2 durante la simulación con Waterswap. b) moléculas de agua intercambiadas por bb2 durante la simulación de Waterswap

WATERSWAP PTP1B TCPTP
Bennetts -15,65 -3,64

PEL -13,9 -4,99
IT -15,65 -3,29

ΔG Media -15,06 -3,97
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estos deberían estar unidos en la disposición adecuada al aceptor
de enlace de hidrógeno necesario para interactuar con el residuo
de Asn193. A estos puntos se le uniría un donador de enlace de hi-
drógeno situado fuera de este plano a 4 Å y 34º capaz de interac-
cionar con el residuo de Glu274, preferiblemente un grupo
sulfonamida por su geometría. Finalmente, este debería estar unido
a otro anillo aromático capaz de interactuar por apilamiento-π en
forma de t con el residuo de Phe280. 

4. CONCLUSIONES

Desde su descubrimiento hasta nuestros días, numerosos gru-
pos de investigación han intentado desarrollar fármacos inhibidores
de PtP1b al tratarse de una de las dianas más prometedoras para
el tratamiento de la Dm II. el fracaso de la mayoría de estos fár-
macos se debe a su baja biodisponibilidad y a la falta de selectividad
frente a otras fosfatasas, especialmente la tcPtP. si bien se ha pro-
fundizado tanto experimental como computacionalmente en el des-

arrollo de inhibidores del sitio activo, el bolsillo alostérico no ha
sido tan explorado hasta el momento. Dado que el diseño racional
de fármacos y más en concreto las técnicas computacionales hoy día
son cruciales en la identificación de nuevas moléculas con potencia
farmacológico se ha planteado un estudio teórico sobre la selectivi-
dad de los inhibidores alostéricos entre PtP1b y tcPtP. Las técnicas
de dinámica molecular y cálculo de energía libre han permitido pro-
poner una hipótesis sólida acerca de la selectividad entre ambas
proteínas. Los modelos así generados han demostrado una mayor
estabilidad de la PtP1b frente a la tcPtP, lo cual está en acorde a
los valores experimentales de Ic50 y valida esta aproximación. 

La afinidad de un fármaco por su diana viene determinada
por el número de interacciones totales que establece con la misma.
este estudio demuestra cómo a pesar de que en ambos sistemas las
interacciones son similares a priori, no lo es su comportamiento. en
el caso de la tcPtP los enlaces de hidrógenos resultaron ser menos
estables y mantenidos a lo largo del tiempo, teniendo un efecto ne-
gativo en la estabilidad del sistema y por tanto en la afinidad total

Figura 10. contribución energética por residuo a la unión de bb2 en aminoácidos seleccionados de PtP1b y tcPtP

Figura 11. A) modelo farmacofórico para inhibidores alostéricos y selectivos de PtP1b. b) superposión del modelo y bb2, en la que 
se muestran las interacciones aromáticas (verde), aceptoras (roja) y donadoras (azul) de enlace de hidrógeno y su proyección geométrica



de BB2 por tcPtP. más en concreto, nuestras simulaciones han re-
velado cómo el papel clave lo juega la falta de un residuo de feni-
lalanina en la tcPtP que estabiliza el complejo enzima-receptor a
través de interacciones de apilamiento-π y además contribuye a la
energía libre de unión y por tanto a la afinidad de forma decisiva.
si bien, los enlaces de hidrógenos son de las interacciones intermo-
leculares más fuertes, el anormal entorno hidrofóbico del bolsillo
alostérico parece favorecer mucho más las interacciones de carácter
apolar y aromáticas, acusando la repercusión que tiene el residuo
de Phe280 en PtP1b. 

La combinación de estas dos aproximaciones computacionales
no sólo ha servido de base para hacer una propuesta sólida acerca
de esta selectividad y generar un modelo cualitativo, sino que podrá
utilizarse para el diseño de nuevos inhibidores puesto que ha de-
mostrado, y especialmente los cálculos de energía libre, ser capaz
de discernir las diferencias y los determinantes que hacen que esta
unión sea favorable hacia PtP1b, en acorde a los valores experi-
mentales. 

Del mismo modo, se ha puesto de manifiesto como estas téc-
nicas computacionales constituyen una herramienta de gran utilidad
para comprender procesos bioquímicos a nivel molecular. Así pues,
este estudio también abre una puerta para el diseño racional de
fármacos dirigidos a esta diana y que presenten la selectividad su-
ficiente para progresar en ensayos clínicos. 
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ORIGINAL

RESUMEN
La resistencia a los antibióticos aumenta la búsqueda de nuevas estrategias para combatir las enfermedades que
causan, y el uso de plantas medicinales representa una estrategia altamente efectiva y valiosa, como el uso de Tagetes
lucida con diferentes bacterias gram positivas y gram negativas.
Objetivo: Evaluar la actividad biológica que tiene el extracto hexanico de la planta Tagetes lucida a diferentes concen-
traciones sobre la inhibición del crecimiento en placa y tubo de dos enterobacterias, Shigella flexneri y Salmonella
typhi
Métodos: En el siguiente trabajo, se evaluó un extracto de hexano de Tagetes lucida sobre la inhibición del crecimiento
de dos enterobacterias, Shigella flexneri y Salmonella typhi utilizando diferentes concentraciones de vehículo para eva-
luar si afectaba el crecimiento bacteriano y también diferentes concentraciones de extracto para evaluar la actividad.
Resultados: Realizados los estudios por triplicado se logró concretar que a partir de 75µl/µg de extracto se logra una
inhibición casi total del crecimiento de ambas bacterias, tanto en método de placa, como en método de tubo. Y a partir
de 100 µl/µg  se logra una inhibición total. 
Conclusiones: Los resultados favorables obtenidos con 75 µl/µg, permiten confirmar que los extractos de plantas me-
dicinales son una estrategia importante para combatir infecciones bacterianas multi-resistentes. Por otro lado permite
dar paso a un estudio para evaluar los metabolitos más activos del extracto, así como, el mecanismo de acción sobre
la inhibición del crecimiento de las bacterias en estudio. 

ABSTRACT
Antibiotic resistance increases the search for new strategies to combat the diseases they cause, and the use of medicinal
plants represents a highly effective and valuable strategy, such as the use of Tagetes lucida with different gram positive
and gram negative bacteria.
Objective: To evaluate the biological activity of the hexane extract of the Tagetes lucida plant at different concentrations
on the inhibition of growth in plaque and tube of two enterobacteriaceae, Shigella flexneri and Salmonella typhi
Methods: In the following work, a hexane extract from Tagetes lucida was evaluated on the growth inhibition of two
enterobacteriaceae, Shigella flexneri and Salmonella typhi using different concentrations of vehicle to evaluate if it af-
fected bacterial growth and also different concentrations of extract to evaluate activity.
Results: Once the studies were carried out in triplicate, it was possible to specify that from 75µl/µg of extract, almost
total inhibition of the growth of both bacteria was achieved, both in the plate method and in the tube method. And
from 100 µl/µg total inhibition is achieved.
Conclusions: The favorable results obtained with 75 µl/ µg, confirm that medicinal plant extracts are an important
strategy to combat multi-drug resistant bacterial infections. On the other hand, it allows a study to be carried out to
evaluate the most active metabolites of the extract, as well as the mechanism of action on the inhibition of the growth
of the bacteria under study.
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1. INTRODUCTION

Although antibiotics probably saved more lives than any
other type of medication in the course of human history, bacterial
infections remain a leading cause of death, and the options for tre-
ating these infections are decreasing, due to the increase in Antibiotic
resistant bacteria. In fact, several bacterial strains are currently re-
sistant to virtually all known antibiotics. Like carbapenems, cepha-
losporins, macrolides and penicillins (1). Due to the resistance
problems and the low development of new antibiotics, the door is
opened for further research and their development (2).

Commonly used medicinal plants of  could be an excellent
source of drugs to fight off this problem (3).

The genus Tagetes belongs to the Asteraceae family (tribe
Tageteae) and consists of approximately 40-50 species. Is an aro-
matic herb distributed naturally from Mexico to Honduras, at ele-
vations between 1000 and 2000 m. It has sessile, glabrous,
oblong-lanceolate and opposite leaves (5-10 cm long) with yellow
terminal flowers (4).

Tagetes lucida is a native aromatic plant that was and re-
mains being one of the most important ritual plants used frequently
in Mexico. Its common names include “pericon”. It is a common weed
and not of conservation concern. Pharmacological studies of T. lucida
aerial parts or flowers have reported, insecticidal, cytotoxic, antio-
xidant and antidepressant-like effects, however, anxiolytic, sedative
or anticonvulsant effects have not yet been studied (5). Tagetes lucida
has a rich history. It is a medicinal herb that has historically been
used to treat many different ailments, such as malaria, dysentery,
asthma, diarrhea, fever, and tumors (6)

A study by Guillermo and collaborators in 2006 shows that
the plant has important effects as an antibacterial, proving its activity
with the following bacteria; against the Gram-negative bacteria, Es-
cherichia coli, Enterobacter aerogenes, Enterobacter agglomerans,
Proteus mirabilis, Klebsiella pneumonia, Salmonella typhi , Salmo-
nella spp., Shigella spp.  Shigella boydii, Yersinia enterocholitica,
Vibrio cholerae [all strains correspond to biotype El-tor] and Gram-
positive bacteria, Bacillus Sarcina lutea, Staphylococcus aureus  and
Staphylococcus epidermidis (7)

Members of the genus Shigella are gram-negative facul-
tative anaerobes that belong to the family, Enterobacteriaceae. They
share common characteristics with members of the genus, Escherichia
and the genetic relatedness clearly suggests that they are a subtype
of E. coli. The genus is divided into four species, Shigella flexneri,
Shigella boydii, Shigella sonnei and Shigella dysenteriae (8). These
species have further distributed into different serotypes based on
biochemical differences and O-antigenic variability located on the

lipopolysaccharides membrane. Each species with the exception of
S. sonnei comprises multiple serotypes among which the most pre-
valent serogroup S. flexneri are counting more than 19 serotypes
(9). Causing bacillary dysentery or shigellosis in humans with esti-
mated annual episodes of 160 million and 1.1 million deaths, most
of which are children under 5 years old in developing countries. Shi-
gella are highly invasive in the colon and the rectum, and are able
to proliferate in the host cell cytoplasm, triggering an inflammatory
reaction. The clinical manifestations of Shigella infection vary from
short-lasting watery diarrhea to acute inflammatory bowel disease
characterized by fever, intestinal cramp and bloody diarrhea with
mucopurulent feces (10). Diarrhoea caused by Shigella species is a
major public health problem in developing countries because many
cases are caused by drug-resistant Shigella (11). 

Salmonella is an enteric bacterial pathogen and a major
pathogenic bacterium that causes food poisoning. Its routes of in-
fection include contaminated foods and water. Salmonella is a gram-
negative bacillus, causes paratyphoid fever, hematosepsis and
gastroenteritis as food poisoning pathogens and these pathogens
often resist antibiotics such as tetracycline, trimethoprim-sulfame-
thoxazole and streptomycin. Salmonella has been known to have
about 2,500 serotypes, including the most frequently found typhi
and typhimurium (12). Typhoid fever is caused by Salmonella typhi.
Typhoid fever is characterized by diffuse enterocolitis associated with
hypertrophy, then necrosis of intestinal and mesenteric lymphoid
tissue. Haemorrhage is caused by erosion of a blood vessel (presu-
mably as a result of necrosis of venules and capillaries) by the ulce-
rating process (13).

2. METHODS

2.1 Preparation of the extract of Tagetes lucida
The collection of Tagetes lucida was carried out in the town

of San Martín Coapaxtongo located in the Municipality of Tenan-
cingo, Mexico, this population is located at an altitude of 2200 meters
above sea level. In the month of October. 

The leaves and flowers were separated from the stem to
obtain a weight of 50,604 g, which were added in 500 ml of hexane
without prior use. The Tagetes lucida-hexane mixture is macerated
for 168 hours at room temperature in an amber container to avoid
contact with sunlight and artificial light.

Subsequently, the mash was filtered with a sieve to remove
large remains of Tagetes and also with filter paper to remove the
residue of flowers and small leaves.

Once hexane was free of Tagetes flowers and leaves, it was
transferred to a new amber bottle. Thus obtaining 500ml of extract.

Effect of the hexanic extract of Tagetes lucida on the inhibition
of the growth of enterobacteria Shigella flexneri and Salmonella
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2.2 Preparation of strains under study and evaluation of
the hexanic extract of Tagetes lucida

Wild-type strain cultures obtained from stool cultures of
patients from the Ixtlahuaca Valentín Gómez Farías General Hospital
donated and provided by the microbiology department of the Uni-
versity of Ixtlahuaca CUI who used the strains in their reservoir were
used.

Inoculation of tubes with 3 ml of BHI broth with a 0.5
McFarland scale of the enterobacteria was performed. In the case of
Petri dishes, a routine sowing of Kirby Bauer was performed.

The tubes with BHI broth inoculated with Shigella, two se-
ries were performed in triplicate, in the first series 100 µl, 200 µl
and 300 µl of vehicle (Hexane) were added. While the second series
of tubes with BHI broth and Shigella, different concentrations of the
hexanic extract were added, 25µl, 50 µl, 75 µl, 100 µl, 150 µl, 200
µl, 250 µl, 300 µl. Both series of tubes were incubated for 18h at
37 ° C.

The tubes with BHI broth inoculated with Salmonella, two
series were performed in triplicate, in the first series 100 µl, 200 µl
and 300 µl of vehicle (Hexane) were added. While the second series
of tubes with BHI broth with Salmonella, different concentrations of
the hexanic extract were added, 25µl, 50 µl, 75 µl, 100 µl, 150 µl,
200 µl, 250 µl, 300 µl. Both series of tubes were incubated for 18h
at 37 ° C.

For the determination on the inhibition of the enterobac-
teria under study, in petri dish, sowing was carried out by the method
of Kirby Bauer. Subsequently to the crops were added different con-
centration of the vehicle (hexane) and another series of the mace-
rated. This was done with each of the enterobacteria in triplicate.
Each of the trials and series were performed in triplicate, both for
Salmonella and Shigella. The boxes were incubated for 18h at 37 °
C.

3. RESULTS 

4. DISCUSSION

The concentrations under study proved to be highly effec-
tive, blocking some pathway for the growth of enterobacteriaceae,
and showing that the vehicle does not affect growth, however it is
unknown if it affects bacterial-bacterial cellular communication.
From 75 µl there is almost total inhibition, and with 100 µl there
is total inhibition of bacterial growth.

The study previously carried out by Céspedes et al, in which
they evaluated the activity of different molecules obtained from the
Tagentes lucida plant on Gram positive and Gram negative bacteria,
inspired its replication of the present work, modified in several as-
pects as follows.

Firstly, the solvent used to macerate Tagetes lucida used
by Céspedes was methanol, then the separation, identification and
purification of different coumarins and flavonoids were carried out,
which were individually evaluated as growth inhibitors of the bac-
teria under study. In the study carried out in our research group, Ta-
getes lucida obtained and collected in Tenancingo de Degollado,
State of Mexico, was used, while the one studied by Céspedes was
collected in the State of Michoacan, which influences the type and
quantity of secondary metabolites expressed by the plant.

