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Resumen

En esta tesis se presenta la sintesis, funcionalizacion y caracterizacion de
nanoparticulas de silice, de morfologia esférica, con compuestos del tipo flavonoide
extraidos de un arbusto que se puede encontrar en la region centro del pais. Ademas,
se describen metodologias originales para la sintesis de nanoparticulas de silice y la
extraccion de los compuestos de interés, siendo éstas mas simples y rapidas que las
reportadas actualmente. Algunos de los resultados obtenidos de la caracterizacion
de los compuestos extraidos no solo no se encontraron reportados en la literatura,
sino que tienen potencial para ser utilizados como estandares o referencias para
futuros trabajos de investigacion en esta area. Finalmente, el modelo del
nanosistema usado en las pruebas in vitro se internaliz6 en células MCF-7 sin
necesidad de efectuar algln procedimiento adicional o previo, lo cual es un aporte
importante, ya que al comparar este resultado con la literatura se encontrd que, en
trabajos similares, se requeria una preparacion adicional para llevar a cabo estudios

in vitro.



1.Introduccion

En este trabajo se presenta la metodologia para desarrollar un nanosistema formado por
nanoparticulas de morfologia esférica, acopladas con compuestos naturales del tipo
flavonoide, con potenciales usos como biomarcador y/o en el tratamiento de algunos
tipos de cancer, siendo el enfoque de este trabajo sobre el cancer de mama
hormonosensible. Ademas, el nanosistema obtenido presentd caracteristicas
morfoldgicas y quimicas Optimas y superiores a las presentadas por otros tipos de
nanoparticulas con aplicaciones similares. En esta tesis se incluye la sintesis de
nanoparticulas de silice, usando el método de Stober, la extraccion de los compuestos
naturales, la bio-funcionalizacién de las nanoparticulas con los compuestos extraidos, la
caracterizacion del material compuesto obtenido y un estudio in vitro de internalizacion

de éste en células MCF-7.

El documento esta organizado de la siguiente forma: en la primera seccion se presentan
los antecedentes relacionados con el tema; se comienza revisando lo asociado con los
compuestos del tipo flavonoide y la utilizacién de éstos en ensayos bioldgicos. Méas aun,
se incluye el uso de nanoparticulas acopladas a diferentes compuestos para deteccién y
tratamiento de enfermedades, incluido el cancer y se presentan los objetivos propuestos
para este trabajo. Posteriormente, se muestra el planteamiento del problema, la
justificacion y la hipotesis en la que se baso la investigacion. Se continua con el marco
tedrico necesario para abordar este tema, definiendo lo que es el cancer de mama
hormonosensible, estadisticas y compuestos usados actualmente para su tratamiento.
Esta seccién también contiene una recopilacion de los compuestos hasta ahora
encontrados que pertenecen al material vegetal y se revisa lo relacionado con la sintesis
de las nanoparticulas. Asimismo, se incluye un apartado donde se describen los
fundamentos de las técnicas de caracterizacion. En la siguiente seccién se describe la
propuesta de trabajo, incluyéndose las metodologias utilizadas, una de las
contribuciones originales de este trabajo. Consecutivamente se presentan los resultados
encontrados junto con la discusiéon de los mismos y finalmente, las conclusiones

derivadas de los resultados obtenidos.



Al igual que los vertebrados, las plantas también producen compuestos con
estructuras quimicas muy parecidas a las de las hormonas. Estos compuestos
poseen multiples propiedades bioldgicas que han sido reportadas en numerosas
investigaciones. Ademas, su abundancia en la dieta y su amplio uso en la
medicina tradicional, los convierte en una pieza importante para explicar la
relacién encontrada entre el consumo de determinados productos de origen
vegetal y la disminucion del riesgo de adquirir ciertas enfermedades crénicas.
En un futuro, estos compuestos pueden llegar a ser utilizados en la
farmacoterapia en diferentes tratamientos contra enfermedades como el cancer.

La principal clase de compuestos de este tipo, que ha sobresalido son los
flavonoides. Estos compuestos fueron descubiertos por el cientifico htungaro
Albert Szent-Gyérgyi (ganador del premio Nobel de Fisiologia y Medicina en
1937), quien les acuié el nombre de “vitamina P”, cuyo nombre dejé de usarse
desde 1950. A estos compuestos se les han adjudicado propiedades como
antioxidantes, antiinflamatorias, antlagregantes, antihemorragicas,
vasodilatadoras, antineoplasicas, antivirales, antibacterianas, antialérgicas y
hepatoprotectoras (Alvarez & Cambeiro, 2012; Cartaya & Reynaldo, 2001;
Martinez Flores, J, Culebras, & Tunén, 2002).

Flavonoides es el nombre con el que se conoce un gran nimero de compuestos
polifendlicos, de bajo peso molecular, caracterizados por una estructura de fenil-
benzo-y-pirona (o fenil-y-cromona). La estructura quimica bésica consiste de un
esqueleto carbonado Cg-C3-Cs, donde los componentes Cgs son anillos aromaticos
unidos por tres 4tomos de carbono (Figura 1). En las plantas los flavonoides, que
son metabolitos secundarios, se encuentran en estado libre o en forma de
heterésidos, generalmente, solubles en agua, mientras que sus agliconas, son
s6lo ligeramente solubles en ésta. Las distintas clases de flavonoides se
diferencian en la concentracién de saturacion y en los sustituyentes del anillo C,
mientras que los compuestos individuales, dentro de cada uno de esos grupos, se
distinguen por la diferente sustitucién de los anillos A y B, como pueden ser
grupos hidroxilo. A esta familia pertenecen las chalconas, flavanonas, flavonas,
flavanoles, isoflavonoides, flavonones, antocianinas y taninos.

Existen muchos estudios de como compuestos derivados de plantas pueden ser
utilizados en el tratamiento de cancer (Alonso-Castro et al., 2011; Fotsis, Pepper,
& Aktas, 1997a; Sanderson et al., 2004). Estos compuestos en su mayoria, tienen



actividad farmacolégica como antimutagénicos y anticarcinogénicos (Alonso-
Castro et al., 2011; Andrade et al., 2010; Birt, Hendrich, & Wang, 2001; Gullett
et al., 2010; Isaac, Jiménez, Yane, Martinez, & Fonseca, 2009; Martinez Flores,
J, Culebras, & Tufién, 2002). Los principales compuestos reportados, con alto
potencial para el tratamiento de cancer de mama, es la familia de los flavonoides,
los cuales se ha reportado que pueden actuar como agonistas de estréogenos, ya
sea bloqueando alguna enzima importante o en moléculas como los receptores
estrogénicos (Birt et al., 2001; Britain et al., 1990; Fotsis et al., 1997a; Grube et
al., 2001; Isaac et al., 2009; Paul, 1993; Sanderson et al., 2004; Ta & Walle, 2007;
Walle et al., 2007; C. Wang et al., 1994).

a)

Figura 1. a) Estructura quimica base de los flavonoides con su correspondiente
numeracién. b) Estructura quimica base de los isoflavonoides con su numeracién
parcial (Alvarez & Cambeiro, 2012).

Wang et al. (1994) demostraron que el coumestrol, perteneciente a las
1soflavonas, es un inhibidor de la aromatasa, la cual es una enzima ampliamente
estudiada por su relaciéon con el cancer de mama. Estos investigadores
reportaron que el coumestrol inhibe a esta enzima 2.6 veces mas que la
Aminoglutatimida ! en preadipositos. También se ha encontrado que el
coumestrol, actiia como receptor o como agonista del receptor de estréogenos,
principalmente del beta y ejerce efectos estrogénicos lo que sugiere que los
efectos estrogénicos de coumestrol pueden oponerse en algunos casos por su
inhibicién de la sintesis de estrégenos (Kuiper et al., 1998).

También se ha explorado si existe una correlaciéon de los grupos hidroxilo
pertenecientes a la estructura de los flavonoides y su habilidad para inhibir la
actividad enzimatica de la aromatasa (Britain et al., 1990; Fotsis, Pepper, &
Aktas, 1997b; Hong & Chen, 2006b; Walle et al., 2007). Algunos grupos de
investigacion sugieren que la hidroxilacion del C-7 es la responsable de la
actividad inhibidora de la aromatasa (Britain et al., 1990). Otros investigadores
sugieren que la inhibicion es debida a la di-hidroxilacién de los carbonos 5y 7 de

1 Inhibidor de aromatasa de primera generacion.



la flavona (Ta y Walle 2007). Wang et al. (1994) sugieren que la di-hidroxilacién
del carbono 2 y 3 decrece la inhibicion de la aromatasa, pues quercetina y morin,
que tienen una hidroxilacién en la posicién 3 y 2 respectivamente, no presentan
inhibiciéon de la aromatasa, mientras sus analogos quimicos kaempferol y
luteolina, los cuales no presentan hidroxilaciéon en los carbonos 2 y 3 resultaron
ser buenos inhibidores de ésta (Figura 2). Fotsis, et al. (1997), sugieren que el
anillo C de los flavonoides, no debe estar hidroxilado con un oxo en la posicién 4
y una doble unién entre los carbonos 2 y 3 es requerido para que la inhibicion de
células con cancer sea maxima.

Otra relaciéon importante que tienen en su estructura los diferentes flavonoides
son sus grupos metil, pues con base en ellos se puede determinar la efectividad
antitumoral de los flavonoides. Walle et al. (2007) reportaron que 5,7-
dimetoxiflavona y 5,7,4-trimetoxiflavona tuvieron 10 veces mas potencia de
inhibicién en la proliferacion celular que sus correspondientes analogos sin
metilar, crisina y apigenina (Figura 2). Lo anterior posiblemente se deba a la falta
de propiedades antioxidantes, que se relaciona con los grupos libres hidroxilo
(Walle et al., 2007).

Sas
HO o Flavona R R2 R3 R4 R5 RS

Crisina H H H H OH | OH

Apigenina H H OH H OH | OH

Kaempferol H H OH | OH | OH | OH

Luteolina H OH | OH H OH | OH

Quercetina H OH | OH | OH | OH | OH

Morin OH H OH | OH A OH | OH
a) b)

Figura 2. a) Representacién esquemética de la estructura quimica del coumestrol. b)
Representacion esquematica de la estructura quimica de diferentes flavonas, con su
correspondiente numeracién y las posiciones de los sustituyentes (C. Wang, Mékela,
Hase, Adlercreutz, & Kurzer, 1994).



Asi pues, los compuestos derivados de los flavonoides que principalmente
contienen grupos metil o hidroxilo en las posiciones 5 6 7, tienen altas
posibilidades de ser usados como inhibidores de la aromatasa, ya que al parecer
la aromatasa posee afinidad por estos grupos. También en hongos se han
encontrado compuestos que pueden inhibir la aromatasa (Agaricus bisporus), ya
que de acuerdo a lo reportado por Grube et al. (2001), el perfil cinético de
inhibicién para la aromatasa es del tipo mixto, por lo que sugirieron la presencia
de uno o mas inhibidores en el extracto obtenido de estos hongos que forman
parte de la dieta.

Los isoflavonoides que han tenido mayor atencion por su futuro uso terapéutico
en el tratamiento de cancer de mama, son lo isoflavonoides de la soya, que han
llegado a ser nombrados “fitoestrogenos”. Estos “fitoestréogenos” son la
Genisteina y Daidzeina principalmente (Figura 8). Sin embargo, su actividad
terapéutica no queda del todo clara. De acuerdo a varios reportes, la Geniesteina
tiene una estructura similar a la del estradiol y compite fuertemente con él para
ocupar un receptor estrogénico (Borras et al., 2006; Kuiper et al., 1998).

Actualmente se siguen estudiando otros compuestos derivados de plantas, que
pudieran llegar a tener efectos antitumorales. Por ejemplo, los compuestos del
palo azul, que se presentan en esta investigacion.

OH

Figura 3. Estructura quimica de la Geniesteina y Daidzeina. Genisteina: R1= H; Rz =
H. Daidzeina: R1= OH; Rz = H (Mahmoud, Yang, & Bosland, 2014)

La eficiencia de un sistema o nanosistema terapéutico, como los usados para
tratar cancer, se mide por su capacidad para reducir y eliminar tumores sin
danar el tejido sano. Asi pues, la capacidad para reconocer y marcar tumores es
esencial para el éxito del sistema terapéutico. Un aumento en la especificidad de
sitio y la internalizacion puede mejorar la eficacia del tratamiento y disminuir
la posibilidad de los efectos secundarios graves que los pacientes de cancer
experimentan a menudo. Kl objetivo final de la terapéutica del cancer es
aumentar el tiempo de supervivencia y la calidad de vida del paciente. Desde que
se comenzaron a utilizar las nanoparticulas en investigaciones contra el cancer,
éstas han llevado a importantes mejoras en la terapéutica a través de ofrecer



especificidad a moléculas diana o sitios especificos, su capacidad para vencer la
resistencia que ofrece la célula a multiples farmacos y con ello la entrega
eficiente de un agente farmacoldgico o con capacidad antitumoral. Ademas, esta
nueva herramienta se esta esparciendo rapidamente en investigaciones de todo
el mundo.