A further change in the replication of the study is the sol-
vent used, while Céspedes used methanol, a polar solvent, in our
study hexane, a non-polar solvent, was used. Therefore, the diffe-
rence in secondary metabolites can vary even more, not only due to
the geographical difference in the collection of the plant, but also
the type of metabolites obtained by the solvent used. On the other
hand, Céspedes purified each of the metabolites found in the mash,
while we used the mash with all the metabolites that could be ob-
tained from the process. A control experiment was made in triplicate
with hexane as well as a petri dish, to verify that the solvent did not
affect bacterial growth and that the effect that occurred was mainly
due to the action of Tagetes lucida.
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Table 1. This table shows the inhibition achieved in the growth of Shigella and Salmonella, both with vehicle and with extract. Where ++++ represents 
representative growth, +++ partial inhibition and - total inhibition of bacterial growth.



Céspedes observed inhibitions with good results from di-
luting 400 µg of compound. However, I did not achieve total inhi-
bitions at said study concentration. On the other hand, with the
Shigella bacteria they failed to obtain growth inhibition. In our study,
carried out from 75 µl of macerate, a partial inhibition of Shigella
was achieved, something that was not observed in the Céspedes
study. Thus, the difference in the secondary metabolites, as well as
the mixture of the same in the macerate, have potentiated the effect,
and thus achieved an inhibition of Shigella, and a total inhibition
of both enterobacteria from 100 µl of extract.

Another point that could reflect the lack of activity on the
part of the molecules studied by Céspedes is that both strains of Shi-
gella are wild-type strains, and the resistance to certain compounds
can vary not only from one geographical area to another, but also
between the type of sample of isolated, and the genotypes and phe-
notypes expressed.

5. CONCLUSION

The use of extracts of medicinal plants that have antimi-
crobial activity suggests an alternative under study to combat infec-
tious diseases resistant to antibiotics.

It suggests a phytochemical panel for determining the ac-
tive metabolites of the extract and evaluating which is the most active
against bacterial growth. As well as elucidating the mechanism by
which such inhibition is achieved and whether it also inhibits the re-
lease of virulence factors. It was found that the solvent did not affect
growth, different concentrations of the macerate were evaluated.
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RESUMEN
Uno de los quesos frescos tradicionales típicos del Ecuador es el queso de hoja, un queso de pasta hilada, que
se elabora de manera artesanal envuelto en hoja de achira (Canna indica), mientras en la industria es em-
pacado al vacío en bolsas de polietileno. En el presente estudio se comparó la calidad microbiológica de estos
quesos, evaluando los indicadores de la calidad higiénico-sanitaria, además se cuantificaron y caracterizaron
fenotípicamente bacterias ácido lácticas (BAL).  Las muestras se recolectaron en queseras artesanales y plantas
industriales de la ciudad de Latacunga. Se determinaron recuentos de aerobios mesófilos aplicando la Norma
Técnica Ecuatoriana NTE INEN 1529 5, coliformes totales, Escherichia coli y Staphylococcus aureus se analizaron
utilizando placas Petrifilm (AOAC 991.14 - AOAC 2003.07). El recuento de bacterias ácido lácticas empleó el
método PRT-712.02-047. Los resultados de los indicadores de la calidad higiénico-sanitaria: coliformes, E.
coli y S. aureus examinados en los quesos de hoja artesanales y de elaboración industrial, en todos los casos
superaron los límites de aceptabilidad establecidos por la normativa ecuatoriana, sugiriendo deficiente calidad
higiénica de los procesos o incorrecta manipulación de la leche empleada como materia prima. Los recuentos
de Lactobacillus y Lactococcus en los quesos industriales presentaron una reducción estadísticamente signifi-
cativa comparados con los recuentos de estos microorganismos en los quesos artesanales, esto corresponde a
una diferencia en porcentaje de 18,15 % y 14,27 % respectivamente. Se aisló un total de 32 cepas de bacterias
de ácido láctico, estas mostraron características fenotípicas similares, pero tuvieron una respuesta diferente a
la tolerancia a niveles de pH (4.4; 9.4) y NaCl (6.5 %). Es importante complementar la evaluación microbio-
lógica con un análisis sensorial para evaluar el efecto de las BAL sobre las características organolépticas de
los quesos de hoja de procedencia artesanal e industrial.

ABSTRACT
One of the traditional fresh cheeses in Ecuador is the artisanal leaf cheese, a kind of stretched-curd cheese.
The artisanal product is wrapped in achira leaves (Canna indica), while the industrial leaf cheese is packed at
vacuum in high density polyethylene bags. In this study the microbiological quality of both products was com-
pared. The hygienic-sanitary microbial indicators and lactic acid bacteria (LAB) were quantified. The LAB iso-
lated were characterized phenotypically. The samples were obtained from artisanal cheese-making and
industrial located in Latacunga city province Cotopaxi.
The total aerobic mesophilic count was made based on national regulations (NTE INEN 1529 5); total coliforms,
Escherichia coli and Staphylococcus aureus was evaluated using petrifilm methods (AOAC 991.14 - AOAC
2003.07) and to LAB was used PRT-712.02-047. The results show high quantities of total coliforms, E. coli
and S. aureus in both products, these data exceed the limits of acceptability established in Ecuadorian regu-
lations, this evidence poor hygienic quality of the processes or incorrect controls of milk as raw material. The
lactic acid bacteria count showed statistically significant differences, the industrial cheeses had a reduction of
18,15% of Lactobacillus and 14,27% of Lactococcus compared with artisanal cheeses. A total of 32 strains of
lactic acid bacteria were isolated, these showed similar phenotypic characteristics, but these had a different
response at the level of pH (4,4;9,4) and NaCl (6,5%). The sensory evaluation will be an important complement
in this type of study.
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Bacterias ácido lácticas 
Calidad higiénico-sanitaria
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Queso de hoja industrial
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1. INTRODUCCIÓN

El queso es un alimento, que aporta a la dieta de la po-
blación, a la vez que constituye un bien cultural alimentario, y sus-
tenta una cadena de valor local de importancia económica, que
puede contribuir al desarrollo local y regional (1). 

Entre los quesos elaborados en el mundo están los quesos
de pasta hilada que incluyen variedades de quesos como el Mozza-
rella, Provolone, Scamorza, Caciocavallo originados en el norte del
mediterráneo (Italia, Grecia, los Balcanes, y Turquía), su principal
característica  es el tratamiento térmico aplicado una vez obtenida
la cuajada , la cual es sumergida en agua, suero o salmuera calien-
tes y se manipula mecánica o manualmente hasta obtener una con-
sistencia plástica seguida de moldeo según la forma y tamaño
deseado (2). Uno de los ingredientes de estos quesos es un cultivo
iniciador empleado para incrementar la acidez de la leche y subse-
cuentemente de la cuajada lo que permitirá su plastificación y esti-
ramiento por efecto del calentamiento (3).

Uno de los quesos tradicionales elaborados en  Ecuador y
que se encuentra en la categoría de pasta hilada, es el queso de
hoja,   la norma técnica ecuatoriana  NTE INEN 1528, lo define como
un producto no madurado obtenido a partir de queso criollo acidi-
ficado de forma natural en presencia de bacterias mesófilas nativas
de Ecuador no patógenas; sometido a calentamiento previo al hi-
lado, su característica es la envoltura en hoja de achira (Canna in-
dica) (4).  

Este producto está catalogado como patrimonio culinario
de la región Sierra (5). Las ciudades en las que se elaboran y co-
mercializan con su particular envoltura son Cayambe y Latacunga
(6), sin embargo, estos quesos no cuentan con notificación sanitaria,
en contraste, las plantas procesadoras de lácteos los comercializan
envasados al vacío en bolsas de polietileno de alta densidad y con
la respectiva notificación sanitaria.

Las queseras artesanales generalmente elaboran su pro-
ducto con leche no pasteurizada, esto genera su acidificación por la
actividad metabólica de las bacterias nativas, debiendo aplicarse las
prácticas correctas de higiene en su elaboración para prevenir la
contaminación cruzada, y evitar la presencia de microorganismos
potencialmente patógenos.  En el caso de los quesos de hoja proce-
dentes de plantas industriales, al recibir la leche un tratamiento tér-
mico, que disminuye las bacterias patógenas, también disminuye la
microbiota nativa. En este marco, el objetivo del presente estudio
fue evaluar la calidad microbiológica de los quesos de hoja en tér-
minos de microorganismos indicadores de la calidad higiénico – sa-
nitaria, adicionalmente se evaluaron niveles de las bacterias ácido
lácticas y se caracterizaron fenotípicamente 32 aislados.

2. MATERIALES Y MÉTODOS

2.1 Localización geográfica del estudio
El estudio se realizó con muestras seleccionadas de queso

de hoja artesanal e industrial elaborado en la ciudad de Latacunga
( 0°56'6.8'' S 78°36'55.9'' O ), provincia de Cotopaxi - Ecuador.

2.2 Toma de muestras
Las muestras se tomaron de tres queseras artesanales

(QHA1, QHA2, QHA3), que empacan sus productos en hojas de
achira (Canna indica) y de una industria local (QHI1, QHI2), que
los comercializa en bolsas de plástico de polietileno de alta densidad
Figura 1.

De cada quesera se tomaron aleatoriamente 2 muestras
por un periodo de tres semanas consecutivas, examinando un total
de 30 muestras de acuerdo a lo especificado por la Norma NTE.
INEN 1529-2-2013 (7). Las muestras fueron tomadas de los lugares
de comercialización.

Figura 1. Queso de Hoja A: industrial empacado en bolsas de plástico de polie-
tileno de alta densidad; B: artesanal empacado en hojas de achira

2.3 Material y método
Para la preparación de las diluciones de las muestras de

queso de hoja se trabajó, con diluciones sucesivas de orden diez
según lo especificado por la norma NTE INEN 1529:2-2013 (7) uti-
lizando como diluyente agua de peptona al 0,1.%.

2.3.a Recuento de microorganismos aerobios mesófilos 
El recuento de microorganismos aerobios mesófilos se re-

alizó de acuerdo a la norma NTE INEN 1529-5 (8), por el método
de inoculación con vertido en placa, utilizando 1 mL de la dilución
requerida en PCA (DIFCO 770572), incubando a 30.°C ± 1.°C de
48 a 75 h.

A B
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2.3.b Recuento de bacterias coliformes, E. coli y S. au-
reus

Para este ensayo se emplearon los métodos oficiales para
recuentos mediante la técnica de Petrifilm, AOAC 991.14 para E.
coli/coliformes (9) y AOAC 2003.07 para S. aureus (7).

2.3.c Recuento de bacterias ácido lácticas (BAL)
Para el recuento de BAL se consideró como referencia la

Norma PRT-712.02-047 (10) del Instituto de Salud Pública de Chile
y la Norma ISO 16068 (11), empleando el método de vertido en
placa. Los recuentos de lactobacilos se realizaron en el medio MRS
(Man Rogosa Sharpe, OXOID CM0361), acidificado a pH 4.5 y los
recuentos de Lactococcus en el medio M17 Agar (OXOID CM0785).
Se mezcló 1 mL de la dilución requerida con agar fundido, incu-
bando las placas a 37 °C por 72 h en condiciones aérobicas para el
medio MRS (10). Mientras que para el agar M17, las placas se in-
cubaron a 32 °C por 48h en condiciones microaerofílicas utilizando
el sistema de jarras Gas-Pack (10).

Para conocer la reducción del crecimiento de Lactobacillus
y Lactococcus en quesos industriales respecto a BAL de quesos ar-
tesanales, se  aplicó la siguiente ecuación: 

% reducción=(No-Nf) / No  x 100. 
Donde:
No = Población de Lactobacillus o Lactococcus (valor promedio)

en quesos artesanales.
Nf = Población de Lactobacillus o Lactococcus (valor promedio)

en quesos industriales.

2.3.d. Caracterización fenotípica de aislados de BAL 
Los cultivos de BAL provenientes de queseras artesanales

e industriales se examinaron macroscópicamente previa la selección
de colonias de morfología más representativa, cada colonia se pu-
rificó mediante 3 transferencias sucesivas en un nuevo medio de cul-
tivo hasta la obtención de cultivos puros, después cada colonia se
examinó para la respuesta al Gram y los ensayos: catalasa, oxidasa,
movilidad, crecimiento a 10 °C y 45 °C,  en medio salino con con-
centración de NaCl 6.5 % y NaCl 18 %, a pH 4.4 y pH 9.6  además
la producción de CO2 a partir de glucosa.

Análisis estadístico
Los resultados de los ensayos de enumeración de los in-

dicadores de higiene y de BAL, se analizaron estadísticamente me-
diante un análisis de varianza de una vía, seguido por el test de
Tukey (P <0.05) empleando el software INFOSTAT 2017 para de-
terminar las diferencias significativas.

3. RESULTADOS 

3.1 Recuento de microorganismos indicadores de
calidad higiénico-sanitaria

En la Tabla 1 se aprecia la diferencia en los niveles po-
blacionales de algunos indicadores de calidad higiénico-sanitaria
(Coliformes, E. coli, S. aureus) en los quesos de hoja de elaboración
artesanal e industrial.

Tabla 1. Recuentos de microorganismos indicadores de la
calidad higiénico-sanitaria

Muestras        Aerobios         Coliformes        E. coli          S. aureus
Mesófilos

QHA1 9,18 a ± 0,04        5 ,67a ± 0,08       1,80a ± 0,06        3,46a ± 0,04

QHA2 8,59 a± 0,10         6,56a ± 0,17                   0                 3,38a ± 0,07

QHA3 9,35a ± 0,08         6,35a± 0,10         1,67a ± 0,00        3,41a ± 0,11

QHI1 7,81 b ± 0,06        3,64 b ± 0,07                   0 0

QHI2 7,36 b ± 0,03        3,65 b ± 0,07                   0 0

a-b Valores de grupos microbianos en quesos, dentro de una misma columna, que
no comparten el mismo superíndice son  significativamente diferentes(P< 0.05)
Los valores expresados en Log UFC/g se presentan como las medias ± la des-
viación estándar de 3 réplicas procedentes de 2 muestras de queso de hoja arte-
sanal (QHA) o industrial (QHI), que representan a un total de 30 muestras

3.2 Recuento de Bacterias ácido lácticas
En la Tabla 2 se muestran los niveles poblacionales de

bacterias ácido lácticas (Lactobacillus y Lactococcus) expresados en
Log 10 UFC/g en los quesos de hoja de elaboración artesanal e in-
dustrial.

Tabla 2.  Niveles de Lactobacillus y Lactococcus

Muestras Lactobacillus Lactococcus
QHA1 9,16 ax ± 0,27 9,39 ax ± 0,26
QHA2 8,76 ax ± 0,09 9,15 ax ± 0,34
QHA3 9,35 ax ± 0,22 9,41 ax ± 0,15
QHI1 7,82 bx ± 0,04 8,27 by ± 0,04
QHI2 7,06 bx ± 0,08 7,70 by ± 0,06

a-b Valores de grupos microbianos en quesos, dentro de una misma columna, que
no comparten el mismo superíndice son significativamente diferentes (P< 0.05).
x-y Valores de grupos microbianos en quesos, dentro de una misma fila, que no
comparten el mismo superíndice son significativamente diferentes (P< 0.05).
Los valores expresados en Log UFC/g se presentan como las medias ± la des-
viación estándar de 3 réplicas procedentes de 2  muestras de queso de hoja arte-
sanal (QHA) o industrial (QHI), que representan a un total de 30 muestras 



3.3 Caracterización metabólica de cepas BAL
Se examinaron 18 aislados en el medio MRS y 14 en el

medio M17 incubado en condiciones anaerobias, de los cuales 21
provinieron del queso de hoja artesanal y 11 del industrial. Los ais-
lados de presuntas BAL purificadas, cuyos ensayos de identificación
fenotípica les presenta como colonias lenticulares de color blanco,
que agrupan bacilos o cocos Gram (+), catalasa (-), oxidasa (-),
no mótiles, condujeron a la caracterización de los géneros Lactoba-
cillus y Lactococcus como parte de la microbiota responsable de la
formación del queso de hoja y de sus atributos sensoriales: olor,
sabor, flavor y textura.

En la figura 2 se muestran los seis grupos del BAL carac-
terizados en función de su morfología y su respuesta metabólica
frente al crecimiento bacteriano a diferentes temperaturas, concen-
tración salina, variación de pH y producción de CO2 a partir de glu-
cosa.  

Grupo A: Lactobacillus s.p Crecimiento a 10 °C y 45 °C
(+); NaCl 6.5 % (+); NaCl 18% (-); pH 4.4 (+); pH 9.6 (+);
CO2 de la glucosa (-).

Grupo B: Lactobacillus s.p Crecimiento a 10 °C y 45 °C
(+); NaCl 6.5% (+); NaCl 18% (-); pH 4.4 (+); pH 9.6 (-); CO2

de la glucosa (-).
Grupo C: Lactobacillus s.p Crecimiento a 10 °C y 45 °C

(+); NaCl 6.5 % (-); NaCl 18 % (-); pH 4.4 (-); pH 9.6 (+); CO2

de la glucosa (-).
Grupo D: Lactobacillus s.p Crecimiento a 10 °C y 45 °C

(+); NaCl 6.5 % (-); NaCl 18% (-); pH 4.4 (-); pH 9.6 (+); CO2

de la glucosa (-).
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Grupo E: Lactobacillus s.p Crecimiento a 10 °C y 45 °C
(+); NaCl 6.5% (+); NaCl 18% (-); pH 4.4 (-); pH 9.6 (-); CO2

de la glucosa (-).
Grupo F: Lactococcos  s.p  Crecimiento a 10°C y 45°C (+);

NaCl 6.5% (+); NaCl 18% (-); pH 4.4 (-); pH 9.6 (+); CO2 de la
glucosa (-).

4. DISCUSIÓN

4.1. Recuento de microorganismos indicadores de la ca-
lidad higiénico-sanitaria

De manera global, los recuentos de coliformes, E. coli y S.
aureus examinados en los quesos de hoja de elaboración artesanal
e industrial superan los límites de aceptabilidad establecidos en la
normativa ecuatoriana, sugiriendo pobre calidad higiénica del pro-
ceso y/o incorrecta manipulación de la leche como materia prima.
Para reducir estos niveles es necesario mejorar la aplicación de las
correctas prácticas de higiene tal como lo establecen los programas
de HACCP (13).

Por otra parte, se aprecia diferencias estadísticamente sig-
nificativas en los niveles de estos microorganismos dependiendo de
su origen, los elaborados artesanalmente presentaron los niveles
más altos de indicadores, en contraste en los quesos de elaboración
industrial hubo ausencia de S. aureus y E. coli y una reducción de
70 % en coliformes y 19 % en aerobios mesófilos.

La reducción de la microbiota se puede atribuir a que en
la elaboración industrial por lo general el control de calidad de la
materia prima es riguroso, se aplica tratamiento térmico a la leche
cruda, se controla las condiciones higiénico sanitarias del proceso,

Figura 2. Número de BAL aisladas de quesos artesanales e industriales clasificadas en seis grupos según su morfología 
y respuesta metabólica.



el grado de manipulación de los operarios es menor, además se
debe considerar que el material de empaque usado, bolsas de po-
lietileno de alta densidad, representa un envase aséptico sumado
al empacado al vacío, versus hojas de vegetales, un producto natural
sin cierre hermético que puede propiciar el ingreso de contaminan-
tes.

El grupo de aerobios mesófilos comprende microorganis-
mos aerobios y anaerobios facultativos que se desarrollan a tem-
peraturas medias, estos representan la totalidad de la carga
microbiana cultivable. Su determinación es importante para la ca-
lidad y seguridad del queso debido a que existe el riesgo de la pre-
sencia de patógenos y microorganismos causantes de la
descomposición del producto que sobreviven al calentamiento de la
leche o al tratamiento térmico (14).

Su recuento alto en los quesos de hoja artesanales o in-
dustriales no necesariamente indican alteración inminente debido
a que el queso es un alimento vivo, una matriz que está constante-
mente en evolución, sin embargo, en el caso de quesos de hoja,
dada su naturaleza perecible este indicador si puede asociarse a ca-
lidad higiénico-sanitaria y sugerir problemas de higiene o abuso
de temperaturas durante el transporte o conservación del producto.

Los coliformes agrupan a especies no categorizadas taxo-
nómicamente, aunque están ampliamente distribuidas en el am-
biente, sin embargo, existe un subgrupo cuyo origen es intestinal,
siendo E. coli la especie más relevante, por la existencia de serotipos
patogénicos.  En realidad, el grupo coliforme se ha empleado his-
tóricamente como indicador de higiene asociado a contaminación
fecal, sin embargo, varios estudios han demostrado que la mayoría
de coliformes provienen de fuentes ambientales por consiguiente
los niveles de coliformes en el queso raramente indicarían conta-
minación fecal (15), por lo tanto, la presencia de E. coli en el queso
de hoja depende exclusivamente de las condiciones higiénicas defi-
citarias durante la producción, por contaminación de la materia
prima, superficies inertes (equipos, accesorios, utensilios, pisos, pa-
redes), del aire de la sala de elaboración y a través de los operarios,
es decir este grupo puede establecerse en los quesos por contami-
nación cruzada.

S. aureus, es el indicador específico de contaminación a
través de los manipuladores y puede transferirse al queso de hoja
a partir de la leche contaminada intrínsecamente o de superficies
vivas tales como la ubre de la vaca, piel, manos, uñas y cabello de
los operadores, con el peligro de que su multiplicación en el queso
resulte favorable para la producción de una enterotoxina termorre-
sistente, agente de intoxicación estafilocócica (16). Las superficies
inertes también son foco de contaminación y parece que no basta
controlar sus niveles con limpieza y desinfección, dada su capacidad
de formar biopelículas y resistir a ambientes hostiles (17).

Cabe recalcar que el queso de hoja de cualquier sistema
de elaboración es susceptible de adquirir otros microrganismos se-
cundarios mientras se combina con los componentes ambientales,
en su recorrido del campo a la mesa, de modo que los indicadores
pueden sobrepasar los criterios microbiológicos de aceptación. 

En quesería, el paso de la elaboración casera a la produc-
ción masiva y tecnificada sin duda resulta en mayores volúmenes
de producción, un mejor control en las características físicas, físico-
químicas y microbiológicas, involucra además una estandarización
de actividades, procesos y productos que puede reflejarse en una
mejor calidad higiénica.

Además, es innegable que los quesos tradicionales de
hoja, comercializados a pequeña escala pueden ser alimentos muy
importantes por su contribución al desarrollo de zonas rurales del
país y de su población.

4.2. Recuento de bacterias ácido lácticas
En este estudio, la mayoría de Lactobacillus son fisiológi-

camente similares y comparten los mismos requerimientos nutricio-
nales, forman colonias de igual morfología al crecer en el medio de
cultivo MRS a pH 5.4, el uso de este medio de cultivo acidificado,
promueve el crecimiento únicamente de lactobacilos que toleran ni-
veles de pH más bajos (pH 5.0 – 6.5) que los Lactococcus (18).

Los recuentos de Lactobacillus y Lactococcus en los quesos
de hoja artesanales  y de elaboración industrial variaron entre 7,06
± 0,08 UFC/g y  9,41 ± 0,15 UFC/g, en las muestras examinadas
(Tabla 2),  estos valores se muestran próximos a los determinados
en quesos similares de pasta hilada producidos en otras latitudes,
como el queso Oaxaca muy popular en México elaborado artesa-
nalmente con leche cruda, el cual  reveló 9,8±0,8 log UFC/g de
Lactobacillus (19), mientras en el queso artesanal hondureño, se
encontraron niveles de BAL entre 1,00 a 8,95 log UFC/g, con un pro-
medio general de 4.76 ± 1.99 UFC/g (20). 

Los niveles poblaciones de Lactococcus y Lactobacillus fue-
ron similares en los quesos de hoja artesanal, en el caso de los que-
sos industriales existe mayor cantidad de Lactococcus respecto a
Lactobacillus (Tabla 2). Este resultado es similar al reportado en el
queso fresco de pasta hilada Fior di latte elaborado en las regiones
del sur de Italia que presentaron un nivel más elevado de cocos
frente a bacilos (21).

Adicionalmente, los productos industriales se distinguen
de los artesanales por la reducción poblacional de Lactobacillus en
18,15 % y Lactococcus en 14,27 %. Estas reducciones se atribuyen
al efecto de un tratamiento térmico más intenso empleado durante
el procesado industrial. En este caso, la tecnificación del proceso de
elaboración del queso, aunque significa mejoras en la higiene y con-
servación del producto, reduce los niveles de BAL, que son las bac-
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terias más importantes implicadas en el sabor, aroma y textura del
queso. Se sabe que el aroma está dado principalmente por com-
puestos orgánicos volátiles derivados del metabolismo de la BAL y
depende de aspectos tecnológicos específicos de los distintos tipos
de queso (22). 

4.3. Caracterización metabólica de cepas BAL
Las características organolépticas, así como la vida útil y

la seguridad del queso, dependen en gran medida de la composición
y la evolución de su microbiota (23). En este sentido, algunos estu-
dios centrados en la biodiversidad bacteriana de los quesos de hoja
artesanales pueden conducir al desarrollo de cultivos iniciadores y
cultivos adjuntos de importancia tecnológica (24), que permitan ob-
tener quesos de hoja industriales con mejores características senso-
riales, de ahí que en el presente estudio a partir de un tamizaje
rápido y económico se caracterizaron 32 cepas de BAL en función
de los atributos de crecimiento y su morfología.

Dichas características permitieron la discriminación en 6
grupos (Figura 2) con base en la similitud de respuestas a los dife-
rentes ensayos. Esta primera clasificación sirve de aproximación a
la selección de BAL con características de interés para la industria
quesera.

Todos los aislados de los grupos A, B, C, D, E, F, crecieron
a temperaturas de 10 °C y 45° C, algunas especies como Lactobaci-
llus plantarum pueden desarrollarse simultáneamente en estos dos
valores, sin embargo, en la práctica es poco común encontrar este
comportamiento. Los resultados obtenidos en esta investigación con-
trastan con lo anterior, ya que el 100 % de los aislados crecieron
en dichas temperaturas, esto puede atribuirse a que las BAL para
responder al estrés por los cambios bruscos de temperatura disponen
de un mecanismo adaptativo mediante la activación de proteínas
de choque térmico (HSPs) o de proteínas inducidas por el frío (CIP)
cuando hay ambientes muy fríos, garantizando así su supervivencia
(25). 

En cuanto al crecimiento en medio MRS con  NaCl, ninguno
de los aislados  se desarrolló en una concentración salina al 18%,
coincidiendo con la mayoría de las BAL que no crecen en este am-
biente, excepto Tetragenococcus (26). En cambio, los aislados de los
grupos A, B, E, F, crecen en NaCl al 6.5 % a diferencia de los aislados
en C y D, que no crecen bajo esta condición. En un estudio con varios
quesos europeos se detectaron BAL con tolerancia al 7.0 % de NaCl,
dato consistente con lo ocurrido en este estudio (27).  Sin embargo,
las respuestas distintas de halotolerancia pueden explicarse por la
biodiversidad (28). De otro lado, la halotolerancia de las cepas ana-
lizadas, indica que estas podrían exhibir propiedades tecnológicas
y enzimas de interés, no solo para la industria láctea sino para el
sector biotecnológico (29). En general, se sabe que la regulación de

los genes inducidos por la presión osmótica afecta al estado fisioló-
gico y a las propiedades de las BAL, también afecta indirectamente
a la formación de metabolitos (30).

En relación al pH, varias cepas mostraron variabilidad de
crecimiento, según (31) el crecimiento de Lactobacillus a pH 4.4 es
variable, en este sentido otro estudio (27) caracterizó cepas de BAL
de quesos utilizando medios alcalinos pH 9.5; esto concuerda con
los resultados obtenidos en el presente estudio Figura 2.

Ningún grupo presentó producción de CO2 por fermenta-
ción de la glucosa, cumpliendo la característica de las cepas aisladas
del queso de hoja que no deberían ser formadoras de gas, rasgo
que es característico de algunos quesos madurados como el Gouda
(32). La no producción de gas es típica de los bacilos homofermen-
tativos, cuyo principal producto metabólico es el ácido láctico, en
cambio las BAL heterofermentativas, además de ácido láctico gene-
ran otros compuestos entre los que se encuentran el dióxido de car-
bono. Sin embargo, de acuerdo al esquema de clasificación general
propuesto por (33) solamente el grupo B (6 cepas) se caracteriza
como Lactobacillus. Los aislados restantes Lactobacillus (A, C, D, E)
presentan características diferentes pese a que son BAL, por lo que
las respuestas a estos ensayos no son concluyentes para la identifi-
cación de especie sin embargo se debe destacar la diversidad de
bacterias lácticas presentes en el queso de hoja ecuatoriano.

En cuanto a los Lactococcus (Grupo F) de acuerdo a (34)
presentan las características propias de este género, pudiendo per-
tenecer a Enterococcus.  Dentro de las BAL también los géneros Te-
tragenococcus y  Aerococcus, se desarrollan a pH 9.6.

Aparte de las características descritas para Enterococcus:
crecimiento a 10 °C y 45 °C, en 6.5 % de NaCl y a pH 9.6, su sobre-
vivencia después de calentamiento a 60 °C durante 30 minutos ase-
gura la correspondencia a este género, en esta ocasión no se realizó
dicho ensayo in vitro, sin embargo, se evidencia la tolerancia de ais-
lados de BAL a dicha temperatura ya que durante el procesamiento
se realiza el estiramiento de la pasta a 70 ºC.

5. CONCLUSIONES

La evaluación microbiológica comparativa de los quesos
de hoja artesanales e industriales, mediante niveles de indicadores
de higiene, superan los límites de aceptabilidad descritos en la nor-
mativa ecuatoriana, sugiriendo pobre calidad higiénica de los pro-
cesos, del entorno o incorrecta manipulación de la leche; para
reducir estos niveles es necesario mejorar la aplicación de las co-
rrectas prácticas de higiene tal como lo establecen los programas
del sistema HACCP. Adicionalmente la intensidad del tratamiento
térmico aplicado afecta a los niveles poblacionales de BAL en los
dos tipos de quesos examinados. 
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El queso de hoja artesanal es potencial fuente de BAL in-
dígenas, a partir de las cuales se pueden preparar cultivos inicia-
dores y no iniciadores que diversifiquen el flavour y aroma de los
quesos elaborados industrialmente.