Los materiales de o6xido de silicio, que tienen como precursor el
tetraetilortosilicato (TEOS, Figura 4a), poseen caracteristicas fisicas y quimicas
adecuadas para usarse en investigaciones relacionadas con la deteccién y el
tratamiento de cancer. Estas nanoparticulas pueden sintetizarse facilmente a un
tamano especifico (Green et al., 2003; Ibrahim, Zikry, & Sharaf, 2010; Stober,
1968), tienen la capacidad de atravesar la membrana celular y entrar al
citoplasma (Xie et al., 2013) y una superficie que permite afadir quimicamente
compuestos con actividad biolégica o foto luminiscente (Tan et al., 2004; L. Wang,
2008). Por ejemplo, Tran et al, (2013) reportaron que a una nanoparticula de
silice de 90 nm es posible unir hasta 3940 moléculas fluorescentes. Dependiendo
del tamano es la cantidad de moléculas que se pueden unir quimicamente a la
superficie. Ademas, son Opticamente transparentes y estan caracterizadas por
su elevada superficie especifica, su nula toxicidad (inertes) y son resistentes al
bio-ambiente que se puede formar tanto en pruebas in vivo como In vitro
(Abhilash, 2010; Tran et al., 2013).

/o /o
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Figura 4. a) Estructura quimica del tetraetilortosilicato. b) Estructura quimica del 3-
aminopropiltrietoxisilano (AMPS) (SIGMA-ALDRICH, 2017).

La estrategia “post-recubrimiento” de nanoparticulas, que es la modificacion
quimica de la superficie de éstas con diferentes grupos funcionales, como los
carboxilatos, polietilenglicol, octadecil y grupos amino, permite acoplar o unir
diferentes compuestos o moléculas (Knopp, Tang, & Niessner, 2009). De acuerdo
a lo reportado por varios investigadores, el uso de nanoparticulas de silice post-
recubiertas en bioanalisis, mejora las propiedades opticas que presentan ciertos
fluordforos, como la rodamina, cuando es usada para obtener bio-imagenes en
tiempo real en sistemas in vitro. Ademas, ciertos anticuerpos cuando son unidos



a nanoparticulas de silice, son detectados con mucha mas sensibilidad que
aquellos que no estan unidos. También, con el cambio en la superficie de las
nanoparticulas es posible unir covalentemente enzimas, anticuerpos, receptores,
adcidos  nucleicos, organelos y hasta células (Ambikapathi &
Kempahanumakkagari, 2013; Bae, Tan, & Hong, 2012; Kumar et al., 2008; Tran
et al., 2013; Zhao, Bagwe, & Tan, 2004).

Post-recubrir nanoparticulas con moléculas que tienen grupos amino terminales
(-NH2), como el 3amino-propil-trietoxisilano (AMPS, Figura 4b), ha resultado
eficiente en la incorporacion de compuestos organicos para cualquier tipo de
nanoparticula (Ismail Ab Rahman & Padavettan, 2012; Veeranarayanan et al.,
2012; Yan, Estévez, et al., 2007). En este caso la unién entre la nanoparticula y
el compuesto organico no se realiza directamente, sino que la molécula que
contiene este grupo amino cumple la funcién de “puente” o “conector” entre uno
y otro. La unidn se realiza justamente en el grupo amino por lo que es importante
que éste quede “expuesto” en la superficie para que se realice la unién con él.
Esta unién entre el grupo amino y el compuesto de interés se puede dar mediante
un enlace del tipo covalente que se interpreta, en espectros infrarrojos, como una
amina secundaria, o se puede dar mediante enlaces de hidrégeno si se cumplen
las condiciones adecuadas (Ismail Ab Rahman & Padavettan, 2012).

El 3amino-propil-trietoxisilano puede usarse como precursor de nanoparticulas
de silicio, sin embargo, se compromete la forma esférica y la monodispersiéon de
las nanoparticulas resultantes. Ademas, pueden llegar a perderse los grupos
amino, resultando en una menor cantidad de puentes o conectores para otras
moléculas o compuestos (Branda, Silvestri, Luciani, & Costantini, 2007; Chen et
al., 2008; I. A. Rahman, Jafarzadeh, & Sipaut, 2009; Suzuki et al., 2008). Por
ello, se recomienda post-recubrir las nanoparticulas con el APTES para
mantener una considerable superficie de la nanoparticula activada con el grupo
amino y con ello mantener la forma y la monodispersion de las nanoparticulas.

Actualmente el uso de nanoparticulas de silice, se ha extendido a estudios para
deteccion y tratamiento de diferentes tipos de enfermedades, como el cancer de
mama, usando moléculas con actividad biolégica unidas a las nanoparticulas,
siendo estas moléculas anticuerpos, proteinas, rodamina, fArmacos (como los
inhibidores de la aromatasa), e incluso medicamentos usados en quimioterapia
(Anajwala et al., 2010; Gary-Bobo et al., 2012; Kumar et al., 2008b; Prabhu,
2011; Santra et al., 2001).



Otro tipo de compuestos a base de silicio también se han usado en el area
biomédica. Un ejemplo de ello es el silicio poroso embebido con platino como
agente antitumoral. También se ha disenado silicio poroso calcificado como un
factor de crecimiento artificial y como acarreador de anticuerpos, antibiéticos,
enzimas y proteinas (Abhilash, 2010), por lo que el uso de nanoparticulas de
silice en un futuro cercano, tal vez llegue a convertirse en uno de los primeros
recursos para la deteccion y tratamiento de diferentes enfermedades.

1.2.1 Objetivo general

Sintetizar, caracterizar y funcionalizar nanoparticulas de silice con

isoflavonoides extraidos de Eysenhardtia polystachya (EP) para estudiar sus

posibles efectos antitumorales.

1.2.2 Objetivos especificos

Y Extraer, separar y caracterizar los extractos obtenidos de EP.

Y Sintetizar nanoparticulas de silice (Np) mediante el método de Stéber.

Y Funcionalizar las nanoparticulas de silice con el agente acoplante (NpA)
Y Funcionalizar las nanoparticulas NpA con los compuestos de EP (NpAE).
Y Caracterizar los tres tipos de nanoparticulas obtenidas (Np, NpA y NPAE)
Y Determinar la internalizacion de las nanoparticulas de silice con EP en la

linea celular MCF-7.



2.Planteamiento del problema

El cancer de mama representa el 16% del total de los canceres femeninos, y de
acuerdo a las estadisticas de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), en
México y en el mundo el cancer de mama es una de las primeras causas de
muerte en mujeres de entre 20 y 65 anos de edad. En México, se reportan 14,000
nuevos casos al afio y el Consejo Nacional de Poblacién (CONAPO), indicé que
para el 2020, un tercio de la poblacién mexicana, sin importar su estatus
socioecondmico, padecera este tipo de cancer. Asi mismo, se reportan 5,700
muertes al afo por cancer de mama en mujeres y se estima que el 43% de las
mujeres con este padecimiento se encontraban en edad laboral productiva. La
mayoria de las muertes se debe a diagnosticos tardios o a que los tratamientos
resultan agresivos y los efectos secundarios son, en ocasiones, peores que los
problemas causados por el cancer. A lo largo de los afos, este tipo de cancer se
ha convertido en uno de los principales problemas de salud publica en México y

de la mayoria de los paises en vias de desarrollo.

Reducir la morbi-mortalidad del cancer de mama es importante para paises como
México que no cuentan con un sistema de salud adecuado para atener los miles
de casos que se presentan al dia. Por ello, desarrollar mejores formas de detectar
y tratar esta enfermedad es vital. La busqueda de nuevos compuestos y
materiales con capacidades adecuadas para detener el cancer resulta atractiva,
pues se exploran opciones que antes parecian imposibles. De acuerdo a lo
revisado, los compuestos de palo azul y el uso de nanoparticulas como vehiculo
para éstos, pueden ser idoneos para usarse en el tratamiento de este u otros tipos
de cancer, o como terapia coadyuvante. Ademas, como algo novedoso, y a

diferencia de compuestos analogos como los de la soya, los compuestos descritos



en esta tesis presentan fluorescencia que podria aprovecharse en aplicaciones de

bio-imagenes o bio-marcadores en estudios in vitro e in vivo.

Las nanoparticulas de silice funcionalizadas con APTES, pueden llegar a formar
enlaces de hidrégeno, a través del nitrégeno presente en el agente acoplante y
los grupos OH y/o el grupo carbonilo de los isoflavonoides, permitiendo que este
nanosistema tenga las caracteristicas adecuadas para lograr internalizarse en

la linea celular MCF-7.



3.Marco tedrico

3.1.1 Definicion y estadisticas

De acuerdo a la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), el término «Cdncer»
es un término genérico que designa un amplio grupo de enfermedades que
pueden afectar a cualquier parte del organismos también se habla de «tumores
malignos» o «neoplasias malignas». Una caracteristica del cancer es la
multiplicacion rapida de células anormales que se extienden mas alld de sus
Iimites habituales y pueden invadir partes adyacentes del cuerpo o propagarse a
otros organos, proceso conocido como metastasis. Al respecto, las metastasis son
la principal causa de muerte por cancer.

El cancer de mama o cancer de seno, de acuerdo con la American Cancer Society,
se origina cuando las células en el seno comienzan a crecer en forma
descontrolada. Fstas células normalmente forman un tumor que a menudo se
puede observar en una radiografia o se puede palpar como una protuberancia
(bulto). El tumor es maligno (canceroso) si las células pueden crecer penetrando
(invadiendo) los tejidos circundantes o al hacer metdstasis a dreas distantes del
cuerpo. FEl cancer de seno ocurre casi exclusivamente en las mujeres, pero los
hombres también lo pueden padecer.

En el marco internacional, una de cada ocho mujeres tiene o va a desarrollar
cancer de mama en el lapso de su vida, es decir, que el 12 % de la poblacién
femenina actual en el mundo, va a presentar esta enfermedad (OMS, 2013). Este
tipo de cancer es la segunda neoplasia mas frecuente en la poblacion, pero es la
mas frecuente entre la poblaciéon femenina. Se estima que se diagnostican 1.67
millones de nuevos casos anualmente y esto representa el 25% de los canceres
en mujeres. La tendencia de la mortalidad es ascendente debido a una mayor
incidencia de la enfermedad, el envejecimiento poblacional y la poca capacidad
de respuesta de los sistemas de salud en paises subdesarrollados (Secretaria de
Salud, 2015).

En el 2012, en el continente americano, aproximadamente 408,000 mujeres
fueron diagnosticadas con cancer y 92,000 mujeres murieron por esta causa. En
América Latina, el cancer de mama es el cancer mas frecuente en mujeres, con
152,059 casos diagnosticados anualmente, lo que corresponde a una cuarta parte
(24.9%) de los casos de céncer en mujeres. Este tipo de céncer, es también la
principal causa de muerte por un tumor maligno en la mujer latinoamericana,



con 43,208 defunciones y tasas de mortalidad de hasta 13%. (Secretaria de Salud,
2015) .

En México, la tasa de mortalidad de cancer de mama en 1990 fue del 13.06% en
mujeres de entre 35 a 54 anos de edad. Sin embargo, la tasa de mortalidad
aumento6 al 14.9% para el ano 2000, lo que demostré una tendencia ascendente
a presentar cdncer de mama y morir por esta causa (Maza Ferndndez & Vecchi
Martini, 2009; OMS, 2013). A partir del afio 2006, en México, el cancer de mama
desplazé al cancer cérvico-uterino para ubicarse como la primera causa de
muerte por cancer en la mujer. Anualmente se estima una ocurrencia de 20,444
casos en mujeres, con una incidencia de 35.4 casos por 100,000 mujeres
(Secretaria de Salud, 2015). Las principales causas de muerte por tumores
malignos en mujeres de 20 y mas anos en 2011 fueron por cancer de mama
(13.8%) y cervicouterino (10.4%) (Maza Fernandez & Vecchi Martini, 2009). En
el ano 2013, se registraron 5,405 defunciones en mujeres con una tasa de 16.3
defunciones por 100,000 mujeres. Para este mismo ano, en Querétaro se
registraron 90 defunciones en mujeres con una tasa de 16.8 por cada 100,000
mujeres (Secretaria de Salud, 2015).