Sin duda, el queso de hoja elaborado artesanalmente re-
quiere mejoras en el aspecto higiénico e innovación a fin de garan-
tizar su calidad e inocuidad, sin pérdida de sus características
sensoriales típicas que lo identifican como un elemento represen-
tante de la gastronomía ecuatoriana-española y un atractivo turís-
tico de Latacunga, Ecuador.
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ORIGINAL

RESUMEN
El objetivo de esta investigación fue la determinación de la adherencia terapéutica en pacientes con enfermedades crónicas
del club de adultos mayores de un centro de atención primaria de Riobamba - Ecuador, para lo cual participaron 25 pa-
cientes previo consentimiento informado. Se empleó método subjetivo indirecto, basado en cuestionario dirigido a de-
terminar características sociodemográficas de los pacientes, grado de adherencia terapéutica a través del test de Morisky
Green y posibles factores influyentes en la adherencia, consideraron las 4 principales dimensiones establecidas por la
OMS. Para análisis de resultados se utilizó SPSS-PC 24.5 Windows y niveles de significancia de 0,05 %. Los resultados
mostraron un predominio de género femenino (80 %), un promedio de edad de 70,2 años y un grado de instrucción pri-
maria en un 60 % de los pacientes. Se identificó que un 56 % de los pacientes padecían al menos dos enfermedades cró-
nicas, resultando la hipertensión arterial la más prevalente (84 %); y un 64 % de ellos se administraban 2 a 3
medicamentos diarios. Sedeterminó que el 64 % de los adultos mayores eran inadherentes con el esquema terapéutico
prescrito, encontrando que los factores socioeconómicos incidieron de manera totalitaria sobre los pacientes en estudio.
Los factores relacionados con el equipo de salud, la terapia y los inherentes al paciente, incidieron en la adherencia te-
rapéutica en menor proporción. La insuficiencia económica para costear los medicamentos y las dietas de elevado costo
prescritas, resultó ser la variable con mayor impacto en la inadherencia terapéutica, encontrando relación directa con el
grado de instrucción primaria que tenían mayoritariamente los pacientes en estudio. Además, todas las variables repor-
tadas en el estudio como causas de la inadherencia al tratamiento exigen direccionar acciones orientadas a afianzar un
sistema sanitario basado en la promoción y prevención de salud, a fin de aumentar la calidad de vida de los pacientes.

ABSTRACT
The objective of this investigation was the determination of therapeutic adherence in patients with chronic diseases of the
club of older adults of a primary care center in Riobamba-Ecuador, for which 25 patients participated with prior informed
consent. An indirect subjective method was used, based on a questionnaire aimed at determining the sociodemographic
characteristics of the patients, degree of therapeutic adherence through the Morisky Green test and possible influencing
factors on adherence, considered the 4 main dimensions established by the WHO.
SPSS-PC 24.5 for Windows and significance levels of 0.05 % were used for results analysis. The results showed a predo-
minance of female gender (80 %), an average age of 70.2 years and a degree of primary education in 60 % of the
patients. It was identified that 56 % of the patients suffered from at least two chronic diseases, with hypertension being
the most prevalent (84 %); and 64 % of them administered 2 to 3 medications daily.It was determined that 64 % of
older adults were inadherent with the prescribed therapeutic scheme, finding that socioeconomic factors had a total impact
on the study patients. Factors related to the health team, therapy, and those inherent to the patient, influenced therapeutic
adherence in a lesser proportion. The economic insufficiency to pay for the medications and the high-cost diets prescribed,
turned out to be the variable with the greatest impact on therapeutic non-adherence, finding a direct relationship with
the degree of primary education that the study patients had mostly. In addition, all the variables reported in the study as
causes of non-adherence to treatment require directing actions aimed at strengthening a health system based on health
promotion and prevention, in order to increase the quality of life of patients.
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1. INTRODUCCIÓN

La falta de adherencia a los tratamientos farmacológicos
en enfermedades crónicas es un problema a nivel mundial que
afecta la efectividad de los medicamentos, generando resultados
negativos en la salud del paciente y un impacto en el gasto sanitario
(1). Una inadecuada adherencia al tratamiento implica un peor con-
trol de la enfermedad, aumento en la estancia hospitalaria, visitas
a urgencias, pruebas complementarias y la utilización de otros fár-
macos, aumentando la probabilidad de aparición de resistencia a
los mismos (2).

Según la OMS, la falta de adherencia al tratamiento en
enfermedades crónicas implica un problema de salud pública de
grandes dimensiones en todas las áreas de salud, ya que a nivel
mundial estas van en aumento con elevadas tasas de fracaso y baja
adherencia al tratamiento, constituyéndose en una de las principales
causas de invalidez y muerte prematura (3).
El inadecuado cumplimiento del tratamiento está muy extendido,
calculándose que aproximadamente el 50 % de las medicaciones
para enfermedades crónicas no transmisibles como hipertensión,
dislipidemias, diabetes, entre otras, no se administran o lo hacen
en forma errónea, teniendo como resultado un problema de gran
magnitud, si se tiene en cuenta que alrededor del 5 % de la pobla-
ción padece de enfermedades crónicas que no generan síntomas de
forma inmediata, sino a largo plazo (4).

La Organización Panamericana de Salud (3) indica que
entre el 30 y el 50 % de los adultos mayores no siguen correcta-
mente la prescripción médica y más del 90 % toman dosis inferiores
de las prescritas por el médico.De igual manera en Madrid, el Ob-
servatorio de la Adherencia al Tratamiento (5) estimó que la falta
de adherencia en atención primaria alcanzaba el 57 %, y los pa-
cientes polimedicados eran los que menos cumplían el tratamiento,
debido a que lo abandonaban, desconocían la gravedad de la en-
fermedad o carecían de síntomas, entre otras complicaciones.
Resulta evidente la importancia de la identificación de los pacientes
incumplidores, por lo que a través del tiempo se han encontrado y
validado métodos que permiten estimar en la práctica clínica el cum-
plimiento terapéutico en diferentes enfermedades, siendo uno de
ellos el Test de Morisky-Green, muy empleado en la valoración de
actitudes acerca del tratamiento en enfermedades crónicas, presen-
tando además la ventaja de proporcionar información sobre las cau-
sas del incumplimiento (1) (6).

Algunos estudios refieren que el mal uso de los medica-
mentos por parte del paciente es debido en muchas ocasiones al
desconocimiento de estos, generalmente a causa de falta de infor-
mación o de comprensión, mala interpretación u olvido de las ins-
trucciones recibidas; por lo que el no entender el modo de utilizarlos
conlleva al abandono del tratamiento (7).

Según el Grupo de Trabajo en Fármacos de la Sociedad
Española de Medicina de Familia y Comunitaria (SemFYC), existen
variables relacionadas con el paciente, con la enfermedad que pa-
dece, con el sistema sanitario y con el propio tratamiento (8).

Es así como el aumento del envejecimiento poblacional,
las enfermedades crónicas y los pacientes polimedicados son factores
fundamentales que impactan en la disminución de la adherencia a
los tratamientos; por lo que evaluar las causas que influyen en este
tipo de pacientes desde el inicio del tratamiento y durante el tiempo
necesario es de vital importancia (9).

Todos estos antecedentes condujeron al objetivo de esta
investigación que fue la determinación de la adherencia terapéutica
en adultos mayores con patologías crónicas, a fin de aportar datos
referenciales en nuestro país que permitan generar planes estraté-
gicos dirigidos a la reducción de la inadherencia terapéutica, de ma-
nera específica en este grupo de pacientes.

2. MATERIAL Y MÉTODOS

Se evaluó la adherencia terapéutica en 25 pacientes diag-
nosticados con enfermedades crónicas y partícipes del club de adultos
mayores de un Centro de Atención Primaria de Salud de Riobamba
- Ecuador, que previo a un consentimiento informado accedieron a
contribuir con el estudio. Para la recolección de la información, se
empleó el método subjetivo indirecto, por lo que se aplicó un cues-
tionario dividido en tres partes; la primera sección contenía
interrogantes dirigidas a determinar las características sociodemo-
gráficas de los pacientes, como la edad, género, escolaridad, tipos
de enfermedades crónicas, tiempo de evolución de la enfermedad y
la cantidad de medicamentos que consumían. La segunda sección
evaluaba el grado de adherencia terapéutica a través del test de
Morisky Green, cuestionarioconformado por cuatro preguntas con
respuesta dicotómica (sí/no) y empleado para valorar actitudes in-
herentes al cumplimiento del tratamiento de la enfermedad del pa-
ciente, al permitir identificar la condición de incumplidor, cuando
las respuestas se ajustan al orden (no/sí/no/no) (10). Finalmente,
la tercera parte de la encuesta se centró en indagar los posibles fac-
tores influyentes en la adherencia a los tratamientos farmacológicos
y no farmacológicos, por lo que se consideraron las 4 principales di-
mensiones establecidas por la OMS, que a saber son: los factores
socioeconómicos, los relacionados con el equipo de salud, los conexos
con la terapia y los inherentes al paciente (11). Para esta última
parte de la encuesta, se utilizó un cuestionario diseñado y validado
por Bonilla y Gutiérrez (12).

Para el procesamiento de los resultados obtenidos, se utilizó
el paquete estadístico SPSS-PC 24.5 para Windows. Los niveles de
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significancia fueron establecidos en el 0,05 % con intervalos de con-
fianza del 95 %.

3. RESULTADOS Y DISCUSIÓN

El estudio aplicado a los 25 pacientes del club del adulto
mayor, arrojaron resultados de las variables sociodemográficas, que
mostraron un predominio con 80 % de género femenino y un pro-
medio de edad de 70,2 años, tal como se evidencia en la tabla 1.

Con respecto al grado de instrucción, el 60 % de los adul-
tos mayores aseguraron haber culminado la instrucción primaria,
el 28 % la secundaria y el 12 % no haber asistido a ningún centro
educacional. Estos datos no mostraron significación estadística, sin
embargo, ciertos autores manifiestan que el bajo nivel de escolari-
dad influye de manera significativa en la adherencia terapéutica,
pues los pacientes con menor instrucción académica no comprenden
correctamente las indicaciones recomendadas por el médico, lo que
dificulta el cumplimiento de las dosis terapéuticas, propiciando el
abandono de la terapia farmacológica (13).

En cuanto al sistema de apoyo al paciente, se identificó
que el 56 % de los adultos mayores vivían con sus hijos, el 36 %
con su cónyuge y el 8 % vivían solos, siendo este un aspecto funda-
mental, pues se considera que la convivencia familiar es uno de los
factores de mayor relevancia, al constituir un elemento de motiva-
ción al paciente para mantener una adecuada adherencia terapéu-
tica (14). Por otra parte, se considera que los pacientes que viven
solos tienen mayor dificultad en el manejo de sus medicamentos,
por ende, existe mayor riesgo de abandono del tratamiento (15).

El tiempo de evolución de la enfermedad con mayor inci-
dencia en la muestra estudiada, fue entre 5 y 10 años (36 %), se-
guido del período de 1 a 4 años (32 %). Este aspecto en algunos
casos es señalado de forma contradictoria debido a que puede ser
un elemento que constituya un incentivo, teniendo en cuenta la evo-
lución satisfactoria de la enfermedad, mientras que en otros casos
puede generar el incumplimiento de la terapia, a causa de la per-
manencia de la administración de fármacos (14).

Con relación a los medicamentos de administración diaria,
el 64 % de los pacientes afirmaron administrarse de 2 a 3 medica-
mentos y el 28 % más de 3 medicamentos al día. Estos resultados
no fueron estadísticamente significativos, sin embargo, la polime-
dicación es una problemática conexa a la tercera edad, pues inves-
tigaciones realizadas indican que el uso de dos fármacos conlleva a
que se presenten eventos adversos relacionados con la medicación
en un 13 %, pero con cinco aumentaría al 58 % y si se emplean
más de siete medicamentos la incidencia puede llegar al 82 %; pro-
vocando consecuencias graves e interacciones entre fármacos (16).

Tabla 1: Caracterización de la población a través de
las variables sociodemográficas

CARACTERÍSTICAS n PORCENTAJE

GRUPO ETARIO   
(años) 65-70 13 52

71-75 9 36
>75 3 12

GÉNERO
Masculino              5 20
Femenino            20 80

INSTRUCCIÓN
Primaria 15        60
Secundaria            7 28
Superior 0            0
Ninguno 3          12

SISTEMA DE APOYO
(CONVIVENCIA FAMILIAR)

Solo 2 8
Esposo/a 9 36
Hijos 14 56

TIEMPO DE EVOLUCIÓN 
DE ENFERMEDAD (años)

< 1 2 8
1 - 4 8               32
5 -10 9 36
>10 6 24

MEDICAMENTOS
DE ADMINISTRACIÓN 
DIARIA

1 2 8
2 - 3 16 64
> 3 7 28

De igual manera, se determinaron en los pacientes el número
y tipo de Enfermedades Crónicas No Transmisibles (ECNT), obte-
niéndose que el 56 % presentaban al menos dos ECNT, siendo la
Hipertensión Arterial (HTA) la de mayor prevalencia (84 %), cifra
que corresponde a un resultado estadísticamente significativo. Por
otra parte, la Diabetes Mellitus (DM) y el hipotiroidismo se presen-
taron en un 40 % y 28 % respectivamente, mientras que las de
menor incidencia resultaron ser la artritis reumatoidea y la hiper-
trigliceridemia, datos que no arrojaron significancia estadística. Cabe
destacar que estos resultados explican la administración de dos o
más medicamentos al día por parte de los pacientes.



En cuanto a la evaluación del grado de adherencia tera-
péutica a través del test de Morisky Green, se determinó que el 64
% de los adultos mayores no eran adherentes con el esquema te-
rapéutico prescrito para su enfermedad, mientras que el 36 % de
ellos mantenía una adherencia adecuada al tratamiento, tal como
se observa en la figura 1.

Los resultados obtenidos coinciden con la tendencia actual,
encaminada hacia la disminución de la adherencia terapéutica en
los pacientes con ECNT. Una investigación realizada en pacientes hi-
pertensos y diabéticos en el año 2015 mostró que solo el 9,8 % de
los pacientes pudieron ser considerados como adherentes terapéu-
ticos (17). Otro estudio en Paraguay en el año 2017 concluyó que
más de la mitad de los pacientes diabéticos e hipertensos no mos-
traban una adecuada adherencia al tratamiento farmacológico im-
puesto por el personal médico (18).

Todos estos datos se consideran alarmantes si se tiene en
cuenta que la adherencia al tratamiento constituye el elemento de
mayor relevancia en el control de las ECNT y, por tanto, en la dis-
minución de complicaciones y mortalidad causada por este concepto
(15).

El último y tercer componente de la encuesta, relacionado
con los factores implicados en la adherencia terapéutica, fue aplicado
solo a 16 pacientes que por los resultados anteriores fueron consi-
derados inadherentes, obteniéndose datos que permitieron deter-
minar la influencia de cada una de las cuatro dimensiones,
establecidas por la OMS para la adherencia terapéutica, tal como
se muestra en la tabla 2.

Al realizar el análisis de los distintos factores que influ-
yeron en la adherencia terapéutica de los adultos mayores incluidos
en esta investigación, se pudo comprobar que los socioeconómicos
incidieron de manera totalitaria sobre los pacientes en estudio, coin-
cidiendo estos resultados con otras investigaciones que reportan a
este tipo de factores, como los de mayor incidencia en el no cumpli-
miento de las indicaciones médicas (19).

De igual manera, existen investigaciones que reportan
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elevados porcentajes de influencia del equipo de salud en la adhe-
rencia al tratamiento para enfermedades tanto agudas como cró-
nicas, es así como se ha demostrado que la existencia de una
comunicación eficaz, una actitud positiva y la disponibilidad y calidad
en el servicio prestado, son determinantes de la adherencia de los
pacientes (20).

Por su parte, los factores relacionados a la terapia se han
descritos como incisivos en la inadherencia de pacientes que se en-
cuentran en régimen activo con relación a su actividad laboral, sin
embargo, no han sido señalados con tanta importancia en adultos
mayores (7).

Con respecto a los factores relacionados al paciente, se ob-
serva que solo incidieron negativamente en la adherencia terapéu-
tica de 4 adultos mayores (25 %), resultado que fue
estadísticamente significativo. Al igual que en otros reportes inter-
nacionales, este tipo de factor se presentó con menor frecuencia que,
sin embargo, no lo exime de importancia, ya que afecta la adhe-
rencia terapéutica de estos pacientes, los cuales, al presentar una
ECNT, se encuentran predispuestos a padecer un sinnúmero de com-
plicaciones que pueden poner en peligro su vida (21).

Tabla 2: Porcentaje de pacientes afectados por factores in-
fluyentes en la adherencia terapéutica

Por último, se evaluaron las variables relacionadas para
cada dimensión o factor, representando en la figura 2, solo el re-
sultado referente a la causa que,según la población encuestada, in-
fluía en su inadherencia con mayor incidencia.

Así, se observa que el 81,25 % de los encuestados refirie-
ron dificultades con la suficiencia económica, para adquirir los me-
dicamentos y costear alimentos especiales, lo que imposibilitaba
adherirse al régimen dietético, indicado por el personal de salud.
Estos datos reportaron significancia estadística, y se justifican porque
en su mayoría los adultos mayores no cuentan con los recursos ne-
cesarios para solventar gastos relacionados con las necesidades bá-
sicas, puesto que al no percibir ingresos mensuales están a merced

Figura1: Porcentaje de adherencia terapéutica en pacientes 
según test Morisky Green

DIMENSIÓN CON 
INFLUENCIA SOBRE LA 

ADHERENCIA TERAPÉUTICA
n PORCENTAJE DE 

PACIENTES AFECTADOS

Factores socioeconómicos 16 100

Factores relacionados con 
el equipo de salud

13 81,25

Factores relacionados con 
la terapia

14 87,50

Factores relacionados con 
el paciente

4 25



de la ayuda de familiares, priorizando otros aspectos antes que los
medicamentos (22). Por otra parte, autores reflejan la importancia
que tiene el apoyo familiar y social como soporte para el paciente,
tanto en lo emocional como en lo económico, aspectos que facilitan
una adecuada continuidad en el tratamiento y en las recomenda-
ciones que debe seguir; por lo tanto, se constituye en un factor fun-
damental en el logro de las metas terapéuticas (23).

Con respecto a los factores relacionados al equipo de
salud, los pacientes reportaron como elemento de mayor incidencia
(75,0 %), una inadecuada información relacionada con el ajuste de
horarios para administrar los medicamentos, según las actividades
diarias que realizan. Existen reportes que señalan esta dificultad
como el factor de mayor frecuencia dentro de los relacionados con
el equipo de salud, debiendo existir una correcta interrelación mé-
dico-paciente para garantizar confianza y credibilidad hacia el es-
quema terapéutico utilizado para el control de su enfermedad (24).

Dentro de los factores relacionados con la terapia, las ocu-
paciones personales correspondieron al elemento con mayor impacto
en la adherencia terapéutica, pudiendo estar relacionado con los
hábitos y costumbres de los pacientes. De igual manera, se obtuvo
que solo el 25,0 % de los pacientes atribuían su inadherencia al
desconocimiento de la importancia en la continuidad del trata-
miento, resultado que refleja la necesidad de educar a la población,
a fin de crear un sistema sanitario basado en la promoción y pre-
vención de salud que permita el aumento de la calidad de vida, a
través de diversas herramientas de atención farmacéutica, como la
adherencia terapéutica.

4. CONCLUSIONES

La Hipertensión Arterial (HTA) resultó ser la ECNT de mayor pre-
valencia (84 %) entre los pacientes del club de adultos mayores some-
tidos al estudio, quienes en un 56 % aseguraron presentar al menos
dos ECNT, lo que justificó que el 64 % de estos pacientes reportaran ad-
ministrarse diariamente entre 2 y 3 medicamentos. Se evidenció a través
del test de Morisky Green que el 64 % de estos pacientes con enferme-
dades crónicas eran inadherentes, con respecto a los esquemas terapéu-
ticos que sostenían para su patología, resultados que coinciden con la
tendencia actual, encaminada hacia la disminución de la adherencia te-
rapéutica en los pacientes con ECNT, considerándose, además, alarmantes
al constituir la adherencia al tratamiento el elemento de mayor rele-
vancia en el control de este tipo de patologías y, por tanto, en la dismi-
nución de complicaciones y mortalidad causada por este concepto.

El factor socioeconómico resultó ser el de mayor incidencia en
la totalidad de los pacientes inadherentes, constituyendo la variable más
reportada como causante de la inadherencia la insuficiencia económica
para costear los medicamentos y las dietas de elevado costo prescritas.
Estos resultados se relacionan directamente con el grado de instrucción
primaria que afirmaron alcanzar la mayoría (60 %) de los adultos ma-
yores del estudio, lo que no les permitía contar con recursos necesarios
para solventar gastos relacionados con las necesidades básicas. De igual
manera, se identificó que el 56 % de los adultos mayores vivían con sus
hijos y, a pesar de que el apoyo familiar facilita la adecuada continuidad
en el tratamiento y en las recomendaciones a seguirse, en el estudio se
consiguió un alto porcentaje (64 %) de inadherencia.
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Figura 2: Variables con mayor incidencia reportada para cada dimensión responsable de la inadherencia terapéutica
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Finalmente, los pacientes en un 75,0 % reportaron como otro
elemento de importante incidencia la inadecuada información relacio-
nada con el ajuste de horarios para administrar los medicamentos, según
las actividades diarias que realizaban, y un 25,0 % atribuían su inad-
herencia al desconocimiento de la importancia en la continuidad del tra-
tamiento. Estos resultados exigen direccionar acciones conducentes a la
mejora de la interrelación médico-paciente que garanticen confianza y
credibilidad hacia el esquema terapéutico empleado en el control de en-
fermedades y, además, implementar herramientas educativas funda-
mentadas en la adherencia terapéutica, a fin de alcanzar un sistema
sanitario basado en la promoción y prevención de salud que permita el
aumento de la calidad de vida de los pacientes.
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ORIGINAL

resumeN
el cannabidiol está despertando un creciente interés como agente antitumoral. sin embargo, no se ha estudiado
su efecto en cáncer de ovario, uno de los tumores más agresivos en mujeres. en el presente trabajo se ha eva-
luado, por primera vez, el potencial uso del cannabidiol en solución y encapsulado en nanopartículas funcio-
nalizadas con ácido fólico en cáncer de ovario, ya que estos tumores sobreexpresan los receptores de ácido
fólico, permitiendo una acumulación selectiva de estas nanoformulaciones en las células tumorales. el can-
nabidiol en solución inhibe la proliferación y migración de las células sKOV-3. en terapia de combinación,
aumenta significativamente la eficacia antitumoral del paclitaxel, presentando un efecto sensibilizador y si-
nérgico. en los modelos in ovo, la administración previa de cannabidiol en solución seguido de su coadminis-
tración con paclitaxel muestra un efecto inhibitorio sobre el crecimiento tumoral significativamente superior
al paclitaxel en monoterapia. Las nanopartículas desarrolladas son eficazmente internalizadas por las células
sKOV-3, presentando las nanopartículas con ácido fólico una captación más rápida. Aunque en los estudios
de eficacia antitumoral in vitro las nanopartículas funcionalizadas no presentan una actividad antiproliferativa
superior al cannabidiol en solución o a las nanopartículas no funcionalizadas, en los modelos in ovo su eficacia
antitumoral es significativamente superior, indicando que el desarrollo de nanopartículas funcionalizadas
con ácido fólico es una buena estrategia para vectorizar el cannabidiol a tumores de ovario. Por último, las
nanopartículas de cannabidiol potencian el efecto antitumoral del paclitaxel, presentando las formulaciones
funcionalizadas con ácido fólico una mayor eficacia que el cannabidiol en solución. 

AbstrAct
Cannabidiol has become in a potential anticancer agent. Nevertheless, it has not been evaluated in ovarian
cancer, one of the most aggressive tumors in women. In this work, the potential use of cannabidiol in solution
and encapsulated into polymeric nanoparticles coated with folic acid was evaluated for the first time for the
treatment of ovarian cancer. Ovarian tumors over-express folic acid receptors and folic-acid-coated nanofor-
mulations trend to be selectively accumulated at tumor site. Cannabidiol in solution administered as mono-
therapy inhibits the proliferation and migration of SKOV-3 cells. In combination therapy, it significantly increases
the antitumor efficacy of paclitaxel, showing a sensitizer and synergistic effect. In ovo, the previous adminis-
tration of cannabidiol in solution followed by its co-administration with paclitaxel, shows a significantly higher
inhibitory effect on ovarian tumor growth than single paclitaxel. The developed nanoparticles are efficiently
uptaken by SKOV-3 cells, showing folic acid coated formulations a faster internalization. Although coated for-
mulations do not exhibit a higher in vitro antiproliferative effect compared to cannabidiol in solution or non-
coated formulations, in ovo its antitumoral efficacy is significantly higher. This indicates thatfolic acid-coated
nanoparticles represent a good strategy to target cannabidiol to ovarian tumors. Finally, cannabidiol-loaded
nanoparticles improve the in vitro antiproliferative effect of paclitaxel, showing folic acid-coated-formulations
a better efficacy than cannabidiol in solution. 
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1. INTRODUCCIÓN

el cáncer constituye un importante problema de salud pú-
blica global, con una estimación de más de 23 millones de casos en
el año 2030 (1). en la población femenina, el cáncer de ovario cons-
tituye una de las neoplasias más importantes debido a su elevada
mortalidad, solo el 45 % de las mujeres presentan una tasa de su-
pervivencia superior a 5 años. De hecho, esta patología es conocida
como el "asesino silencioso", ya que en la mayor parte de los casos
(≈80%) es diagnosticado en estadios avanzados de la enfermedad,
al presentar una sintomatología inespecífica que se confunde con
otras patologías (2, 3), lo que dificulta el tratamiento y aumenta
considerablemente la mortalidad.

La resección quirúrgica del tumor constituye la principal
estrategia terapéutica, y suele combinarse con otras estrategias dis-
ponibles, principalmente con quimioterapia, debido, sobre todo, al
riesgo de diseminación de las células tumorales por la cavidad in-
traperitoneal durante la operación (4, 5).Por lo general, los regí-
menes quimioterápicos utilizados incluyen una combinación de un
"compuesto de platino" (cisplatino o carboplatino) y un taxano (pa-
clitaxel o docetaxel). La doxorrubina, gemcitabina y ciclofosfamida,
entre otros, también son utilizados en el tratamiento de cánceres
ováricos (6). 

Los tratamientos quimioterápicos actuales son, en su ma-
yoría, muy tóxicos y presentan efectos adversos considerables que
limitan la dosis utilizada y comprometen, en muchos casos, la ad-
herencia al tratamiento (7, 8). en este contexto, la aparición de nue-
vos agentes anticancerígenos con una menor toxicidad y que
potencien la actividad de los tratamientos actuales resulta altamente
beneficioso, ya que nos permitirían reducir la dosis de los quimio-
terápicos convencionales y, por consiguiente, los efectos adversos sin
repercutir en la eficacia terapéutica. uno de estos nuevos potenciales
agentes antitumorales son los cannabinoides. 

en las últimas décadas, los cannabinoides han surgido
como potenciales activos de interés en una gran variedad de pato-
logías tales como esclerosis múltiple, epilepsia, dolor y cáncer (9,
10). De hecho, diversas formulaciones a base de cannabinoides están
comercializadas para el tratamiento de diversos trastornos. Preci-
samente, una de las patologías donde presentan un importante po-
tencial terapéutico es el cáncer. Por un lado, los cannabinoides son
útiles como agentes paliativos, al combatir las náuseas y vómitos
relacionados con los tratamientos quimioterápicos y el dolor rela-
cionado con el cáncer; de hecho, diversas formulaciones a base can-
nabinoides están comercializadas con este propósito. Por otro, como
agentes antitumorales per se, al inhibir la proliferación, migración
e invasión de las células tumorales y al presentar un potencial efecto
coadyuvante con quimioterápicos convencionales (11, 12). 

en terapia antitumoral, el cannabidiol es uno de los can-
nabinoides más prometedores (13). es el segundo fitocannabinoide
más abundante, por detrás del Δ9-tetrahidrocannabinol, cuya prin-
cipal ventaja frente a otros es la ausencia de efectos psicótropos (14).
De hecho, diversas investigaciones han demostrado que el cbD dis-
minuye los efectos psicótropos del Δ9-tetrahidrocannabinol (15). el
cbD ha demostrado un importante potencial anticancerígeno en
una gran variedad de tumores tales cómo cáncer de mama, próstata,
glioma, neoplasias hematológicas y tumores gastrointestinales,
entre otros (16-18). sin embargo, el potencial antitumoral de los
cannabinoides en general y el cbD en particular, no ha sido eva-
luado en cáncer de ovario. No obstante, cabe destacar que el sistema
cannabinoide endógeno, concretamente los receptores específicos
de cannabinoides tipo I se han encontrado sobreexpresados en tu-
mores de ovario, estando relacionada esta sobreexpresión con una
mayor agresividad de la enfermedad. esto sugiere que los canna-
binoides pueden presentar un importante potencial terapéutico en
este tipo de tumores (19). 

Además, el cbD ha demostrado ser útil en terapia de com-
binación al potenciar, por ejemplo, el efecto antiproliferativo de la vin-
blastina y vincristina en leucemia (20, 21) y de la temozolomida en
glioma (22, 23). De hecho, actualmente se están llevando a cabo di-
versos ensayos clínicos para evaluar el potencial del cbD en combinación
con radioterapia y/o los tratamientos quimioterápicos convencionales
en glioma, mieloma múltiple y tumores gastrointestinales
(Nct03607643, Nct03529448, Nct03246113).

sin embargo, a pesar del potencial terapéutico del cbD
su elevada liposolubilidad dificulta el diseño y desarrollo de formu-
laciones eficaces, siendo necesario el uso de solventes no acuosos y
surfactantes para su administración (24). el uso de nanopartículas
poliméricas como trasportadores de cbD permitiría su administra-
ción en vehículos acuosos. Además, desde el punto de vista terapéu-
tico, el uso de estos sistemas resultaría altamente beneficioso en
terapia antitumoral. el endotelio vascular alterado y el menor dre-
naje linfático que caracteriza a los tumores hace que los nanosiste-
mas tiendan a acumularse a nivel tumoral (25).

Por otro lado, la incorporación de ligandos reconocidos
por receptores sobreexpresados en las células tumorales posibilitaría
una mayor captación por parte de los tumores, incrementando la
eficacia terapéutica (26). en cáncer de ovario, un ligando promete-
dor es el ácido fólico, ya que el 90 % de los tumores de ovario so-
breexpresan receptores de folato (27, 28). Por todo ello, en este
trabajo se han diseñado nanopartículas poliméricas de cbD funcio-
nalizadas con ácido fólico. se seleccionó el polímero biocompatible
y biodegradable PLGA, ya que está aprobado por la FDA para di-
versas aplicaciones biomédicas.

el objetivo del presente trabajo de investigación ha sido
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diseñar, desarrollar y evaluar nanopartículas poliméricas de cbD
eficaces para el tratamiento de cáncer de ovario en monoterapia o
en combinación con agentes antineoplásicos convencionales. 