De acuerdo con el Consejo Nacional de Poblacién (CONAPO), se calcula que para
el ano 2020, el nimero de muertes debidas al cancer de mama, en mujeres
mayores de 25 anos, alcanzara los 38.8 millones, lo cual representaria casi un
tercio de la poblacién mexicana (Maza Ferniandez & Vecchi Martini, 2009).
También se estima que para el 2030, el nimero de mujeres diagnosticadas de
cancer de mama en el continente americano aumentara en un 46% (Secretaria
de Salud, 2015).

Desafortunadamente en México se ha observado que, en la mayor parte de los
casos, el diagnostico se realiza en etapas muy avanzadas de la enfermedad
(estadios III o IV2). Este diagnéstico tardio implica que el tratamiento de cancer
es mas costoso, mas doloroso y con menos posibilidades de mejoria y en otros
casos un mal diagnéstico anula toda posibilidad de curaciéon. Es por ello qué, para
reducir el impacto de esta enfermedad en la poblacién, la Organizaciéon Mundial
de la Salud (OMS) afirma que la deteccién temprana es una estrategia
fundamental para el diagnoéstico y tratamiento oportuno. Atendiendo lo
propuesto por la OMS, en México existe la Norma Oficial Mexicana NOM-041-

2 El cancer de mama se clasifica en 5 estadios (0 al IV). En el I el tumor est4 en la mama, mide
menos de 2 cm y no se ha diseminado fuera de la misma. A partir del estadio II se ubica en los
ganglios linfaticos axilares; estos ganglios son un factor de prondstico relevante, ya que de las
lesiones en ellos se determina la evolucién y sobrevivencia del paciente.



SSA2-2011 la cual indica que la poblaciéon de 20 anos y mas debe realizarse la
autoexploracion; a partir de los 25 anos, una exploracién clinica anual por un
profesional de la salud; de los 40 a 69 anos una mastografia cada dos anos y para
las de 70 anos y mas, mastografias de seguimiento en las mujeres con
antecedentes de cancer de mama o bien por indicacién médica (Diario Oficial de
la Federacién, 2011).

En México, se realizan dos tipos de mastografias, la de tamizaje (que permite la
deteccién temprana de cdncer de mama a mujeres aparentemente sanas) y de
diagnédstico, que se realiza como parte de la evaluacion del estado de salud de la
mujer cuando se sospecha o tiene sintomas clinicos de patologia de cancer
mamario (OMS, 2013). Sin embargo, la mastografia es menos eficaz en mujeres
jovenes (entre 20 y 25 afios) debido a la densidad de las mamas, por ello el
diagnéstico es mas tardio e ineficiente, por lo que se necesitan nuevas
herramientas que permitan detectar este padecimiento oportunamente. La
autoexploracion en México se realiza de forma frecuente en la poblacion
femenina, pero solo entre el 5y 10% de los tumores son identificados en estadio
I siguiendo esta técnica (Arce et al., 2011; INEGI, 2011).

Con respecto a los métodos de deteccion de cancer de mama, el Instituto Nacional
de Cancer, en estudios realizados en Estados Unidos y Reino Unido, report6 que
la adopcion generalizada de pruebas para detectar el cancer de mama, aumentan
la incidencia de este tipo de cancer para una poblacion dada y cambia las
caracteristicas de los canceres que se detectan. La incidencia se da
principalmente en cancer ductal in situ, lesiones premalignas y canceres de
riesgo bajos. Estas incidencias, también se atribuyen a factores de riesgo como
la adopcién de la hormonoterapia posmenopausica, pero sobre todo al uso de la
mastografia, como método de deteccién (NTH, 2016a).

Se considera que un factor de riesgo es todo aquello que aumentan las
probabilidades de que una persona tenga o pueda padecer una enfermedad, como
es el cancer. Para el cancer de mama, son muchos y variados los factores de riesgo
asociados. A continuacién, se enlistan los factores de riesgo (genéticos, biolégicos,
estilo de vida, ciertas condiciones en el seno) que se han relacionado con esta
enfermedad (Lanfranchi, 2016; National Cancer Institute, 2016; NIH, 2016a;
Sanfilippo B. & Moreno Hernandez, 2008; SS, 2016).

Envejecimiento
Edad avanzada de la primera lactancia
Estilo de vida poco saludable
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Alimentacién rica en grasa y carbohidratos



Ingesta reducida de frutas y hortalizas
Inactividad fisica

Indice de masa corporal elevado (sobre peso)
Obesidad después de la posmenopausia
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. Consumo de tabaco

10. Consumo de alcohol

11.Cambios en los patrones reproductivos

12. Historia familiar

13.Temprana menarquia

14.Tardia menopausia

15.Nuliparidad

16.Prolongado uso de anticonceptivos orales

17.Haber llevado una terapia de remplazo hormonal
18.Previa radiacion en la pared toracica

19. Ciertas condiciones en el seno (como son neoplasia lobular)
20.Identificacion de sobreexpresion de los genes BRCA-1 y BRCA-2

3.1.2 Clasificaciéon y tipos de cancer de mama

El cancer de mama es considerado como una enfermedad muy heterogénea, ya
que se conoce que esta neoplasia maligna exhibe variables histopatologicas y
caracteristicas biologicas diferentes, diferentes resultados clinicos y diferentes
respuestas a intervenciones sistémicas (Eroles, Bosch, Pérez Fidalgo, & Lluch,
2012). Debido a este alto grado de heterogeneidad, el cancer de mama no puede
verse como una simple entidad clinico patoldgica, pero puede ser dividida en
entidades homogéneas con caracteristicas y patrones similares (de Snoo, Bender,
Glas, & Rutgers, 2009; Schnitt, 2010). Al respecto se han propuesto diferentes
categorias, con el fin de tener una clasificacion adecuada basada en hechos
cientificos, con una utilidad clinica, facil aplicacién y altamente reproducible. Por
ello, es que se han estado modificando y se han propuesto diferentes formas de
clasificar el cancer de mama.

Para entender mejor la clasificacién del cancer de mama, es importante conocer
la anatomia de la mama. La anatomia normal de la mama, esta compuesta de
tres estructuras primordiales: los conductos o ductos, los 16bulos y el estroma.
Cada mama tiene entre 15y 20 secciones de 16bulos, los cuales a su vez se dividen
en secciones mas pequenas llamadas lobulillos. Los 1ébulos y lobulillos se
conectan por los conductos que son como tubos delgados. El estroma, es el tejido



adiposo y el tejido conectivo que rodea a los conductos y los lobulillos, los vasos
sanguineos y los vasos linfaticos (Figura 5) (Donegan & Spratt, 1982).

Cuando puede haber presencia de cancer de seno, uno de los exdmenes médicos
que se realiza con mas frecuencia es lo que se conoce como biopsia. Una biopsia,
es un procedimiento que consiste en extraer una muestra, total o parcial, de un
tejido determinado, para posteriormente analizarla bajo un microscopio. En la
deteccion y tratamiento de cancer de mama, una vez que se extrae el tejido
mamario, se analiza en un laboratorio para determinar si es canceroso (maligno)
o no canceroso (benigno). Si la muestra analizada es un tejido benigno, por lo
regular no se requieren mas estudios, ni tratamiento. Por el contrario, si el
resultado es tejido maligno, la biopsia puede ayudar a que el médico diagnostique
el tipo de cdncer de mama (Donegan & Spratt, 1982; Lanfranchi, 2016; SS, 2016).

El término carcinoma se usa para describir un cancer que ha comenzado en la
capa de revestimiento, como pueden ser células epiteliales, de 6rganos como el
seno. Casi todos los canceres de seno son carcinomas y por ello existen los
términos carcinoma ductal y carcinoma lobulillar. Un adenocarcinoma, es un tipo
de carcinoma que comienza en el tejido glandular (tejido que produce y segrega
una sustancia). Los conductos y los lobulillos del seno son tejidos glandulares
(pues producen y conducen la leche materna), por lo que a los cdnceres que
comienzan en estas 4reas a menudo se les llama adenocarcinomas (Nacional de
Céancer, 2016).

Pared toracica

Ganglios linfaticos-—.,~ «* Costillas—
@ \

\
o /,Taj ido graso
4 13 Ve
¥ ——————————Masculo<<"=- Lébulo
) \ VN
') == N /’,Conduclos
| 8 Pezén B X / _Aréola
| 0 \, \ SN
i ! o Ypeusn
| Aréola— - y {
\ \ \ TS ebuilios

<o /

Figura 5. Anatomia de la glandula mamaria. Se muestran las principales partes de
una glandula mamaria, incluidos los l6bulos y los conductos o ductos lactiferos
(Donegan & Spratt, 1982).

El tamano que tiene o que llega a tener el cancer de mama, se mide de forma
transversal en su punto mas ancho. Por lo regular, el tamano esta dado en
milimetros o centimetros. Aunque el tamano es considerado para determinar el
tipo de estadio que presenta un paciente con cancer de mama, no lo dice todo, ya



que un carcinoma de tamano pequefio, como 2 mm, puede significar un cancer
muy agresivo, mientras que uno de 1 cm puede ser que no sea agresivo o
viceversa. Por ello todas las caracteristicas del cancer deben ser tomadas en
cuenta (NIH, 2016a).

El tejido obtenido de una biopsia se analiza histopatolégicamente para
determinar el tipo de cancer. Por ejemplo, el cancer intraductal, que es el tipo de
cancer mas comun del seno, se encuentra en las células de los conductos y se
diagnostica en el 70 y 80% de los casos. Por otro lado, el cancer que se origina en
los 16bulos o lobulillos se llama cancer lobular. El cancer lobular es el tipo de
cancer que con mas frecuencia afecta a los dos senos (Nacional de Cancer, 2016;
Secretaria de Salud, 2015; SS, 2016).

El cancer de mama, dependiendo de su infiltracién en otros tejidos se clasifica
en: invasivo y no invasivo o in situ. En el carcinoma invasivo, su crecimiento
supera las paredes de la estructura en la que se encuentran y se expanden a
tejidos circundantes. Este tipo de cancer causa metastasis. Por otro lado, los
carcinomas In situ, no superan las paredes donde se encuentran, aun teniendo
un tamaifio considerable (Sinn & Kreipe, 2013; Viale, 2012; Weigelt et al., 2010).

Carcinoma Lobular
Invasivo (CLI)

Carcinoma Ductal
Invasivo (CDI)

Carcinoma Ductal
In Situ (CDIS)

Figura 6. Tipos de cancer de mama dependiendo de su infiltracién en otros tejidos
(Sinn & Kreipe, 2013; Viale, 2012; Weigelt et al., 2010).

El carcinoma de mama ductal invasivo (CDI) comienza en un canal o conducto
lacteo del seno y penetra a través de la pared del conducto y crece en el tejido
adiposo. 8 de cada 10 mujeres tienen CDI. El carcinoma lobulillar invasivo (CLI),
lo presentan 1 de cada 10 mujeres. E1 CLI puede ser mas dificil de detectar por
mamografia que el CDI (Figura 6) (Donegan & Spratt, 1982; Nacional de C4ncer,
2016; Secretaria de Salud, 2015).



En la mayoria de los casos, el cancer de mama se localiza en el cuadrante
superior externo (por arriba y afuera del pezén) y a partir de ahi, al primer lugar
donde migraran las células metastasicas es a los ganglios de la axila, ya que las
vias linfaticas drenan primero en este sitio. Por eso es importante saber si estos
ganglios estan comprometidos o no, puesto que sera un indicio muy importante
sobre la diseminacién de la enfermedad (Donegan & Spratt, 1982).

Junto con el estudio histopatoldgico, a la muestra obtenida mediante la biopsia
se le realizan pruebas que se conocen como condicion del receptor hormonal. Los
receptores hormonales son proteinas que se encuentran en las células (sanas y
cancerosas) y a éstos se les unen hormonas y/o proteinas. Cuando se unen,
estimulan el crecimiento de las células sanas y de mayor manera estimulan el
crecimiento de las células transformadas o dafiadas (Angeles & Angeles, n.d.;
Deroo & Korach, 2006; Engelsman, Korstan, Persijin, & Cleton, 1973; National
Cancer Institute, 2016; Schneider et al., 2007; Schnitt, 2010).

El estrogeno y la progesterona son hormonas que se pueden unir a los receptores
hormonales, que se encuentran en el ntcleo. Si el tumor tiene estos receptores,
se les conoce como cancer hormonosensible o “RE+/RP+”y se le detecta al 70%
de las pacientes (NIH, 2016b). Aproximadamente uno de cada cinco canceres de
seno tiene una cantidad muy elevada de una proteina llamada HER2/neu. A los
tumores con niveles aumentados de ésta se les conoce como cancer HERZ (Viale,
2012). Finalmente, existe un tipo de cAncer menos comuin, que parece ser mas
frecuente en mujeres de raza negra, en mujeres latinoamericanas y mujeres pre-
menopausicas jovenes. Es conocido con el nombre técnico de “triple negativo” o
“basal” (Figura 7). Su nombre se debe a que no presenta los receptores de
estrogeno y progesterona, ni el HER2. Alrededor del 5 al 10% de las pacientes,
se les detecta este tipo de cancer (Arce et al., 2011).