2. MATERIALES Y MÉTODOS 

2.1 Materiales 
el cbD es de tHc-Pharma (Alemania), y la DOX, cIs y

PtX, son de Fisher-scientific (españa). el resómero de PLGA-rG®-
502 (PLGA-502) (v.i. 0.16–0.24 dL/,) de evonik®(Alemania) y el
alcohol polivinílico de sigma-Aldrich (usA). el ácido fólico y todos
los reactivos de funcionalización son Fisher-scientific (españa). todos
los solventes orgánicos utilizados (etanol, metanol, acetonitrilo y
diclorometano) son grado HPLc (Fisher-scientific, españa). el re-
activo mtt es de sigma-Aldrich (usA). el medio de cultivo rPmI-
1640- GlutamAX™-I, la tripsina (0.25 %), gentamicina (10 mg/ml),
glutamina y la matriz extracelular Geltrex® son de Gibco (Life-
technologies, usA). el suero bovino fetal es de biowest (Francia) y
el kit de apoptosis con Annexin-V FItc ioduro de propidio (V13242)
de Invitrogen (Life-technologies, usA). 

2.2 Cultivos celulares 
Las líneas celulares sKOV-3 y OAW-42 de cáncer de ovario

son de American type culture collection (Atcc) y de european co-
llection of Authenticated cell cultures (ecAcc) respectivamente. Las
células se mantuvieron a 37 ºc con un 5 % de cO2, utilizando rPmI-
1640 enriquecido con glutamina (200 mm) y rPmI-1640 Gluta-
mAX™ como medio de cultivo para la células OAW-42 y sKOV-3
respectivamente. el medio de cultivo se suplemento con suero bovino
fetal (10 % v/v) y gentamicina (1 % v/v). Los experimentos se re-
alizaron entre los pases celulares 5-30. 

2.3. Actividad antitumoral in-vitro del CBDsol

2.3.1.Estudios de viabilidad celular 
La actividad antiproliferativa del cbDsol se evaluó en las

células OAW-42 y sKOV-3. Las células se sembraron en placas de 96
pocillos (1.5 104 células/ cm2) y se trataron (24 horas después) con
cbDsol (6.25-50 µm) durante 24 y 48 horas. La viabilidad celular
se determinó mediante mtt. como control negativo y positivo de
muerte celular se emplearon células tratadas con medio de cultivo
y triton-X (1 % v/v), respectivamente. La solución patrón de cbD
se preparó en etanol absoluto (20 mm) y se diluyó con medio de
cultivo. se calcularon los valores de cI50 de cbD utilizando el pro-
grama compusyn-software (combosyn, ,usA). en células sKOV-3
también se evaluó el efecto de concentraciones bajas de cbD (100-
1000 nm) tras 24, 48 y 72 horas de incubación. 

2.3.2. Evaluación de apoptosis
Las células sKOV-3 se trataron con cbD en solución (20 y

30 µm) durante 24 y 48 horas. A continuación, las células se levan-
taron, tiñeron con Annexin V-FItc y ioduro de propidio, y se man-
tuvieron en oscuridad a temperatura ambiente durante 15 minutos.
Posteriormente, se analizaron mediante el citómetro FAcscan bec-
tonDickinson, usA).

2.3.3. Ensayos de migración celular 
el efecto del cbDsol en la migración de células tumorales

de ovario se evaluó en las células sKOV-3 (altamente invasiva) me-
diante: 

Ensayo de “cierre de la herida”
Las células se sembraron en placas Ibidi de 8 pocillos a

una densidad de (55000 células/pocillo). tras 24 horas, las células,
completamente confluentes, se trataron con mitomicina-c (25
μg/ml) durante 30 minutos para inhibir la proliferación celular. en
la monocapa celular se generó un hueco con una pipeta de 200 µLy
se trataron con cbD (5 y 15 µm) durante 24 horas. A diferentes
tiempos (0, 12 y 24 horas) las células se fotografiaron para evaluar
la migración celular a través del hueco generado, determinando el
área del hueco a cada tiempo mediante el software Image J. La ca-
pacidad migratoria de las células (%) se determinóde manera re-
lativa con respecto al control (células tratadas con medio de cultivo)
utilizando la siguiente ecuación (29):

Donde A0 es el área del hueco generado a t=0 y At el
área a t= 6 o 24 horas.

Ensayo de migración Transwell
Las células se sembraron en insertos transwell (8 µm de

tamaño de poro) de placas de 24 pocillos (105 células/inserto) (Fal-
con, usA) y se trataron con cbDsol (15 y 30 µm) durante 24 horas.
Las células presentes en la parte superior del inserto se eliminaron
con una torunda de algodón. Las células que migraron a la parte
inferior del inserto se fijaron con metanol y se tiñeron con cristal
violeta (0.1 % v/v). tras varios lavados, el cristal violeta se extrajo
con una solución de ácido acético al 10 % y la absorbancia se midió
a 595 nm. Paralelamente, se llevó a cabo un ensayo de viabilidad
celular (105 células/ pocillo en placas de 24 pocillos) para corregir
los resultados del experimento de migración celular. 

Finalmente, se calcularon los porcentajes de migración ce-
lular, expresados de manera relativa con respecto al control (100
%). 



2.3.4. Ensayos de invasión celular 
el efecto del cbDsol en la invasión de las células sKOV-3

se determinó mediante el ensayo tipo transwell. Los insertos trans-
well (8 µm de tamaño de poro) de placas de 24 pocillos (Falcon,
usA) fueron previamente cubiertos con una solución de Geltrex
(150µL/cm2). Las células sKOV-3 se añadieron a la cámara superior
del inserto en medio de cultivo libre de suero bovino. en la cámara
inferior se añadió medio de cultivo con suero al 10 % como qui-
mioatrayente. el cbDsol (15 and 30µm) se añadió en ambas cá-
maras. Después de 24 horas, los insertos se lavaron cuidadosamente
con Pbs y las células remanentes en la cámara superior se elimina-
ron con una torunda de algodón. A continuación, las células pre-
sentes en la cámara inferior del inserto (células que han invadido)
se fijaron, tiñeron y cuantificaron siguiendo el protocolo descrito en
el apartado 2.3.3 para el ensayo de migración transwell. 

Los resultados obtenidos se corrigieron con los datos de
viabilidad celular. el porcentaje de invasión también se calculó y ex-
presó de manera relativa con respecto al control (100 %). 

2.3.5. Estudios de combinación con otros antineoplási-
cos: 

- Estudios de sensibilización (preadministración):
el objetivo es evaluar si la administración previa de con-

centraciones subterapéuticas de cbD (muerte celular <10 %) in-
crementa la sensibilidad de las células tumorales de ovario al PtX,
DOX y cIs. Las células sKOV-3 se sembraron en placas de 96 pocillos
(1.5 104 células/cm2) y se trataron, 24 horas después, con cbDsol
(1 y 10 µm). A continuación, las células se trataron exclusivamente
con PtX (10-500 nm), DOX (0.5-60 µm) y cIs (1-100 µm). tras 48
horas de incubación se determinó la viabilidad celular mediante
mtt y se calcularon los valores de cI50 . se consideró que se producía
un efecto sensibilizador si había una disminución estadísticamente
significativa en los valores de cI50 en las células pretratadas con
cbD.

- Estudios de sinergismo (coadministración):
Las células sKOV-3 se sembraron en placas de 96 pocillos

(1.5 104 células / cm2) y se trataron, 24 horas después, con las dife-
rentes combinaciones de cbD en solución (10, 15 y 20 µm) y PtX
(10-500 nm), DOX (0.5-60 µm) o cIs (1-100 µm). tras 48 horas, la
viabilidad celular se determinó mediante mtt. se calcularon los va-
lores de cI50 y los Ic utilizando el software compusyn (30). Ic >1
indican antagonismo, Ic= 1 efecto aditivo y Ic<1 sinergismo(31).

también se determinó el efecto de la combinación de cbD
y PtX en la inducción de apoptosis. Las células sKOV-3 se trataron
con PtX (100 nm) o PtX (100 nm)+ cbD 20 µm durante 48 horas.
La apoptosis se determinó por citometría de flujo siguiendo el pro-
tocolo descrito en el apartado 2.3.2. 
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- Pre + coadministración:
Las células sKOV-3 se sembraron en placas de 96 pocillos

(1.5 104 células / cm2) y se trataron, 24 horas después, con cbDsol
(10 µm) durante 24 horas. A continuación, el medio se descartó, y
las células se trataron con las combinaciones de cbD (10µm) +
PtX (10-500 nm) durante 48 horas. La viabilidad celular se deter-
minó por mtt y se calcularon los valores de cI50. 

2.4.Actividad antitumoral in vivo del CBD en solución
2.4.1. Actividad del CBDsol en monoterapia

La actividad anticancerígena del cbDsol también se ter-
minó in vivo, usando el modelo " in ovo", en el que los tumores se
generan sobre la mcA de embriones de pollo (32). Los huevos de
gallina fecundados (DDe=0) se incubaron a 37 °c y 47 % de hu-
medad relativa, bajo rotación automática(180 ºc / 4 horas). el
DDe=4, se realiza un pequeño orificio (3 mm) en la cáscara del
huevo, se tapa con cinta adhesiva y se introducen de nuevo en el in-
cubador sin rotación. el DDe=8, el orificio se agranda y la mcA se
“araña” suavemente sin comprometer la viabilidad del embrión. A
continuación se inoculan las células sKOV-3 (2•106 cells/huevo) sus-
pendidas en una solución de Geltrex®. el DDe=11, los tumores
ya formados, se rodean con un anillo de silicona y se tratan con:
cbDsol diariamente (100 µm) y medio de cultivo rmPI 1640 que
sirve como control. Al menos se trataron 7 huevos por condición. Los
huevos se mantuvieron en el incubador hasta el DDe=13.5. el cre-
cimiento del tumor se monitorizó por microscopía (Lumenera INFI-
NItY2-1 cDD), calculando el área de los tumores antes y después
del tratamiento, utilizando la siguiente ecuación: 

crecimiento tumoral (%)=[Área del tumor antes del tra-
tamiento ]DDe:11*100/ [Área del tumor tras el tratamiento]
DDe:13.5

2.4.2. Actividad del CBDsol en combinación con PTX
La combinación del cbD y PtX también se ha evaluado

en este modelo, utilizando el protocolo de pre + coadministración.
el DDe=11, los tumores se trataroncon cbD en solución (100 µm)
o medio rPmI-1640 durante 24 horas. A continuación, en el
DDe=12 se administró el PtX (100µm). el cbD en solución se
añade diariamente hasta el DDe=13.5. Al menos se trataron 7
huevos por condición. el crecimiento del tumor se monitorizó tal y
como describimos en el apartado anterior (2.4.1). 

2.5. Desarrollo de las nanopartículas de CBD

2.5.1. Elaboración de las nanopartículas de CBD 
se empleó el métodode evaporación-extracción del sol-

vente. La fase orgánica (PLGA+ cbD disueltos en 1 ml de dicloro-



metano), se goteó sobre una solución acuosa de PVA y se sonicó
(Fisher scientific-sonicator,usA). La suspensión resultante se man-
tuvo en agitación (500 rpm) durante 3 horas a temperatura am-
biente para evaporar el diclorometano. Las nanopartículas se
recolectaron por centrifugación (15000 rpm durante 35 minutos)
(beckman-coulter-Avanti, usA), se lavaron tres veces con agua des-
mineralizada para eliminar el exceso de PVA y se liofilizaron du-
rante 24 horas a −50 ºc y 0.2 mbar. como crioprotector se añadió
1 ml de una solución de sacarosa al 3 % (p/v). Para la optimización
del protocolo de elaboración de la formulación se emplearon dife-
rentes porcentajes de cbD (1,5-3 %); diferentes porcentajes de PVA
(1 y 3 %) y diferentes tiempos de sonicación (2-5).

2.5.2.Funcionalización de las nanopartículas de CBD
el ácido fólico se incorporó a la superficie de las nanopar-

tículasno liofilizadas y recién preparadas. en primer lugar, se acti-
varon los grupos cOOH libres de la superficie de las nanopartículas
mediante la adición de 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodii-
mida y N-hidroxisuccinimida( pH de 4.7). La suspensión se mantuvo
en agitación durante 2 horas. Las nanopartículas se recolectaron
por centrifugación, se re-suspendieron en Pbs (pH 7.4, 9 ml) que
contenía 6 mg de ácido fólico y se mantuvieron en agitación 4 horas.
Finalmente, las formulaciones funcionalizadas se recolectaron y lio-
filizaron.

2.5.3. Caracterización de las nanopartículas de CBD no
funcionalizadas y funcionalizadas con ácido fólico 

Las nanopartículas se caracterizaron determinando: 
- Tamaño de partícula, índice de polidispersión y potencial

zeta: 
se determinaron por dispersión dinámica de luz láser mi-

crotrac®-Zetatrac™ Particle-Analyzer (microtrac, usA). 
- Morfología 
Las nanopartículas se suspendieron en agua purificada y

añadieron sobre una oblea de silicio adherida a un soporte metálico.
se secaron a vacío, se metalizaron con una capa de 20 nm de oro y
se observaron al microscopio electrónico de barrido (Jeol-Jsm-6335F,
Japón).

- Determinación del contenido en CBD y eficacia de en-
capsulación.

Las nanopartículas liofilizadas se disolvieron en dicloro-
metano (5 mg/ml). el cbD se extrajo con la adición de fase móvil
de HPLc en agitación. Las muestras se filtraron y analizaron por
HPLc (33). La eficacia de encapsulación se calculó mediante la si-
guiente ecuación: 

ee (%)= *100

- ATR
La presencia de ácido fólico en la superficie de las nano-

partículas se confirmó mediante espectroscopia infrarroja utilizando
la técnica de Atr (Attenuated total reflection) mediante el espec-
tofotómetro Nicolet-magna-750 equipado con spectra-tech H-Atr
(LabX, usA) en un rango de 4000 a 400 cm−1. 

- Estudios de liberaciónin vitro del CBD
Las nanopartículas de cbD liofilizadas se suspendieron (5

mg/ml) en Pbs (pH=7.4 +tween-80 0.5 % (p/v)) y se introduje-
ron en un baño termostatizado a 37±0.5 ºcon una agitación cons-
tante de 100 rpm. A distintos tiempos, se extrajeron alícuotas, se
centrifugaron, filtraron y analizaron por HPLc.

2.5.4. Estudios en cultivos celulares 
- Eficacia antitumoral in vitro 
La citotoxidad de las formulaciones de cbD en un rango

de concentraciones de cbD de 5-50 µm, se evaluó en las células
sKOV-3 siguiendo el protocolo descrito en el apartado 2.3.1. 

- Estudios de internalización:
La captación de las nanopartículas no funcionalizadas y

funcionalizadas con ácido fólico se evaluó por microscopía de fluo-
rescencia empleando las nanopartículas cargadas con DiO. Las cé-
lulas sKOV-3 se sembraron, a una densidad de 30000 células/pocillo
en placas Ibidi de 8 pocillos. 12 horas más tarde se trataron con una
concentración de nanopartículas de 1 mg/ml y se incubaron a 37 ºc
y un 5 % cO2 durante 0.5, 1, 2, 4, 6 y 8 horas. A cada tiempo, las
células se lavaron con Pbs, fijaron con paraformaldehído 4 % (p/v),
tiñeron con DAPI y red-Phalloidin y se observaron por microscopía
de fluorescencia (eVOs™, Fisher-scientific, usA).

2.5.5. Actividad antitumoral in vivo de las nanopartículas
de CBD

La actividad antitumoral en monoterapia de las nanopar-
tículasde cbD también se evaluó en tumores derivados de las células
sKOV-3 generados sobre la mcA de embriones de pollo, tal y como
describimos en el apartado 2.4.1. en el DDe=11 los tumores se tra-
taron diariamente (hasta el DDe=13.5) con las diferentes formula-
ciones de cbD: i) cbDsol,ii) cbD-Nps y iii) FA-cbD-Nps a una
concentración de cbD de 100µm. Las formulaciones de nanopartículas
blancas (PLGA-Nps y FA-PLGA-Nps) también se evaluaron. 

2.5.6. Estudios de combinación con PTX
se determinó el efecto antitumoral in vitro de las nanopar-

tículas de cbD, no funcionalizadas y funcionalizadas con ácido fólico
en combinación con el paclitaxel (10-500 nm) en las células sKOV-3
siguiendo el protocolo de pre + coadministración recogido en el apar-
tado 2.3.5.
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2.6. Análisis estadístico de los resultados
Los datos están expresados como una media ±De de al

menos tres experimentos diferentes. el test ANOVA simple seguido de
test de turkey se utilizó para la comparación de múltiples grupos. La
comparación de dos grupos se realizó utilizando la prueba t-student.
Las diferencias estadísticamente significativas se expresaron como: *
(p<0.05) y ** (p<0.01). 

3. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

3.1. Actividad antitumoral in vitro del CBDsol en monote-
rapia

el cbD inhibe la proliferación de ambas líneas celulares de
cáncer de ovario, OAW-42 y sKOV-3 (Figura 1), siendo estas últimaslas
más sensibles al presentar los valores de cI50 más bajos (tabla 1). Las
diferencias encontradas pueden atribuirse a su distinto perfil histoló-
gico. Aunque ambas son células tumorales de ovario epiteliales (los
tumores más frecuentes), las células OAW-42 son exclusivamente de
tipo seroso y las sKOV-3 son una mezcla de tipo seroso y de células
claras. este hecho podría explicar que presenten una mayor sensibili-
dad al cbD. De hecho, también se han encontrado diferencias con tra-

tamientos quimioterápicos convencionales, como es el caso de los ta-
xanos, siendo las células sKOV-3 mucho más sensibles al PtX y doce-
taxel (34). teniendo en cuenta la mayor sensibilidad de las células
sKOV-3 al cbD, así como su elevado grado de invasividad; se selec-
cionaron para el resto de los estudios llevados a cabo en el presente
trabajo de investigación. 

Hay autores que han demostrado que algunos cannabinoi-
des presentan un efecto bifásico, y a concentraciones bajas (en el in-
tervalo nanomolar) estimulan la proliferación de las células tumorales
(35, 36). en el caso del cbD, no se apreció este efecto bifásico, concen-
traciones de 100-1000 nm no modificaron la viabilidad de las células
sKOV-3 durante 24-72 horas de incubación (Figura 1c).

La apoptosis es uno de los mecanismos responsables de

Figura 1: estudios de viabilidad celular de células sKOV-3 (A) y OAW-42 (b) tratadas con cbD (6.25-50µm) durante 24 y 48 horas. 
Viabilidad celular de células sKOV-3 tratadas con cbD a concentraciones nanomolares (100-1000 nm) durante 24-72 horas

Figura 2: Porcentaje de células sKOV-3 en apoptosis obtenidos por citometría de
flujo tras el tratamiento con medio de cultivo (-cbD), cbD 20 y 30µm durante 24 y
48 horas. *  (p<0.05) y ** (p <0.01) indican diferencias estadísticamente signifi-
cativas con el control.

24 horas 48 horas

sKOV-3 29.71±1.89 µm 22.73±1.18 µm

OAW-42 34.55±0.90µm 31.80±1.01µm

tabla 1: Valores de cI50 de las células sKOV-3 y OAW-42 tratadas con cbD (6.25-

50µm) durante 24 y 48 horas



139
Quimioterapia nanométrica a base de cannabinoides

para el tratamiento de tumores ginecológicos 
Ana I. Fraguas , Ana I. Torres Suárez, et al

An Real Acad Farm Vol. 86. Nº 2 (2020) · pp.  133-150

ANALES
RANF

www.analesranf.com

la muerte celular del cbD (37, 38). en el presente trabajo, la induc-
ción de apoptosis se evaluó por citometría de flujo. tal y como se
puede observar en la Figura 2, el tratamiento del las células sKOV-
3 con cbDsol incrementó ligeramente el porcentaje de células apop-
tóticas. Los valores obtenidos (<10 % en todos los casos) son muy
inferiores a los publicados en otros tumores. Por ejemplo, en células
de cáncer de cérvix, concentraciones de cbD equivalentes a la cI50
presentaron porcentajes de apoptosis en el intervalo de 28.6-51 %
(dependiendo de la línea celular). esto indica que la inducción de
apoptosis no es el mecanismo principal de muerte en las células
sKOV-3. 

Además del efecto antiproliferativo, algunos autores han
demostrado que el cbD inhibe la migración e invasión de células
tumorales de mama, glioma y cérvix (39-41). estas propiedades se-
rían especialmente interesantes en el caso de tumores de ovario,
debido a la tendencia a metastatizar. Por ello, en el presente trabajo
se ha comprobado el efecto del cbD en la migración e invasión de
las células sKOV-3. 

tal y como se puede observar en el ensayo de "cierre de
la herida" (Figura3), el tratamiento con cbD (a concentraciones in-
feriores a los valores de cI50) inhibe la migración de las células
sKOV-3. sin embargo, diferencias estadísticamente significativas

entre ambas concentraciones (p<0.05) solo se observaron a tiem-
pos de incubación cortos. A las 24 horas, se observó una disminución
de la capacidad migratoria de las células sKOV-3 en torno al 30 %.

en el ensayo de migración transwell (Figura 4A), también
se observó un efecto inhibitorio de la migración celular, del ≈12 y
30 % a concentraciones de cbD de 15 y 30 µm respectivamente, y
aunque deberían realizarse más estudios en este sentido, se puede
concluir que el cbD presenta un efecto inhibitorio de la migración
de las células sKOV-3. sin embargo, en el ensayo de invasión tipo
transwell (Figura 4b), solo se observó una ligera inhibición de la
invasión de las células sKOV-3 (≈14 %) a concentraciones de cbD
de 30 µm. 

3.2. Estudios de combinación del CBDsol
una vez demostrado el efecto inhibitorio del cbD sobre

las células tumorales de ovario, se ha evaluado su combinación con
agentes antineoplásicos convencionales utilizados en el tratamiento
de tumores ováricos: cisplatino, paclitaxel y doxorrubicina. 

La combinación de cbD (1-20µm) y PtX (10-500 nm) fue
altamente eficaz. Por un lado, la administración previa de cbDsol
sensibilizó a las células sKOV-3 frente al PtX (Figura 5A), obser-
vándose una disminución de los valores de cI50 del PtX. sin em-

Figura 3: ensayo de migración celular de " cierre de herida"  de las células sKOV-3 tratadas con medio de cultivo (-cbD) y cbD 5 y 
15µm durante 6 y 24 horas (A). capacidad migratoria  relativa (%)  de  cada una de las células (b).

Figura 4: resultados de migración (A) e invasión (b) de las células sKOV-3  tratadas con medio de cultivo (-cbD) y con cbD 15 y 30µm 
durante 24 horas en los ensayos tipo transwell. * diferencias estadísticamente significativas (p<0.05)
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bargo, diferencias estadísticamente significativas entre las células
pretratadas y no tratadas con cbD solo se observaron con la admi-
nistración de cbD 10 µm (tabla2). en la coadministración de ambos
compuestos, cbD+PtX, se observó un efecto sinérgico moderado
(Figura 5b), ya que se obtuvieron valores de Ic comprendidos en el

intervalo de 0.71-1.01 en todas las combinaciones (tabla s1 de ma-
terial complementario). La coadministración de ambos agentes sería
altamente beneficiosa. en primer lugar, hay que tener en cuenta
que el cbD presenta, en general, una baja toxicidad, especialmente
en comparación con los tratamientos quimioterápicos. en segundo
lugar, el efecto sinérgico de ambos compuestos permitiría reducir la
dosis de PtX y, por consiguiente, sus efectos adversos. Por ejemplo,
la combinación de cbD 10µm y PtX 100 nm produce una muerte
celular (≈60 %) similar que la administración de PtX 500 nm.
Además, diversos autores han demostrado que el cbD inhibe el
dolor neuropático asociado al PtX (42-44), haciendo esta combina-
ción aún más interesante. 

Los resultados de citometría de flujo demostraron que este
efecto sinérgico del cbD y PtX puede atribuirse a un incremento en
la inducción de apoptosis (Figura 5D). mientras que en las células
tratadas con PtX (100 nm) durante 48 horas el porcentaje de células
apoptóticas fue en torno al 50 %, en las células tratadas con PtX
(100 nm) + cbD (20µm) fue significativamente ( p<0.01) superior
(≈80 %). cabe decir que otros autores encontraron resultados si-
milares en células de cáncer de estómago tratadas con PtX y anan-
damida (un endocannabinoide), demostrando que este

Figura 5: Viabilidad de las células sKOV-3 en los diferentes ensayos de combinación del cbD y PtX: A) ensayo de sensibilización con la administración previa de cbD (1 y
10µm) durante 24 horas, seguida del tratamiento con PtX (10-500 nm) durante 48 horas; b) ensayo de co-administración con el tratamiento de las células durante 48 horas
con las diferentes combinaciones de cbD (10-20µm) y PtX (10-500 nm) y c) ensayo de pre+co-administración con el pre-tratamiento de las células con cbD 10 µm durante
24 horas seguido de la co-administración d cbD 10 µm +PtX (10-500 nm). resultados de apoptosis (citometría de flujo) tras el tratamiento con cbD 20µm, PtX 100 nm o
su combinación durante 48 horas (D). * (p<0.05) y ** (p<0.01) indican diferencias estadísticamente significativas con el PtX como tratamiento único.

PTX CI50 (nM)

PtX 105.52±22.32

Pre-cbD 1µm 72.94±8.03

Pre-cbD 10 µm 63.19±7.71*

co-cbD 10 µm 39.53±1.68**

co-cbD 15 µm 13.14±1.50**

co-cbD 20 µm 14.05±3.88**

Pre+ co-cbD 10 µm 29.48±6.82**

tabla 2: cI50 del paclitaxel en las células sKOV-3. *y  ** indican diferencias es-
tadísticas mente significativas  (p<0.05 y p <0.01 respectivamente) entre los
valores de cI50 de las células tratadas con PtX y con las diferentes combinaciones
de cbD y PtX



endocannabinoide incrementa de manera considerable la apoptosis
inducida por el PtX (45). 

Debido a los prometedores resultados obtenidos en los es-
tudios de sensibilización y coadministración con el PtX, se evaluó
la combinación de ambos protocolos (pre+co-administración). tal
y como se puede observar en la Figura 5c, esta estrategia de trata-
miento resultó altamente efectiva, produciéndose una disminución
en los valores de cI50 del PtX en torno al 70 %. De hecho, siguiendo
este protocolo la combinación de PtX 10 nm y cbD 10µm produce
un efecto similar que la administración de PtX 100 nm. 

La combinación del cbD con DOX también sería altamente
prometedora, ya que el cbD ha demostrado tener un efecto cardio-
protector sobre la toxicidad cardiaca inducida por la DOX, su prin-
cipal efecto adverso (46, 47). sin embargo, la combinación con el
cbD no fue eficaz (Figura 6A). Por un lado, en los estudios de sen-
sibilización, aunque se observó una disminución de los valores de
cI50 en las células pretratadas con cbD, no se observaron diferencias
estadísticamente significativas (tabla 3). Por otro lado, la coadmi-
nistración de cbD (10-20µm) y DOX (0.5-60µm) no resultó eficaz
(Figura 6b). De hecho se obtuvieron Ic>1 (tabla s2 material com-

141
Quimioterapia nanométrica a base de cannabinoides

para el tratamiento de tumores ginecológicos 
Ana I. Fraguas , Ana I. Torres Suárez, et al

An Real Acad Farm Vol. 86. Nº 2 (2020) · pp.  133-150

ANALES
RANF

www.analesranf.com

plementario) en todas las combinaciones evaluadas, a excepción de
la combinación de DOX 5µm con cbD 10 y 15µm, donde se obtu-
vieron Ic de 0.8 y 0.92 respectivamente, lo que nos indica un anta-
gonismo moderado entre ambos fármacos. 

Finalmente, la combinación con cIs también resulto in-
eficaz (Figura 7 A y b). en las células pretratadas con cbD, se ob-
servaron incluso valores de cI50 de cIs ligeramente superiores a las
células no tratadas, aunque sin diferencias estadíticamente signifi-
cativas (tabla 4). en los estudios de combinación se obtuvieron Ic>1

(tabla s3 material complementario), incluso superiores a 2 en al-
gunas combinaciones, indicando que se produce un antagonismo li-
geramente superior que con la DOX. 

3.3. Eficacia antitumoral in ovo del CBDsol
en las últimas décadas este modelo ha sido propuesto

como una gran herramienta terapéutica en investigación sobre el
cáncer, convirtiéndose en un paso intermedio entre los cultivos ce-
lulares y los animales de experimentación (48). Precisamente, uno

Figura 6: Viabilidad de las células sKOV-3 en los diferentes ensayos de combinación del cbD y DOX: A) ensayo de sensibilización con la administración previa de cbD (1 y 10µm)
durante 24 horas, seguida del tratamiento con DOX (0.5-60 µm) durante 48 horas y b) ensayo de co-adminsitración con el tratamiento de las células durante 48 horas con las
diferentes combinaciones de cbD (10-20µm) y DOX (0.5-60 µm).* (p<0.05) y ** (p<0.01) indican diferencias estadísticamente significativas con el DOX como tratamiento único. 

DOX cI50 (µm)

DOX 18.65±4.25

Pre-cbD 1µm 17.82±2.58

Pre-cbD 10 µm 12.26±3.16

co-cbD 10 µm 15.16±2.78

co-cbD 15 µm 12.58±5.96

co-cbD 20 µm 11.29±5.30

tabla 3: cI50 de la doxorrubicina en las células sKOV-3 con las diferentes combina-
ciones evaluadas

CIS CI50 (µM)

cIs 38.71±6.85

Pre-cbD 1µm 39.76±6.05

Pre-cbD 10 µm 40.50±5.71

co-cbD 10 µm 36.13±2.97

co-cbD 15 µm 28.47±3.53

co-cbD 20 µm 26.97±5.30

tabla 4: cI50 del cisplatino en las células sKOV-3 con las diferentes combinaciones
evaluadas



100 µm), significativamente (p <0.05), disminuyó el crecimiento
de tumores de ovario con respecto al control (tumores tratados con
medio de cultivo celular), observándose además un efecto inhibitorio
similar (≈40 %) al PtX (100µm una sola administración). Por úl-
timo, en este modelo, la combinación de cbD y PtX, siguiendo el
protocolo de pre + coadministración confirmó los resultados obte-
nidos en cultivos celulares, corroborando el potencial interés de in-
cluir el cbD en los regímenes de quimioterapia basados en PtX.
mientras que en los tumores tratados únicamente con PtX se observó
una disminución del crecimiento tumoral ≈40 %, en los tratados
con cbD+PtX, se apreció una reducción significativamente superior
(p<0.05) del ≈60% (Figura 8C). 