- RE+/RP+
Invasivo
. Ductal [ 1pfiltrante) [T1 HER2
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=
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Figura 7. Tipo de cdncer de mama dependiendo de su condicién hormonal (Arce et
al., 2011).



El avance en la tecnologia, respecto a la identificacién de genes presentes en los
distintos tipos de cancer, ha tenido una importante contribucién al incluir
microarreglos de ADN complementario (cADN). Perou et al (2000) y Soiler et al.
(2001), fueron los primeros en utilizar los microarreglos de cADN, para
1dentificar genes presentes e invariables en los diferentes tipos de cancer de
mama y con base en ello proponer una clasificacion.

La clasificacion propuesta consta de 4 grupos: luminal, basal, normal y
HER2/ERBB2. El grupo luminal, a su vez se subdivide en 2 que son el luminal
Ay el luminal B (Serlie et al., 2001). El subtipo Luminal A es el més frecuente,
correspondiendo al 67% de los tumores. Este posee alta expresion de genes
relacionados con los receptores hormonales y baja expresion de genes
relacionados con la proliferaciéon celular. A la inversa el subtipo Luminal B
presenta niveles menores de receptores de estréogeno y altos niveles de genes de
proliferacién. El indice de proliferacion se determina mediante la expresion de
Ki-673 (Su et al., 2010).

3.1.2.1 Céancer de mama hormonosensible

El cancer de mama con receptores de estrogeno y progesterona positivos,
conocido como cancer de mama hormonosensible, es el tipo de cancer que se
detecta en el 70% de las mujeres con cancer de mama (NIH, 2016b; Secretaria
de Salud, 2015). Los cdnceres de seno con receptor hormonal positivo suelen
crecer mas lentamente y tienen muchas mas probabilidades de responder al
tratamiento hormonal que los canceres de seno que no tienen estos receptores
(ACS, 2014). En muchas de las investigaciones se ha reportado que el cdncer de
mama hormonosensible se presentaba principalmente en mujeres
postmenopéausicas (Adlercreutz & Vickery, 1993; Deroo & Korach, 2006; Grube,
Eng, Kao, Kwon, & Chen, 2001; Leder, 2004; Mokbel, 2002; Simpson, 2003; C.
Wang, Mikeld, Hase, Adlercreutz, & Kurzer, 1994). Sin embargo, actualmente
se ha reportado cancer de mama hormonosensible incluso en mujeres de 20 afios
de edad (INEGI, 2011).

El desarrollo de cualquier tipo de cancer a partir de células sanas es un proceso
que involucra un dafio en el 4cido desoxirribonucleico (ADN). Cada tipo de caAncer
tiene diferentes mecanismos por los cuales se dana el ADN, teniendo distintos y
variados factores internos y externos (Reis-Filho & Pusztai, 2011; Romero,

3 Ki-67 corresponde a un antigeno nuclear presente en todas las células que se encuentran
en la fase proliferativa del ciclo celular.



Bendahl, Ferno, Grabau, & Borgquist, 2014; Weigelt et al., 2010). Para
comprender mejor como se desarrolla el cancer de mama hormonodependiente,
es necesario conocer los mecanismos propuestos hasta ahora, para entender las
causas y con base en ello buscar estrategias para la deteccion y tratamiento,
como la que se propone en este trabajo.

Como su nombre lo indica, este tipo de cancer se desarrolla principalmente en
presencia de hormonas. Las hormonas son moléculas que liberan las células que
se encargan de controlar el sistema endoécrino. Estas moléculas viajan hasta las
células diana que normalmente se encuentran a cierta distancia. Al llegar a las
células diana interaccionan con receptores especificos. Este proceso es conocido
como transduccién de sefnal. La interaccién de una hormona con su receptor
estimula o inhibe ciertos procesos dentro de la célula diana. Actualmente, se sabe
que todas las hormonas investigadas hasta el momento actian a través de la
unién a receptores especificos, aunque esos receptores estén situados dentro de
la célula diana o en la superficie (membrana plasmatica) (Mathews, Van Holde,
Appling, & Anthony-Cahill, 2013).

Las hormonas son segregadas por glandulas endécrinas y se transportan por el
torrente sanguineo, logrando que la respuesta a una sefal hormonal se produzca
de manera rapida y directa. Las hormonas son activas a concentraciones
sumamente bajas (en el intervalo micromolar o picomolar). Desde el punto de
vista quimico, las hormonas de los vertebrados son de los siguientes tipos:
péptidos o polipéptidos, esteroides y derivados de aminoécidos (Mathews et al.,
2013).

La estrona y el estradiol son hormonas del tipo esteroideas y proceden del
colesterol. Estas hormonas son mejor conocidas como estrégenos y se producen
principalmente por accién de la enzima aromatasa, que se encuentra en el iltimo
paso de conversién de andrégenos a estrégenos (Figura 4) (Altundag & Ibrahim,
2006; Arriola, Hui, Dowsett, & Smith, 2007; Britain et al., 1990; Nobuhiro
Harada et al., 1990). Los esteroides y las hormonas relacionadas acttian
intracelularmente. En virtud de su naturaleza hidrofébica, atraviesan la
membrana plasmatica y ejercen sus efectos dentro de la célula, en realidad
dentro del nicleo, donde controlan la actividad de genes especificos (Mathews et
al., 2013).
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Figura 8. Estructura tridimensional y accién de la aromatasa sobre sus sustratos
(Hong & Chen, 2006; Miller, 2005; Ponzone, Mininanni, Cassina, Pastorino, &
Sismondi, 2008; Sanderson et al., 2004).

La aromatasa es una enzima que se encuentra en el reticulo endoplasmatico liso
de la célula y pertenece al complejo citocromo P50 y su expresion esta a cargo del
gen CYP19. Su principal accién es transformar la androstenediona en estrona y
la testosterona en estradiol (Figura 8). El mecanismo de accién de la aromatasa
en el proceso de conversion de los andrégenos a estrogenos se basa en la
eliminacion de un grupo metil entre el anillo A y el anillo B y la aromatizacién
del anillo A, de ahi que se designe el nombre de aromatasa (Hong, Li, Yuan, &
Chen, 2009; Miller, 2005a; Ponzone, Mininanni, Cassina, Pastorino, & Sismondi,
2008; Sanderson et al., 2004).

La evidencia de numerosas investigaciones sostiene que elevadas cantidades de
estrogenos promueven la proliferacion de células tumorales en cancer de mama
y a su vez se presenta una sobreexpresion de los genes que codifican para la
aromatasa. Por esta razon, varios de los tratamientos para este tipo de cancer
involucran compuestos para inhibir la aromatasa y se revisan mas adelante en
este trabajo (Altundag & Ibrahim, 2006; Ellem & Risbridger, 2010; Ghosh et al.,
2012; Hong & Chen, 2006b; Lonning, 2004; Mokbel, 2002; Vo & Millis, 2012).
Ademas, otros investigadores han reportado que la aromatasa esta involucrada
en la proliferacién de cincer de higado (Weinberg et al., 2005), cancer de pulmén
(Castagnetta et al., 2003) y cancer de colon (Fiorelli, Picariello, Martineti,
Tonelli, & Brandi, 2000).



Una vez que la aromatasa ha producido los estrogenos, estos tltimos llegan a los
receptores de estrégenos (RE). Los RE son proteinas de 65 kDa y pertenecen a
una superfamilia de receptores hormonales nucleares de otras hormonas
esteroideas, tiroideas, entre otras. Los RE se sabe que se expresa en un 75% de
los tumores de mama, convirtiéndose en un buen predictor de respuesta al
tratamiento hormonal (Deroo & Korach, 2006).

Existen dos tipos de RE: REa y REB. El REa fue el primero en describirse y se
distribuye en utero, endometrio, ovario y mama, mientras que el ReB se
encuentra en el utero, mama, ovario, prostata, epididimo, testiculo, hipoéfisis,
rinén, hueso y sistema nervioso central. Este dltimo receptor juega un papel
importante en la hormono resistencia.

Cuando los estrogenos actuan en los RE, se activan dos funciones que conducen
a la transcripcion de genes con inducciéon de la proliferacion tumoral. Otro
receptor que se encuentra en la membrana nuclear es el receptor de progesterona
(RP) y esta en el citosol de ciertas células. Este receptor, parece tener una
influencia positiva en la produccion de RE. Los tumores RE+ y RP+ son los que
mejor responden a la terapia hormonal, con tasas de respuesta de hasta el 40%
en metastasis y ademas se alcanzan estabilizaciones prolongadas. Para los
tumores del tipo RE- y RP- no se recomienda la terapia hormonal, pues tienden
a sobre expresar factores como el HER2. Para ese tipo de carcinoma es
recomendable usar otras alternativas (E.R Simpson, 2003).

En ausencia de estrogenos, los receptores se encuentran predominantemente en
el citoplasma. El namero de receptores es de unos 10,000 por célula, mostrando
el 17B8-estradiol una mayor afinidad por los receptores; en cambio, la estrona y el
estriol presentan menor afinidad, lo que facilita su disociacién del receptor y ello
explica su menor actividad. En el receptor estrogénico se han identificado dos
dominios de activaciéon de la transcripcion. El dominio AF-1 reside en la parte
amino terminal de la molécula y no necesita fijar estrogeno para iniciar la
transcripcion génica. El dominio AF-2 reside en la porcion carboxiterminal donde
se fijan los estrégenos. El complejo receptor-estrogeno cambia las caracteristicas
del receptor y, una vez introducido en el nucleo, permite la unién de una larga
serie de factores de transcripcién intermedios (proteinas coactivadoras) que
inician la transcripcién génica (Amado & Flérez, 2014).

3.1.2.2 Tratamientos para cancer de mama hormonosensible

Una vez diagnosticado el cancer de mama, el tratamiento integral de este tipo
de cancer es multidisciplinario. Los principales tratamientos incluyen la cirugia



y radioterapia en cualquiera de sus tres modalidades (neoadyuvante, adyuvante
y paliativa) y el tratamiento sistémico que incluye la quimioterapia, la terapia
endocrina y la terapia dirigida a blancos moleculares (Arce et al., 2011;
Rodriguez Cuevas & Garcia, 2006). La hormonoterapia o terapia endécrina, como
tratamiento del cancer de mama, se ha practicado desde hace poco mas de un
siglo, cuando el cirujano Sir George Beatson, obtuvo un resultado satisfactorio
tras realizar una ooferectomia a una paciente con cancer de mama avanzado
(Beatson, 1896).

Son tres tipos de estrategias que se utilizan para el tratamiento hormonal. La
primera es bloquear la funcién de los ovarios, la segunda es el bloqueo de la
produccion de estrogeno y la tercera es el bloqueo de los efectos de los estrogenos
(OMS, 2013). El bloqueo de la funcién de los ovarios se conoce como ablacién
ovarica y puede hacerse quirdrgicamente con una operacion para extirpar los
ovarios llamada ooferectomia (Gibson, Lawrence, Dawson, & Bliss, 2009). Por
otro lado, la funcién de los ovarios se puede suprimir con farmacos, los cuales son
agonistas de la hormona liberadora gonadotropina. El mecanismo de accién de
estos farmacos es que interfieren con las sefiales de la glandula pituitaria la cual
estimula los ovarios para producir estrégeno (E.R Simpson, 2003).

En un inicio, el tratamiento hormonal se basaba en suprimir las fuentes de
estrogenos mediante cirugias o radioterapias y era comun realizar
suprarrenalectomias e hipofisectomias, las cuales son técnicas obsoletas hoy en
dia (Gibson et al., 2009; Lonning, 2004). Actualmente, atin se siguen realizando
ooferectomias y radioterapia ovarica pues son técnicas relativamente sencillas,
pero irreversibles INEGI, 2011). Actualmente, las nuevas alternativas que se
han desarrollado con la hormonoterapia, se basan en la introduccién de agentes
farmacoldgicos que permiten obtener resultados semejantes a las practicas
convencionales, como las mencionadas anteriormente, pero de forma reversible
(Miller & Larionov, 2012; Ponzone et al., 2008; Purohit, 2001).

El tratamiento hormonal ha resultado ser muy versatil en cuanto a sus
aplicaciones, pues se puede utilizar como tratamiento sistémico, en el cancer de
mama metastasico, se puede usar en pacientes ancianas y hasta en pacientes
inoperables (Adlercreutz & Vickery, 1993; Cole & Robinson, 1990; Lonning,
2004; Evan R Simpson, 2002). Este tipo de tratamiento se ha destacado como
tratamiento adyuvante en estadios avanzados, en la terapia neoadyuvante y
como tratamiento preventivo INEGI, 2011).

Una de las desventajas del tratamiento hormonal, es que su accién es mas lenta
que la de la quimioterapia, sin embargo, los efectos secundarios que produce son



mucho menores y una vez que se consigue una respuesta, ésta se mantiene por
m4s tiempo y con beneficios en supervivencia (Doyle et al., 1999; Gibson et al.,
2009; M. Singh, McGinley, & Thompson, 2000). Es comtn, que el tratamiento
hormonal se asigne a pacientes con receptores de estrégenos positivo (RE+),
mientras que la quimioterapia es mas apropiada en situaciones donde la
progresion del cancer es rapida, existe hormono resistencia o por ausencia de
receptores de estréogenos. En adyuvancia la hormonoterapia anade a la
quimioterapia beneficios cuando se trata de tumores con RE+ (INEGI, 2011;
OMS, 2013).

En la terapia hormonal es frecuente utilizar los términos agonistas y
antagonistas hormonales. Un agonista hormonal es un analogo que une de forma
eficaz a un receptor, que puede ser una enzima, e imita la accion de la hormona
endogena, es decir, que la respuesta metabolica es comparable a la de la hormona
o sustrato. Por el contrario, un antagonista hormonal, se une a los receptores o
enzimas, pero no provoca la respuesta biologica normal.

Hoy en dia, las terapias hormonales que se prefieren utilizar se basan en el uso
de inhibidores de aromatasa o el uso de los moduladores selectivos de los
receptores estrogénicos, los cuales se describen en las siguientes secciones.

31221 Inhibidores de aromatasa

Los inhibidores de aromatasa, como su nombre lo indica, inhiben la enzima
aromatasa y lo pueden hacer de forma reversible o irreversible (Ellem &
Risbridger, 2010; Ghosh et al., 2012; Lonning, 2004; Miller, 2005a). Los
inhibidores se usan principalmente en pacientes postmenopausicas, ya que las
mujeres premenopausicas producen demasiada aromatasa y los inhibidores no
pueden bloquearla eficazmente (Gibson et al., 2009). La activacién de la
aromatasa tiene lugar, principalmente, en las células de la granulosa en los
ovarios, siendo esta la principal fuente de estrégenos. Con la edad, decrece la
actividad de estas células, y la actividad de la aromatasa se desempena en otros
tejidos como la grasa, el higado, el musculo o el foliculo piloso y el sistema
nervioso central, donde se encuentra la principal fuente de estréogenos tras la
menopausia (Altundag & Ibrahim, 2006; Ghosh et al., 2012; Gibson et al., 2009;
Hong & Chen, 2006; Miller & Larionov, 2012; Sanderson et al., 2004).



Los inhibidores que actualmente se utilizan son en su mayoria téxicos y existen
caracteristicas de riesgo en cada paciente. El mayor efecto secundario de algunos
inhibidores es que provocan osteoporosis, por lo que su uso debe ser por un
periodo no mayor a 5 anos y es importante vigilar la densidad 6sea de los
pacientes que optan por este tratamiento (Arce et al., 2011; Maza Ferndndez &
Vecchi Martini, 2009; Rodriguez Cuevas & Garcia, 2006).

Para verificar la accién de la aromatasa, es frecuente el uso de lineas celulares
especializadas como la linea celular MCF-7 (por sus siglas en ingles Michigan
Cancer Foundation). Estas se consideran como RE+/aromatasa positiva ya
muestra un incremento en la proliferacion celular en presencia de hormonas del
tipo estrogénicas. Por ello esta linea celular se utiliza frecuentemente para
evaluar inhibidores de aromatasa o de receptores estrogénicos (Brooks, Locke, &
Soule, 1973; E. Leung, Kannan, Krissansen, Findlay, & Baguley, 2010; Levenson
& Jordan, 1997; Salehi et al., 2013; Zhou et al., 2012).

Los principales inhibidores de aromatasa se clasifican en tres grupos,
denominados de Primera, Segunda y Tercera Generacion. A su vez éstos se sub-
dividen en Tipo I y Tipo II (Tabla 1) (Altundag & Ibrahim, 2006; Gibson et al.,
2009; Hong & Chen, 2006a; Lombardi, 2002; Ponzone et al., 2008). La principal
diferencia entre los de Tipo I y Tipo II, es su estructura, ya que los de Tipo I
tlenen una estructura similar a la de los esteroides o sustrato de la aromatasa,
mientras que los del Tipo II no tienen esta estructura (Arriola et al., 2007; N
Harada, Honda, & Hatano, 1999; Hong & Chen, 2006a).

Por el tipo de estructura, los de Tipo I, inhiben a la aromatasa de forma
irreversible, pues se unen covalentemente a su sitio activo, por lo que
frecuentemente se les denomina “inhibidores suicidas” o inactivadores de
enzima. Ademas, su inhibicién sigue atin después de descontinuar su uso. Por
otro lado, los de Tipo 11, se unen reversiblemente a la aromatasa, resultando solo
en una inhibicién competitiva y es necesario tomarlos por largos periodos de
tiempo (Altundag & Ibrahim, 2006; Arriola et al., 2007).

En los tratamientos que utilizan inhibidores de aromatasa, se ha reportado que
algunos pacientes presentan problemas cerebro-vasculares, cardio-vasculares,
trombosis, hipercolesterolemia y osteoporosis (Altundag & Ibrahim, 2006; Hong
& Chen, 2006b; Mokbel, 2002). Por ejemplo, la Aminoglutatimida (AG), es un
inhibidor menos especifico y puede inhibir a otras enzimas del complejo CYP450
involucradas en la biosintesis del cortisol y aldosterona, lo que puede provocar
nauseas, vomito e hipoglucemia, por lo que resulta en un inhibidor téxico. Asi,
su uso debe ser controlado y debe utilizare tratamientos alternativos que



minimicen sus efectos secundarios (Altundag & Ibrahim, 2006; Hong et al., 2009;
Lombardi, 2002).

Tabla 1. Clasificacién de inhibidores de aromatasa (Miller, 2005a)

Generaciéon Tipo 1 Tipo 11
Primera Generacién Ninguno Aminoglutatimida
Segunda Generacién Formestano (Lentaron ®) Fradozol (Afema ®)
Tercera Generacién Exemestano (Aromasin®) Anastrozol (Arimidex ®)

Letrozol (Femara ®)
Vorozol (Rivizor ®)

Los nombres en paréntesis son los nombres comerciales con lo que estan patentados.

El exemestano, comercializado con el nombre de Aromasin®, es un inhibidor de
aromatasa del Tipo I de tercera generacion. Este inhibidor fue aprobado por la
FDA en 2005 (National Cancer Institute, 2015) y se receta en pacientes
posmenopausicas. Se ha encontrado que el exemestano inhibe la aromatasa
placentaria con una eficiencia similar a la del Formestano, pues tienen I1Cso de
42 y 44 nM respectivamente (Lombardi, 2002; Lonning, 2004; Miller, 2005a).
Una de las ventajas de utilizar este inhibidor es que sus dosis son menores que
las de otros inhibidores y se esta considerando como primera linea terapéutica
contra cancer de mama. Uno de los inconvenientes de utilizar este inhibidor es
que como existira una menor concentracion de estrégenos en el cuerpo, las
células éseas reciben menos estrogenos, lo que puede causar debilitamiento de
los huesos y un riesgo superior de sufrir fracturas (Ghosh et al., 2012; Ponzone
et al., 2008; Evan R Simpson, 2002).

3.1.2.2.2 Moduladores selectivos de los receptores estrogénicos
(SERMs)

Para el tratamiento de cancer de mama hormonosensible, con receptores de
hormonas positivos (RE+/RP+), se ha utilizado lo que se conoce como
moduladores selectivos de los receptores estrogénicos (SERMs, por sus siglas en
inglés), los cuales se describieron con mucha exactitud, en tumores de mama por
Engelsman et al. en 1973 (Engelsman et al., 1973).

Los SERMs y los inhibidores de la aromatasa, a menudo son considerados como
equivalentes, pero no lo son, ya que sus diferencias en el mecanismo de accién,



pueden llevar a diferentes variaciones bioldégicas y clinicas. Los SERMs a
diferencia de los inhibidores no inhiben la sintesis endégena de estrogenos, como
lo hacen los inhibidores, por lo que cantidades remanentes de éstos no se ven
afectadas, pero en los casos de mujeres pre-menopausicas los niveles de
estrogeno pueden incrementar. Estas diferencias son importantes, porque

metabolitos de los estrogenos pueden verse comprometidos independientemente
del RE (Miller, 2005b).

Los inhibidores de aromatasa reducen las cantidades de estréogenos enddgenos,
no ocurriendo esto con los estrogenos exdgenos. En contraste, los SERMs, pueden

interactuar de forma antagoénica con el RE, independientemente del ligando
(Miller, 2005b).

El principal SERM utilizado en la terapia endocrina es el Tamoxifeno, el cual se
ha venido utilizando desde 1971 y es considerado como tratamiento estandar,
siendo recomendado como primera linea de tratamiento de cancer de mama
avanzado, después de la intervencién quirurgica, la quimioterapia e incluso en
cancer de mama metastdsico en hombres y mujeres (Mathews et al., 2013). El
Tamoxifeno funciona como un antagonista competitivo en los RE, sin embargo,
los tumores RE+ y RP- son menos sensibles a los SERM (Espinés et al., 2008;
Hong et al., 2009; Katzenellenbogen, Norman, Eckert, Peltz, & Mangel, 1984;
Mokbel, 2002). El principal efecto téxico que tiene el Tamoxifeno se localiza en
el utero. Existen reportes de que grupos de mujeres tratadas con éste, presentan
engrosamiento endometrial, estimulacién del revestimiento mucoso y glandular
del Gtero, que sino es revisando continuamente puede llegar a ser canceroso. Por
ello es que a las pacientes que optan por esta opcidon, se les realiza
constantemente exploraciones con ultrasonido y biopsia endometrial (Link, 2016;
Mathews et al., 2013). También se ha reportado que de los 12-18 meses después
de iniciado el tratamiento se observa resistencia al Tamoxifeno y en algunos
casos puede estimular el crecimiento celular del cancer de mama, cancer
endometrial y enfermedad tromboembodlica, asi como descalcificacion de huesos
(Altundag & Ibrahim, 2006; Arce et al., 2011; Arriola et al., 2007). Por ello, el
estudiar otras opciones que puedan ser menos toxicas y/o que ayuden a disminuir
el uso de quimioterapicos es de suma importancia.



Eysenhardtia es un género de plantas con flores, perteneciente a la familia
Fabaceae (alt. Leguminosae), subfamilia Faboideaey a la tribu Amorpheae. El
género fue descrito por Wight & Arn. y publicado en 1823 en Nova Genera et
Species Plantarum (quarto ed.) 6: 489—491. Comprende 19 especies descritas y
de éstas, solo 13 fueron aceptadas hasta el 20124 de las cuales Eysenhardtia

polystachya fue la especie de interés para este trabajo (Anexo 1).

La primera publicacion registrada que se tiene de FEysenhardtia polystachya
(EP), se encuentra en “The Silva of North America” No. 3: 29, en el afio 1892. En
el documento se reporta que EP es una especie proveniente de México, en ambas
vertientes y la parte central del pais (Col., Chis., Chih., Coah., Cd. MX., Dgo.,
Gto., Gro., Hgo., Jal., Mex., Mich., Mor., Oax., Pue., Qro., S.L.P., Tamps., Tlax.,
Ver., Zac.). Actualmente, su estatus de proteccién ante el CITES es “no
protegido” (Figura 9).