3.4. Desarrollo y caracterización de las nanopartículas
cargadas con CBD 

3.4.1. Caracterización física de las formulaciones
Las características de las formulaciones desarrolladas du-

rante la optimización del protocolo de nanoencapsulación están re-
cogidas en la tabla s4 de material complementario. con el objetivo
de conseguir el menor tamaño posible, el mayor contenido en cbD
y la menor velocidad de liberación se seleccionaron como adecuados
para elaborar las nanopartículas poliméricas de cbD un tiempo de
sonicación de 2 minutos, una concentración de PVA del 1 % y un
ratio de cbD:PLGA de 1.5: 100 mg. 

La incorporación de ácido fólico a la superficie de las na-
nopartículas produjo un ligero aumento del tamaño de partícula
con respecto a las formulaciones no funcionalizadas (tabla 5). No
obstante, solo se apreciaron diferencias estadísticamente significa-
tivas en las nanopartículas no cargadas con cbD. se observó también
un aumento en la polidispersión de las formulaciones, con valores
de PDI>0.2 en todas las formulaciones funcionalizadas con ácido
fólico.

de los tumores donde más se ha utilizado es el de ovario (49), in-
dicando incluso algunos autores la similitud entre los tumores for-
mados en este modelo con los extraídos de pacientes (50), y
convirtiéndolo en una excelente herramienta de investigación. 

en la Figura 8A, se observa un ejemplo de los tumores de
cáncer de ovario generados sobre la mcA de embriones de pollo. el
análisis histopatológico del mismo (tinción hematoxilina-eosina)
(Figura8b) indica que las células tumorales invadieron la mcA del
embrión, así como la formación de una neovasculatura tumoral. 

tal y como se puede observar en la Figura 8c, la admi-
nistración diaria de cbD durante 60 horas (a una concentración de
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Figura 7: Viabilidad de las células sKOV-3 en los diferentes ensayos de combinación del cbD y DOX: A) ensayo de sensibilización con la administración previa de cbD (1 y
10µm) durante 24 horas, seguida del tratamiento con cIs (1-100 µm) durante 48 horas y b) ensayo de co-administración con el tratamiento de las células durante 48 horas
con las diferentes combinaciones de cbD (10-20µm) y cIs (1-100 µm).* (p<0.05) indica diferencias estadísticamente significativas con el cIs como tratamiento único

Figura 8: Inhibición del crecimiento tumoral de los diferentes tratamientos admi-
nistrados: cbD (100µm administrado diariamente), PtX (100 µm una sola admi-
nistración durante) y la combinación de ambos. *(p<0.05) indica diferencias
estadísticamente significativas entre la combinación de cbD+PtX y el PtX como
tratamiento único. 



en cuanto a la carga superficial, cabe destacar que todas
las formulaciones presentaron un potencial zeta negativo debido a
los grupos carboxilo libres del PLGA. La incorporación de AF a la
superficie de las nanopartículas produjo, como era de esperar, una
reducción en el valor del potencial zeta aunque, en todos los casos,
esta disminución fue muy pequeña. La unión de los grupos carboxilo
activados del PLGA con el grupo amino libre del ácido fólico debería
producir un aumento de la carga superficial de las nanopartículas;
sin embargo, el ácido fólico presenta dos grupos carboxilos libres,
siendo, probablemente, los responsables de esta ligera disminución
en el potencial zeta de las nanopartículas funcionalizadas. Por otro
lado, desde el punto de vista morfológico, no se apreció ningún cam-
bio (Figura 9). todas las nanopartículas presentaron una forma es-
férica y una superficie lisa y sin poros.
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3.4.2. Carga, eficacia de encapsulación y estudios de
liberación

Los valores de carga y eficacia de encapsulación de las
formulaciones de cbD están recogidos en la tabla 5. La incorpo-
ración de AF a la superficie de las nanopartículas produjo una
disminución no significativa (p>0.05) del contenido en cbD, pro-
bablemente, debido a una pérdida durante el proceso de funcio-
nalización. también se observó una liberación más rápida, debido
al mayor efecto burst durante los primeros 60 minutos del ensayo
(≈37 y 50 % del cbD liberado en las cbD-Nps y FA-cbD-Nps
respectivamente) (Figura 10).No obstante, en ambas formulacio-
nes, se apreció una liberación controlada del cbD durante al
menos 72 horas, con aproximadamente el 90 % del cbD liberado. 

Formulación Tamaño (nm) PDI
Potencial zeta

(agua)
rendimiento del pro-

ceso (%)
carga (µg cbD/10

mg Nps)
ee (%)

PLGA- Nps 228.47 ± 8.36 0.141  ± 0.019 -24.7±1.48 61.8 ±4.27 ------ ------

cbD-Nps 236.08± 12.02 0.165± 0.009 -16.6±1.22 51.2 ±6.22 140.2± 6.25 95.23 ± 3.3

FA-PLGA-Nps 259.1± 8.47 0.271±0.031 -29.5±0.20 48.62±12.22 ------
------

FA-cbD-Nps 241.5± 10.21 0.210±0.033 -18.4±0.66 50.94±5.27 120.5±15.57 81.97±14.97

DiO-Nps 230.27±7.58 0.175±0.021 -28.2±1.52 62.5 ± 2.33 ------ ------

FA-DiO-Nps 248.3±9.72 0.227±0.085 -31.27±1.70 50.94±10.22 ------ ------

tabla 5: características de las formulaciones optimizadas funcionalizadas y no funcionalizadas con ácido fólico elaboradas

Figura 9: Imágenes obtenidas por microscopía electrónica de todas la nanopartículas desarrolladas



cm− 1, que pueden atribuirse al anillo de pterina y fenilo del
ácido fólico. Además, en las FA-cbD-Nps ha desaparecido el pico
de 3540 cm− 1, que junto con el pico de 3400 cm− 1, corresponde
a las vibraciones del enlace N-H de la amina primaria; amina que
ha desaparecido debido a la unión con el PLGA. estos dos picos
están presentes en el espectro del ácido fólico y de la mezcla física
del mismo con las cbD-Nps, donde el pico de 3400 cm− 1 parece
estar enmascarado en la banda del PLGA en torno a 3340 cm− 1
(enlaces O-H) (53, 54). Los resultados obtenidos nos indican la
unión de la molécula de ácido fólico sobre la superficie de las na-
nopartículas.

3.4.3. ATR 
estos estudios confirmaron la unión de ácido fólico a la

superficie de las nanopartículas de cbD. en el espectro de Atr de
las nanopartículas de cbD no funcionalizadas (Figura 11), se pue-
den apreciar los picos característicos del PLGA: 3340 cm− 1 (O-
H), a 2940 cm− 1 (c-H), 1750 cm− 1 (c-O de los grupos ester),
1380 cm− 1 (-cH3 del ácido láctico) y 1090 cm− 1 (c-O), (51,
52). en las formulaciones funcionalizadas con ácido fólico, se ha
producido un engrosamiento de la banda de 3340 cm− 1, proba-
blemente debido a la contribución de las vibraciones de estira-
miento de los enlaces N-H la molécula de ácido fólico, así como
también aparecen diversos picos en el intervalo de 1700-1500
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Figura 10: Perfil de liberación in  vitro de las nanopartículas de cbD funciona-
lizadas y no funcionalizadas con ácido fólico

Figura 11: espectros de Atr del  ácido fólico (AF), las nanopartículas no funciona-
lizadas (cbD-Nps), la mezcla física de ambos (AF+cbD-Nps) y las nanopartículas

funcionalizadas con ácido fólico ( AF-cbD-Nps).

Figura 12: estudios de internalización de las nanopartículas no funcionalizadas y funcionalizadas con ácido fólico en células sKOV-3. tinción con DAPI ( núcleo celular):
azul; tinción con red-Phalloidin ( citoesqueleto): rojo, tinción con DiO: (nanopartículas): verde



3.4.4. Estudios de captación en las células SKOV-3 
tal y como se puede apreciar en la Figura 12, se produjo

una internalización más rápida en las formulaciones funcionaliza-
das con folato. en las formulaciones no funcionalizadas no se apre-
ció una captación considerable hasta las 2 horas de incubación. sin
embargo, en nanopartículas con ácido fólico se observó incluso a
los 30 minutos. estas diferencias en la captación pueden atribuirse
a la presencia del ácido fólico. Precisamente, la internalización a
tiempos cortos obtenida con las nanopartículas de folato resulta
muy interesante para nuestros objetivos debido a la rápida libe-
ración del cbD a partir de las nanopartículas en los primeros 90
minutos. sin embargo, tras 8 horas de incubación ambas formu-
laciones presentaron una captación similar.

3.4.5. Eficacia antitumoralde las nanopartículas de CBD
en monoterapia

3.4.5.1. Eficacia antitumoral in vitro
mientras que las nanopartículas no cargadas no presen-

taron citotoxidad, las nanopartículas cargadas con cbD (funciona-
lizadas y no funcionalizadas con ácido fólico) presentaron una
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actividad antiproliferativa similar o ligeramente superior ( a con-
centraciones bajas) al cbDsol (Figura 13). De hecho, se observó
una disminución en los valores de cI50 en las formulaciones de na-
nopartículas de cbD. sin embargo, las diferencias no fueron esta-
dísticamente significativas (tabla 6). cabe destacar que en estos
ensayos el cbDsol está completamente disponible para las células
lo que podría dificultar encontrar diferencias significativas entre la
solución y las nanopartículas, en las que el cbD se libera de manera
prolongada. De hecho, nanoformulaciones de otros agentes anti-
tumorales presentaron resultados similares, mostrando una eficacia
parecida e incluso en algún caso inferior al fármaco libre, proba-
blemente debido a esta liberación controlada (55). 

Figura 13: estudios de viabilidad en células sKOV-3 de las nanopartículas de cbD funcionalizadas y no funcionalizadas con ácido fólico

Figura 14: Inhibición del crecimiento tumoral de los diferentes tratamientos de
las nanopartículas de cbD no funcionalizadas y funcionalizadas con ácido fólico.
* y † indican diferencias estadísticamente significativas ( p<0.05) de las nano-
partículas funcionalizadas con el cbDsol y  con las nanopartículas no funcionali-
zadas respectivamente

CI 50
24 horas 48 horas

cbD sol 29.71±1.89 µm 22.73±1.18 µm

cbD-Nps 28.04±1.14µm 20.88±1.25µm

AF-cbD-Nps 26.12±4.32µm 17.63±3.27µm

tabla 6: Valores de cI50 en las células sKOV-3 tras 24 y 48 horas de tratamiento con
con cbDsol y las nanopartículas no  funcionalizadas y funcionalizadas de cbD



3.4.6. Estudios de combinación de la nanopartículas de
CBD

tal y como podemos observar en la Figura 15, las nano-
partículas de cbD, administradas de acuerdo al protocolo de pre +
coadministración, potenciaron la actividad antiproliferativa del PtX,
disminuyendo significativamente (p<0.01) los valores de cI50 de
este antineoplásico (tabla 7). Aunque ambas formulaciones de na-
nopartículas, no funcionalizadas y funcionalizadas con ácido, pre-
sentaron una mayor disminución de los valores de cI50 que el cbDsol,
solo se consiguieron diferencias estadísticamente significativas
(p<0.05) con las nanopartículas funcionalizadas con ácido fólico. 

4. CONCLUSIONES 

el cbD, administrado en monoterapia, resulta útil en el
tratamiento de tumores de ovario altamente invasivos, debido a su
capacidad para inhibir el crecimiento y migración de las células tu-
morales. Además, debido a su capacidad para potenciar el efecto
citotóxico del placlitaxel, resulta útil su uso en terapia de combina-
ción, permitiendo reducir la dosis, y por consiguiente, los efectos ad-
versos de este antineoplásico para conseguir el mismo efecto
antitumoral. 

el desarrollo de las nanopartículas poliméricas de PLGA
constituye un buen recurso tecnológico para administrar el cbD, pre-
sentando una actividad anticancerígena similar o ligeramente su-
perior al cbD en solución. Además, la incorporación de ácido fólico
a la superficie de estas formulaciones es un buen recurso de vecto-
rización a tumores de ovario, incrementando significativamente la
eficacia de las formulaciones de nanopartículas de cbD en los mo-
delos in ovo. Además, estas formulaciones demostraron in vitro po-
tenciar significativamente el efecto antitumoral del PtX. 

5. LISTA DE ABREVIATURAS 

AF-cbD-Nps Nanopartículas cargadas con cannabidiol y 
funcionalizadas con ácido fólico

AF-DiO-Nps Nanopartículas cargadas con DiO y funcionali
zadas con ácido fólico

AF-PLGA-Nps Nanopartículas blancas funcionalizadas con 
ácido fólico

cbD cannabidiol
cbD-Nps Nanopartículas cargadas con cannabidiol
cbD sol cannabidiol en solución
cI50 concentración inhibitoria 50
cIs cisplatino
DDe Día de desarrollo embrionario
DiO Perclorato de 3,3'-Dioctadeciloxacarbocianina
DiO-Nps Nanopartículas cargadas con DiO

3.4.5.2. Eficacia antitumoral in vivo
La eficacia antitumoral de las nanopartículas de cbD des-

arrolladas también se evaluó en los modelos in ovo. tal y como se
puede observar en la Figura 14, las nanopartículas presentaron una
mayor inhibición del crecimiento tumoral que el cbDsol. sin embargo,
diferencias estadísticamente significativas solo se observaron con las
nanopartículas funcionalizadas. esta mayor actividad antitumoral
podría deberse a una mayor captación de las formulaciones debido
a la presencia de ácido fólico. cabe decir que este modelo es más re-
presentativo que los cultivos celulares en monocapa y permitiría apre-
ciar mejor el proceso de vectorización. De hecho, otros autores han
encontrado resultados similares con nanopartículas de otros agentes
antitumorales funcionalizadas con ácido fólico, y mientras que en
cultivos celulares las nanopartículas funcionalizadas presentaron una
actividad antiproliferativa similar a las formulaciones no funcionali-
zadas, en estudios in vivo se observó una mayor eficacia, debido a
una mayor captación (55-57).
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Figura 15: Actividad antiproliferativa del PtX administrado en monoterapia  (-cbD) o
en combinación con cbDsol (+cbD) y las formulaciones de nanopartículas de cbD no
funcionalizadas ( +cbD-Nps) y funcionalizadas con ácido fólico (+AF-cbD-Nps) si-
guiendo el protocolo de pre+co-administración a una concentración de cbD de 10µm

cI50 PtX (nm)

PtX 105.52±22.32

PtX+cbDsol 29.48 ± 6.82**

PtX +cbD-Nps 21.75 ±6.01**

PtX +AF-cbD-Nps 18.53 ±1.28** /†

tabla 7: Valores de cI50 del PtX combinado con cbDsOL y las nanopartículas de cbD
no funcionalizadas ( cbD-Nps) y funcionalizadas con ácido fólico ( AF-cbD-Nps).**
indica diferencias estadísticamente significativas (p <0.01) en los valores de cI50
del PtX administrado en monoterapia o junto con los diferentes formulaciones de
cbD. † Indica diferencias estadísticamente significativas en los valores de cI50 de
PtX +cbDsol y PtX+AF-cbD-Nps



DOX Doxorrubicina
ee eficacia de encapsulación
Ic Índice de combinación
mcA membrana corioalantoidea de embriones de 

pollo fecundados
PLGA Poli-láctico-co-glicólico
PLGA-Nps Nanopartículas blancas
PtX Paclitaxel
PVA Alcohol polivinílico
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