() (b)
Figura 9. Vista del tronco (a), hojas- flores (b) e infusién (c) de Eysenhardtia
polystachya (De Safford, William Edwin - Safford, William Edwin 1916). "Lignum
nephriticum". Annual report of the Board of Regents of the Smithsonian Institution.
Washington: Government Printing Office. p. 271-298., Dominio publico,
https://commons.wikimedia.org/w/index.php?curid=21467338; UNAM, 2017)

EP se conoce comtinmente como “Palo azul” (por el color de la infusién que se
extrae de él), “Palo Dulce” (Sin., Mex., Hgo., Pue., Mich.), “Tlapalezpatli” (en
lenguaje N4huatl), “Coatli” (I. Ndhuatl), “Urza” y “Tlapahuaxpatli” (en lenguaje
Otomi), “Chontalpa”, “Coatillo” (Pue.), “Cuate” (Jal.), “Lanaé” (I. Chontalpa,

4 Para cada una se indica el nombre binomial seguido del autor, abreviado segtin las convenciones y usos. Eysenhardtia
adenostylis Baill.; Eysenhardtia drummondii Torr. & A.Gray; Eysenhardtia officinalis R. Cruz D. & M. Sousa;
Eysenhardtia orthocarpa (A.Gray) S.Watson; Eysenhardtia parvifolia Brandegee; Eysenhardtia peninsularis Brandegee;
Eysenhardtia platycarpa Pennell & Saff.; Eysenhardtia polystachya (Ortega) Sarg.; Eysenhardtia punctata Pennell;
FEysenhardtia schizocalyx Pennell; Eysenhardtia spinosa A.Gray; Eysenhardtia subcoriacea Pennell; Eysenhardtia
texana Scheele.


https://commons.wikimedia.org/w/index.php?curid=21467338

Oax.), “Cohuatli” y “Cuatle” (Oax.), “Palo cuate” y “Rosilla (Sin.), “Taray” (N. L.
y Hgo.), “Vara Dulce” y “Varaduz” (Dgo.), “Kidneywood” (E. U. A.). Hay diversas
especies llamadas popularmente “Palo azul” como Cyclolepis genistoides, que es
un arbusto oriundo de Argentina que también se utiliza ampliamente como
diurético y puede prestarse a facil confusion, por lo que se debe tener cuidado con
su identificacion.

Los individuos del palo azul suelen ser arboles o arbustos caducifolios de 3a 9 m
de altura con diametros de 15 a 35 cm, foliolos de 10 a 15 pares por hoja, elipticos,
de 7 a 13 mm de largo por 3 a 5 mm de ancho, con glandulas resinosas
aromaticas. Presentan tallos ramificados color café oscuro y duramen de color
café anaranjado palido, oscureciéndose considerablemente bajo exposicion
prolongada; con transicién abrupta a la albura de color crema amarillenta. Se
observan limites de anillos de crecimiento apenas visibles, marcados con fajas
oscuras (madera tardia). Tiene un veteado suave, textura media a fina, hilo
entrecruzado y su madera seca no tiene un olor caracteristico. La corteza externa
amarilla de textura ligeramente rugosa, escamosa, cuando se seca es
desprendible en placas irregulares de color oscuro de 1 mm de grosor y corteza
interna pardo-rojiza. Presenta inflorescencias dispuestas en racimos espigados
terminales o sub-terminales, 5 a 7 cm de largo; caliz campanulado, 2.5 a 3 mm
de largo, 5-lobulados; corola blanca, formada por 5 pétalos libres, de 5 mm de
largo por 1.3 a 2 mm de ancho, oblongos. Su fruto es una vaina ligeramente
curvada, atenuada en el apice, pubescente o subglabra, de 7 a 9.5 mm de largo,
con el estilo persistente, fragil e indehiscente, provista con glandulas; cada vaina
contiene una semilla. La testa de la semilla es delgada y permeable al agua. No
tiene raiz disponle y es hermafrodita.

Su madera es muy dura y es dificil de trabajar con herramientas de mano y
maquinaria, por lo que requiere el uso de herramientas provistas de carburo de
tungsteno o estelita. Es de buen cepillado y permite un buen acabado. De
excelente comportamiento al escopleado y moldurado, bueno para el barrenado,
probablemente algo dificil de encolar. Para clavar y atornillar es imprescindible
perforarla previamente.

En cuanto al secado de la madera, es de esperarse que, por su elevada densidad
y el bloqueo de los vasos como conductos principales del movimiento de agua y
vapor, sus tiempos de secado al aire libre sean lentos. Para el secado técnico
convencional se recomienda un programa suave, tendiente a los utilizados por la
madera de encinos mexicanos. Debido a su buena estabilidad dimensional no se
espera graves defectos de secado.



Palo azul tiene un duramen altamente resistente a los hongos de pudricién (clase
1 segin ASTM D 2017-5; clase I segiin EN 350-2); y tiene reputacién de ser
altamente resistente a los insectos (termitas y barrenadores).

El palo azul ha sido ampliamente usado desde el tiempo de los aztecas y
civilizaciones contemporaneas. Durante los afios 60’s y 70°s, la madera de esta
planta fue exportada de México a Europa, donde es conocida como Lignum
nephriticum (Alvarez et al., 1998; Muyskens, 2006).

La especie es muy apreciada por sus multiples beneficios y virtudes medicinales
que se le atribuyen popularmente, ya que su uso se refiere a propiedades
diuréticas, antidiabéticas y antimicrobianas. Por ejemplo, con la madera se
prepara una infusiéon a la que se le atribuyen propiedades contra las
enfermedades renales y de la vesicula, también se utiliza como anticonceptivo.
Las hojas y tallos, se emplean para aliviar las molestias debidas a los calculos
renales y contra el aborto y la flor se usa para la diarrea en nifos. En el siglo XX,
se reflere su uso como planta antiespasmoéddica, antipirética, cicatricial
regenerativa y para las enfermedades de los ojos, entre otras.

Cabe destacar que las Unicas actividades terapéuticas que han sido evaluadas
cientificamente son la antiinflamatoria inducida por el uso de los extractos
acuosos (infusién y decoccién a la dosis de 200 mg/kg de p.c.) y etandlico (50 y
100 mg/kg de p.c.) de la corteza, tronco y hojas de palo dulce. En este mismo
estudio se observdo que el uso de estos extractos para disminuir el proceso
inflamatorio, no provoca alteraciones gastroduodenales en contraste con la
indometacina; la diurética y contra la urolitiasis, demostrando que las
isoflavonas aisladas de la corteza actiian como inhibidores en la formacién y
crecimiento de los cristales de oxalato y fosfato de calcio, reduciendo el grado de
agregacion y el tamano de la particula precipitada. También se han identificado
isoflavanos de la corteza de palo dulce que en experimentos demostraron tener
actividad citotoxica y antimicrobiana.

Debido a su alto contenido de extractos de la madera y corteza, aiin hoy en dia
son motivo de investigaciones cientificas con el objetivo de conocer su actividad
biolégica y principios activos.

3.2.1 Compuestos presentes en el palo azul

Desde hace tiempo, varios investigadores han extraido diversos compuestos de
diferentes partes del arbol con varios tipos de solventes y se han encontrado picos
caracteristicos de éstos, lo cual se resumen en la Tabla 2 y Tabla 3.



Tabla 2. Compuestos encontrados en diferentes partes del arbol de EP

Autor Parte del Compuestos
arbol de EP
Beltrami et al. Madera C-glucosil-a-hidroxidihidrochalcona, asi como
(1982) de los flavonoides coatlina A y B

Burns et al. (1984) Duramen
(madera del

tronco y 7-hidroxi-2",4",5 -trimetoxiisoflavona
ramas de un
arbol)
Corteza 9-metoxi-2,3-metilenedioxicoumestan; 3,4-

dimetoxi-8,9-(metilenedioxi)pterocarpan y
dehidrorotenona, 9-metoxi-2,3-
metilenedioxicoumestan
Alvarez et al., 1998 Corteza y (3.9-7-hidroxi-2’,3,4’,5,8-
tronco pentametoxiisoflavan y (3.9)-3,7-dihidroxi-
2°,4’,5,8-tetrametoxiisoflavan (que son
téxicos), estigmasterol, isoduartin, cuneatin
Narvdez et al Ramasy 5,7 dihidroxi-6-metil-8-prenilflavanona, 5,7-
(2006) hojas dihidroxi-8-metil-6-prenilflavanona,5,7-
dihidroxi-6-prenilflavanona, 5,7-dihidroxi-8-
prenilflavanona, 4- O-metil-8-
prenilnaringeninan, 5-hidroxi-7-metoxi-8-
prenilflavanona
Acuiia et al. (2009) Madera Tetrahidrometanobenzofurol2,3-dloxacina

En la época de la colonia, personajes como Nicolas B. Monardes y Fr. Bernardino
de Sahagun se interesaron en la peculiar infusién que se obtenia de EP al punto
de registrar sus caracteristicas y usos. En los reportes de Nicolas B. Monardes y
Fr. Bernardino de Sahagin se resalté, por encima de las propiedades
medicinales del palo azul, la propiedad luminiscente de su infusién.

Esta propiedad, que hoy se conoce como fluorescencia, ha interesado a personajes
de la talla de Boyle, Newton, Priestley y muchos otros naturalistas y filosofos.
Hoy dia sigue siendo un tema que llama la atencidon por lo que grupos de
investigacion de corte internacional siguen investigando acerca de la
fluorescencia de los compuestos de EP.

Tabla 3. Bandas caracteristicas (longitudes de onda) de los diferentes compuestos

extraidos de palo azul reportados por varios autores.
Autor Compuesto Solvente Picos

caracteristicos




Beltrami, et al, Coatlina A Metanol (MeOH) 284 nm y 323 nm
1982 MeOH+ AlCl3 314 nm
MeOH+ 310 nm
AlCIs+HCI2>A 341 nm
A+NaOMe->B 341 nm
B+NaOAc>C
Coatlina B Metanol (MeOH) 285 nm y 328 nm
MeOH + AlCl; 312 nm
MeOH+ AlICls+HC1 309 nm
Burns, et al, 1984 7-hidroxi-2°,4°,5 -trimetoxiisiflavona MeOH 244nm y 295nm
9-metoxi-2,3-metilendioxicoumestan MeOH 244 nm, 309nm y
347 nm
Alvarez, et al, (a-R)-a,3,4,2"4"- MeOH 321nm, 284 nm,
1999 pentahidroxidiidrochalcona 213 nm
(a-R)-3"-0-B-D-xilipiranosil-a,3,4,2",4- MeOH 322.5 nm, 309
pentahidroxidihidrochalcona nm, 284.5 nm,
253 nm, 218.5
nm, 213 nm,
203.5 nm
(a-R)-3’-C-B-D-glucopiranosil- MeOH 321.5 nm, 309

a,3,4,2°,4" pentahidroxidihidrochalcona

nm
284.5 nm, 253.5
nm, 218 nm,

213.5 nm, 204

nm

Acufia, et al., 2008 Coatlina B Solucién pH 4-7 282 nm y 325 nm
Solucién pH 10 338 nm

Matlalina Solucién pH 4-5.5 307 nmy 382 nm

(tetrahydromethanobenzofuro[2,3-

dloxacine)

Solucién pH 9

283 nm y 429.5

nm

En el 2009 Ulises Acunia y colaboradores reportaron que la fluorescencia azul

intenso de la infusion de EP, observada por primera vez en el siglo XVI, se debe

a que en presencia de oxigeno la Coatlina B, que es un compuesto del tipo

chalcona, por oxidacién causada por el medio ambiente, presenta una serie de

reacciones dando lugar a la Matlalina (Figura 10) que es el compuesto final que

no esta presente en el arbusto de forma natural presenta la fluorescencia en

condiciones de pH neutro a basico, ya que se ioniza.



En cambio, Burns, et al (1984) atribuyeron la fluorescencia de la infusién a
compuestos del tipo isoflavonoide como el mostrado en la Figura 11. En este
trabajo fue importante encontrar qué compuesto o compuestos son los
responsables del fendémeno de fluorescencia, ya que podria llegar a presentarse
la situacion donde los mismos compuestos que pueden presentar actividad
biolégica son a su vez los que presentan la fluorescencia.

Coatline B Matlaline

Figura 10. Estructura quimica de la Coatlina B y el tetrahidrometanobenzofuro[2,3-
d] oxacina o Matlalina (A. Ulises Acufia, Amat-Guerri, Morcillo, Liras, & Rodriguez,
2009)

(0]
H,C™
Figura 11. Estructura quimica 7-hidroxi, 2, 4°, 5’trimetoxi isoflavonoide (Burns,
Dalgarno, Gargan, & Grimshaw, 1984)

Pese al gran interés por las propiedades fluorescentes o coloridas de los extractos
de EP, pocos investigadores se han enfocado en alguna otra utilidad. La mayoria
de las propuestas de uso para la mezcla quimica presente en el EP giran en torno
a sus propiedades antisépticas. Burns et al. (1984), propusieron el uso de los
flavonoides del EP como indicadores de basicidad por cambio en la fluorescencia
de la infusion obtenida, pero fuera de lo mencionado anteriormente no existen
estudios o propuestas del uso de los componentes quimicos presentes en el EP en
el campo de la biologia o medicina. Al respecto, la mezcla de compuestos de EP,
presenta un amplio grupo de flavonoides e isoflavonoides con diferentes
posiciones de hidroxilacién y metilacién, como se muestra en la tabla 2, que
pueden ser idéneos para tener efectos antitumorales.



Dentro de las aplicaciones importantes que han tenido los compuestos
fluorescentes en la ciencia, se encuentran la proteina verde fluorescente, que es
una herramienta bioquimica de investigacion que involucra la expresion de
genes; auto marcaciéon de secuencias de ADN; inmunoensayos como del tipo
Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay (ELISA), entre otros (Muyskens, 2006).
Por ello, los compuestos de EP son una propuesta interesante para detectar
moléculas o dar seguimiento a algin material que entre a la célula o para la
obtencién de bio-imagenes.

Richard Feynman, premio nobel de Fisica en 1965, fue el primero en concebir la
idea de que era posible manipular la materia a nivel atémico. Esta idea fue
presentada en un discurso, que dio en el Instituto Tecnoldgico de California
(CalTech) en 1959, titulado “There’s Plenty of Room at the Bottom” (Feynman,
1992). En él, se sentaron los pilares de lo que posteriormente se conoceria como
nanotecnologia, pues planteaba la idea de manipular, controlar y fabricar objetos
de pequenas dimensiones. Asi mismo, puso de manifiesto que las propiedades de
estos sistemas nanométricos serian distintas a las presentadas en la
macroescala, pues a esta escala rigen las leyes cuanticas.

En un principio la idea parecia ciencia-ficciéon, pero sus ideas estaban
sustentadas por el hecho de que, segin Feynman, esta manipulaciéon de los
atomos no contradecia ninguna ley fisica y, por tanto, no habia ningiin motivo
para que no pudiese llevarse a cabo. A pesar de lo obvio que le resultaba a
Feynman que la direccién a seguir fuese la planteada en su discurso, pasaron al
menos 30 anos para que sus ideas empezasen a concretarse pues el principal
obstaculo al que éstas se enfrentaban fue la falta de herramientas adecuadas
que permitiesen la manipulacién de atomos y moléculas. Sin embargo, en 1981
en los laboratorios de IBM Zirich, G. Binning y H. Rohrer, inventaron el
microscopio de efecto tunel, lo que les dio el Premio Nobel en 1986, abriendo un
mundo nuevo: la posibilidad de ver y manipular atomos y moléculas, permitiendo
que muchas de las ideas de Feynman pudiesen ponerse en practica.

En 1981 el ingeniero estadounidense Eric Drexler, inspirado en el discurso de
Feynman, public6 en la revista “Proceedings of the National Academy of
Sciences”, el articulo “Molecular engineering: An approach to the development of



general capabilities for molecular manipulation” donde describié con mas detalle
las ideas de Feynman. El término “Nanotecnologia” fue aplicado por primera vez
por Drexler en el ano 1986, en su libro “Motores de la creacion: la proxima era
de la Nanotecnologia’. En este libro explica como una maquina nanotecnologica
tiene la capacidad de auto replicarse y propuso el término “plaga gris” para
referirse a lo que sucederia si un “nanobot autoreplicante” fuera liberado al
ambiente. Ademas de Drexler, el cientifico japonés Norio Taniguchi, utilizé por
primera vez el término nanotecnologia en el afio 1974, en la que define a la
nanotecnologia como el procesamiento, separacién y manipulacién de materiales
atomo por atomo, sin embargo, este dato es atin incierto.

Esta nueva 4rea ahora desarrolla la nanociencia (ciencia bésica) y la
nanotecnologia (ciencia aplicada), y tienen su fundamento en el estudio de
fendmenos ocurridos a nivel nanométrico, surgiendo los nanomateriales,
permitiendo el diseno, fabricacién y aplicacién de nanoestructuras, lograndose
asi un mejor entendimiento de la relacion fundamental entre estructura-
propiedades-fabricacién (Gutiérrez, 2005).

El concepto de nanotecnologia se ha creado poco a poco. Cada descubrimiento
aporta algo a esta ciencia, por lo que el concepto no es fijo ni cerrado. Jain (2005)
defini6 a la nanotecnologia como la sintesis y utilizacion de materiales y sistemas
a través del control de materia a escala nanométrica. Buzea, et al. (2007) define
a la nanotecnologia como e/ diserio, sintesis y aplicacion de materiales, donde su
forma y tamano han sido creados a una nanoescala, explotandose con esto unicas
propiedades quimicas, fisicas, eléctricas y mecdanicas que emergen cuando la
materia esta estructurada a nanoescala. E1 National Nanotechnology Initiative,
define la nanotecnologia como /la comprension y el control de la materia a un
tamano comprendido entre aproximadamente 1 y 100 nanometros, donde los
fenomenos tnicos permiten nuevas aplicaciones. Otra definiciéon la ofrece el
Center for Responsible Nanotechnology que define a la nanotecnologia como /a
ingenieria de sistemas funcionales a escala molecular, refiriéndose a la
capacidad proyectada para construir elementos de abajo hacia arriba, utilizando
técnicas y herramientas que se estan desarrollando hoy para hacer productos
completos y de alto rendimiento.

La nanotecnologia tiene el potencial para revolucionar una serie de
herramientas médicas y biotecnolégicas, asi como procedimientos que pueden
llegar a ser portables, baratos, seguros y hasta de facil administracion. El campo
de la farmacéutica se enfrenta a retos interesantes y tareas dificiles de realizar
como es la entrega de moléculas con cierta actividad a tejidos tumorales. Esto



resulta ser una tarea complicada, debido al entorno critico y especifico que existe
en el tumor. Sin embargo, poco a poco se han superado estos retos y ha sido
gracias, en parte, a los nuevos instrumentos y métodos basados en la
nanotecnologia (Anajwala, Jani, & Swamy, 2010; Liu, 2006; N. C. Tansil & Gao,
2006). El uso de nanoparticulas muestra resultados prometedores cuando se
usan modelos in vivo, posiblemente por la manera selectiva en la que entran a
las células, debido a su tamafio y modificabilidad quimica (N. Tansil & Gao, 2006;
Yan, Smith, et al., 2007).

Diversos grupos de investigadores de todo el mundo, diariamente prueban
diferentes tipos de nanoparticulas desarrollandose asi una nueva generacion de
terapias efectivas contra distintas enfermedades, entre ellas cancer, lo que ha
permitido vencer muchas barreras bioldogicas, biofisicas y biomédicas que el
cuerpo presenta (Gary-Bobo et al., 2012; Tan et al., 2004; L. Wang, 2008). Una
de las caracteristicas atractivas que tiene el uso de esta tecnologia es la entrega
de moléculas con actividad biolégica, especificamente al estudio en cultivos
celulares (Bastiat et al., 2013; Jain, 2005), micro-arreglos (Zhou & Zhou, 2004) o
los tejidos con tumores en modelos in vivo (Xie et al., 2013), con lo que se ha
permitido tener nuevas herramientas y otras opciones para deteccion y
tratamiento de enfermedades y cancer.

Diversas investigaciones dénde utilizan compuestos de la herbolaria con el
objetivo de incluirlos en la farmacoterapia contra distintas enfermedades, entre
ellas el cancer habian avanzado de forma lenta, ademas de que los resultados no
eran precisos, y en algunos casos no eran reproducibles (Alonso-Castro et al.,
2011). Una de las principales desventajas que tienen ciertos compuestos o
moléculas provenientes de la herbolaria frente a los farmacos es su baja
biodisponibilidad (Crozier, Del Rio, & Clifford, 2010; Hollman, 2004; Hu, 2007;
Thilakarathna & Vasantha Rupasinghe, 2013). Esta desventaja se da porque la
mayoria de estos compuestos al ser ingeridos son facilmente degradados en el
intestino delgado (Crozier et al., 2010; Hollman, 2004). El problema del
transporte hasta el sitio de interés o diana molecular se ha superado gracias a
que, en teoria, en una nanoparticula pueden incluirse mas de una molécula con
actividad bioldgica que puede dirigirse y conservar su actividad biologica.

El futuro de la nanotecnologia en el area biomédica cada dia es mas claro, pues
los avances han optimizando el diagndstico clinico, por ejemplo, con el uso de
biochips (Jain, 2005), el tratamiento, la informética y la imagenologia (Quelhas,
Marcuzzo, Maria, Oliveira, & Campilho, 2009; Tothill, 2009).



Los nanomateriales son una nueva clase de materiales (sean ceramicos, metales,
semiconductores, polimeros, o bien, una combinacién de estos), en los que por lo
menos una de sus dimensiones se encuentra entre 1 y 100 nm. Esto representa
una transicioén entre las moléculas y atomos, y un material con dimensiones de
s6lido volumétrico como son los bulk (Buzea, Pacheco, & Robbie, 2007;
Gutiérrez, 2005; Hasan, 2015).

Los nanomateriales pueden clasificarse de acuerdo a su dimensién, morfologia,
composicién y uniformidad/aglomeracién (Buzea et al., 2007; Gutiérrez, 2005).
Dependiendo del nimero de dimensiones que se encuentren en el régimen
nanométrico, existen 4 tipos de nanomateriales. Materiales de dimension cero-
Las tres dimensiones se ubican en el régimen nanométrico y a éste corresponden
las nanoparticulas que a su vez se subdividen por su tipo de estructura
cristalina en amorfas o cristalinas. A su vez, dependiendo de su diametro, las
nanoparticulas se pueden clasificar como sigue: Particulas finas con diametros
de 100 a 2500 nm y particulas ultrafinas que tienen diametros de 1 a 100 nm
(Abhilash, 2010). De una dimension: Teniendo una dimensién variable, pero
conservando una sola dimensién en el régimen de nanémetros, como es el caso
de nanoalambres y nanotubos. De dos dimensiones: Con areas de tamano
definido, mantienen su espesor en el orden de 1 a 100 nm, como en el caso de
peliculas delgadas. De tres dimensiones’ En que los sélidos tridimensionales
estan formados por unidades nanométricas (Gutiérrez, 2005).

Con base en su composicién, los nanomateriales se clasifican como materiales
de una sola composiciéon o materiales de varias composiciones. Dependiendo de
su morfologia se clasifican de acuerdo a su relaciéon de area, por ejemplo, una
relacion alta la tiene materiales como los nanotubos y los nano-cables que tienen
formas de hélice o zigzag y una relaciéon baja la tienen materiales con forma
esférica, ovalada, cubica, prisma, pilares, entre otros. Finalmente, la relacion
uniformidad/aglomeracién indican si las nanoparticulas son dispersas, en
aerosol (suspensiones/coloides) y en estado aglomerado y puede ser isométricas
o no isométricas (Buzea et al., 2007).

Podria decirse que las nanoparticulas metalicas fueron las primeras
nanoparticulas usadas por la humanidad, pues se sabe que los egipcios
utilizaban nanoparticulas metalicas como coloides medicinales para conservar
la juventud y mantener buena salud. Por otro lado, la civilizacién china, ademas
de utilizarlos con fines curativos, también los empleaba como colorantes
Inorganicos en porcelanas. La cultura romana lleg6 a utilizar nanoparticulas y
de esta civilizacién ha causado gran interés la copa de Lycurgus, creada en el



siglo IV DC. Esta copa quiza por accidente contenia nanoparticulas metalicas y
aun se exhibe en el Museo Britanico. El interés y atractivo que tiene esta copa
es que fue fabricada con un vidrio dicroico, que presenta diferentes colores
dependiendo de si la luz pasa o no a través del mismo. El vidrio toma un tono
rubi cuando la copa es iluminada desde atras y verde cuando se ilumina
frontalmente. Analisis de este vaso muestran que esta compuesto de una matriz
de vidrio que contiene una pequena cantidad de nanoparticulas metalicas
(de~70 nm) de oro y plata en una relacién molar aproximada de 14:1, y estas son
las responsables de este fendmeno 6éptico (Gutiérrez, 2005).

Actualmente, se han usado ampliamente nanoparticulas de todo tipo para
diferentes aplicaciones, como en el descubrimiento de nuevos farmacos,
administraciéon de farmacos, diagnéstico y tratamiento de diversos tipos de
enfermedades, incluido el cancer. Esta nueva tecnologia, contribuye a mejorar e
inventar nuevos materiales, ya que son fuertes, ligeros, limpios, pueden formar
sistemas y tienen superficies “inteligentes”.

Otros atractivos que tienen las nanoparticulas son sus caracteristicas Unicas, su
relaciéon de superficie que supera con mucho a otras particulas y materiales, sus
reacciones de promocién catalitica, su habilidad para adsorber y llevar otros
compuestos como son farmacos, pruebas y proteinas, la reactividad de su
superficie, que depende fuertemente de las condiciones de sintesis y de los
compuestos que se desean incorporar y que su superficie puede ser mas reactiva
comparada con su analogo macro (Abhilash, 2010).

3.3.1 Materiales nanoceramicos. Método de Stober

De acuerdo a la definicién dada anteriormente, los materiales ceramicos de
dimensiones cero se conocen CoOmo nanoceramicos. Estos, a diferencia de los
compuestos ceramicos de tamano macro, son resistentes al calor y pueden tener
varias aplicaciones como dieléctricos, superconductores, piezoeléctricos, entre
otras (Zanella, 2012). El método de sintesis mas conocido y estudiado que se usa
para obtener este tipo de materiales, es un método desarrollado en los afios 60°s
por Stéber, Fink y Bohn (1968). Sin embargo, el sinterizado y el uso de
microondas son técnicas que estan siendo usadas con mas frecuencia para la
sintesis de éstos.



El método desarrollado por Stéber, Fink y Bohn (1968), también es conocido como
método sol-gel o simplemente método de Stéber y permite obtener
nanoparticulas, con tamanos menores a 100 nm, monodispersas. La metodologia
se basé en una poblacién de Kolbe (1956), en la cual se describié la formacién de
particulas de silica al hacer reaccionar tetraetil silicato en soluciones alcohdlicas
con agua, en presencia de ciertas bases (Stéber, Fink, & Bohn, 1968).

El método de Stober es llevado a cabo gracias a que es posible combinar y
controlar la hidrélisis seguida de una policondensaciéon de ciertos ésteres, como
los tetraésteres de acido silicico. La soluciéon quimica de la que se parte para
llevar a cabo la hidrolisis es un “sol” que actiia como precursor de una red
integrada, ya sea de particulas discretas o una red de polimeros que forman un
“gel”, de ahi el nombre de método sol-gel. Este método es el preferido para
fabricar nanomateriales de 6xidos metalicos, por ejemplo, el 6xido de silicio
(Si02) o silice, 6xido de titanio (TiO2), 6xido de zinc (ZnOs2), éxido de aluminio
(Al1O2) y el éxido de zirconio (ZrOs).

Stober, Fink y Bohn (1968) utilizaron silicatos de alquilo y cloruros de algunos
metales para llevar a cabo las dos reacciones y finalmente formar una dispersion
coloidal, que luego favorece una polimerizacién lenta para formar un gel. Los
silicatos de alquilo se usan, preferentemente sobre los cloruros, ya que éstos son
muy sensibles a la humedad favoreciéndose una hidrdlisis completa y para llevar
a cabo dicha reaccién es comun el uso de alcoholes que son un disolvente comun
para los diferentes liquidos inmiscibles que se forman como subproductos de las
reacciones, como es el acido silicico, el cual cuando su concentracion esta por
encima de su solubilidad en el alcohol, éste se comienza a nuclear
homogéneamente y comienza a formarse la particula de tamano nanométrico
(Beganskien, Sirutkaitis, Kurtinaitien, Remigijus Jusk, & Kareiva, 2004; Green
et al., 2003; Ibrahim et al., 2010; Mestanza et al., 1968; Stober, 1968).

Ademas, los mismos autores, determinaron que dependiendo del tipo de silicato
de alquilo que se utilice, se obtienen diferentes tamanos de las particulas, por
ejemplo, con tetraetil éster, derivado del acido silicico, las particulas obtenidas
son de menor tamaifio (0.2 p) comparadas con las de tetrapentil éster, derivado
del mismo &cido, bajo las mismas condiciones (1.38 ). De igual manera, el
tamano de la cadena del alcohol que se utilice influye en el tamafio y la rapidez
con que se formen las nanoparticulas. Asi, si la reaccion se lleva a cabo en
metanol, ésta sera mas rapida que si lleva en n-butanol y las nanoparticulas
sintetizadas con metanol, seran de menor tamano que las sintetizadas en n-
butanol. El contenido de agua, influye en la formaciéon del gel, por lo que la



relaciéon molar debe ser optima para formar las nanoparticulas. El catalizador
que aparentemente influye en la obtencion de una forma esférica de las
particulas es el amoniaco o el hidréxido de amonio, ya que si éste no es agregado
se forman floculos de forma irregular que no pueden ser observados bajo un
microscopio (Lee, Sathyagal, & Mccormick, 1998; Limpo, Rubio, & Oteo, 1993;
Rao, El-Hami, Kodaki, Matsushige, & Makino, 2005; Rojas, Juan, Km,
Carretera, & Sta, 2009; Stober et al., 1968).

Tomando como base el trabajo anterior, se han derivado muchas investigaciones,
que tienen como fin sintetizar nanoparticulas de silice para diferentes
aplicaciones. El precursor mas usado para la sintesis de las nanoparticulas de
silice es el tetraetilortosilicato (TEOS) (Figura 7). E1 TEOS tiene una férmula
quimica Si(OC2Hs)4, es un liquido incoloro y es el éter etilico de 4cido ortosilicico,
Si (OH)4, ademas este compuesto es facil de hidrolizar. De acuerdo con Bogush,
et al., (1988), para obtener una mol de SiOs, es necesario una mol de TEOS y dos
moles de agua que, a su vez producen cuatro moles de etanol y la cantidad
suficiente de hidréxido de amonio para obtener la forma esférica.

El interés por conocer y controlar el tamano y la forma de las nanoparticulas
sintetizadas por el método de Stober, generé muchas investigaciones que
tuvieron como fin explicar el mecanismo de formacion de este tipo de
nanoparticulas, y se llegaron a varias hipétesis al respecto. Una de ellas es que
el crecimiento de las nanoparticulas ocurre principalmente a través de un
mecanismo de agregacion que se pueden predecir por la teoria DLVO
(Deryaguin-Landau-Verwey-Oberbeek) de estabilidad coloidal. De acuerdo con
esta teoria, las particulas coloidales estan sometidas a fuerzas de atraccién y
repulsiéon, y existe un balance entre dichas fuerzas. El movimiento Browniano
produce colision entre las particulas y si las fuerzas de atraccién predominan,
las particulas se aglomeran después de la colisién. En caso contrario, si las
fuerzas de repulsion predominan las particulas permanecen separadas después
de la colision. Las fuerzas de atraccién son las de Van der Waals, en tanto que
las fuerzas de repulsion provienen de la interaccion entre las dobles capas
eléctricas que rodean a las particulas (Bogush, Tracy, & Zukoski IV, 1988; Van
Helden, Jansen, & Vrij, 1981).

El método sol-gel ha sido usado en los ultimos anos para preparar una amplia
variedad de materiales nanoestrucutrados. El método ofrece varias ventajas, por
ejemplo, el proceso se lleva a cabo a bajas temperaturas, las nanoparticulas
obtenidas tienen una alta pureza y homogeneidad. Una de las desventajas que
tiene este método es que, si las energias de activacion no son lo suficientemente



altas, se produce una evolucion de la dispersiéon de nanoparticulas causando un
aumento en el tamano de las nanoparticulas por un proceso de maduracion
conocido como maduracion de Ostwald. Una de las grandes ventajas que tiene el
obtener tamanos tan pequenos es que el material casi no tiene defectos y cuentan
con una superficie con grupos OH, lo cual permite unir quimicamente varios
tipos de compuestos y moléculas (Anajwala, Jani, & Swamy, 2010; Moro et al.,
2011; Murcia & Naumann, 2005; Santra, Zhang, Wang, Tapec, & Tan, 2001;
Zhong, 2009).

El silice cristalino puede producir una enfermedad conocida como “silicosis” (C.
C. Leung, Yu, & Chen, 2012; Pascual et al., 2011; Santos et al., 2010). Por ello,
es Importante conocer el tipo de estructura cristalina que puede tener el silicio
s1 este es requerido para potenciales usos en el area biomédica.

A continuacién, se presentan los fundamentos de las técnicas de caracterizacion
empleadas en este trabajo.

3.4.1 Test o prueba de Shinoda

La reaccion de Shinoda consiste en que al poner en contacto acido clorhidrico con
magnesio metalico se genera hidrogeno y éste reduce al flavonoide desarrollando
colores caracteristicos. La reacciéon de la prueba de Shinoda se muestra en la
Figura 12.

Como se puede observar en la Figura 12, la reaccion corresponde a la conversion
de una flavona a su correspondiente antocianidina. Siendo la antocianina un
cromoforo, que presenta un extendido sistema de electrones m conjugados, los
cuales tienen transiciones de nivel de energia correspondiente a la absorbancia
en la regién visible (y también ultravioleta) del espectro electromagnético, por
ello se explica porque se es capaz de percibir un color (Krishnaswamy, 2003).

Esqueleto de las flavonas Esqueleto de las antocianidinas
color amarillo Naranja o rojo profundo



Mg(s) + 2 HCl(ac) = MgClz(ac) + Hz(g)

Figura 12. Prueba de Shinoda. Reacciones caracteristicas y compuestos que presentan
esta reaccién (Brown, LeMay, Bursten, Murphy, & Woodward, 2009; Krishnaswamy,
2003).

En cuanto al mecanismo exacto, no se conoce del todo, pero el flavonoide se
reduce, siendo el metal magnesio el agente reductor (Brown et al., 2009). Lo
anterior podria deberse a una transferencia de electrones tinica con intermedios
radicales o aniénicos, también podria explicarse por estados de transicion ciclico
e Intermediarios del tipo carbanoide en coordinaciéon con el magnesio. En
cualquier caso, el propdsito del acido probablemente es activar el carbonilo del
flavonoide a la reduccién por protonacion, y asi proporcionar una fuente de iones
H+ para la posterior formacién de agua (Brown et al., 2009; Krishnaswamy,
2003). Pero el mecanismo atin debe estudiarse para explicar satisfactoriamente
los cambios que presentan los compuestos en la reaccion.

La prueba Shinoda es similar a la reduccién de Clemmensen, que consiste en que
un grupo carbonilo se reduce usando amalgama de zinc-mercurio. La prueba
Shinoda es una prueba para la presencia de flavonas. Si estan presentes en la
muestra de ensayo, se reducen a antocianidinas bajo las condiciones de reaccién
Shinoda como se muestra en la figura 13. La conjugacion en los compuestos del
tipo flavonoide produce un color amarillo, mientras que la conjugacién extendida
en la antocianidina resultante cambia el color mas lejos a la regiéon roja del
espectro visible. El cambio en el color hace de esta una prueba visual simple para
detectar la presencia de flavonas u otros compuestos del tipo flavonoide (Brown
et al., 2009; Krishnaswamy, 2003; Sing de Ugaz, 1997).

3.4.2 Espectroscopia UV-Vis

Una técnica importante de caracterizacién es la espectroscopia UV-Visible, ya
que es rapida, tiene alta reproducibilidad y es relativamente sencillo llevar a
cabo el analisis. Con esta técnica es posible identificar compuestos e incluso
conocer ciertas estructuras especificas. Al realizar la espectroscopia UV-Visible,
es importante seleccionar el tipo de solvente a utilizar, ya que éste puede causar
un efecto no deseado. Para realizar este analisis es comun el uso de etanol como
solvente, porque absorbe muy débilmente en la mayoria de longitudes de onda
(Horowitz & Jurd, 1960; Owen, 2002). También es importante mencionar que
antes de comenzar con el analisis de los compuestos de interés, se debe realizar



un barrido con el solvente sin muestra para obtener una linea base. Esto permite
minimizar el ruido y descartar bandas que pueden pertenecer al solvente.

La espectroscopia UV-Visible, se fundamenta en que los compuestos del tipo
flavonoide poseen dos bandas caracteristicas (Banda I y Banda II), debida a los
anillos o sistemas que forman la molécula (Figura 13). La Banda II se puede
considerar originada a partir del anillo A o sistema benzoilo y la Banda I, se
asocia al anillo B o sistema cinamoilo. Ademas, el anillo B puede ser originado
por los otros tipos de compuestos del tipo flavonoide, como son flavonas,
antocianidinas, entre otros (Tabla 4) (Horowitz & Jurd, 1960; Sing de Ugaz,
1997).

Tabla 4. Valor de absorcién para las Bandas I y Bandas II de los diferentes tipos de
flavonoides (Sing de Ugaz, 1997).

Banda IT (nm) Banda I (nm) Tipo de flavonoide
250-280 310-350 Flavonas
250-280 330-360 Flavonoles (3-OH sustituido)
250-280 350-385 Flavonoles (3-OH libre)
245-275 310-330h Isoflavonas (5-deoxi-6,7-dioxi)
275-295 300-330h Isoflavonas, dihidroflavonoides
230-270 (baja intensidad) 340-390 Chalconas
250-270 (baja intensidad) 380-430 Auronas
270-280 465-560 Antocianidinas y antocianinas

Banda Il

Banda |

Figura 13. Esqueleto de compuestos del tipo flavonoide, donde se indican los sistemas
responsables de las bandas caracteristicas mostradas en espectros de UV-Vis.

3.4.3.1 Determinacion de compuestos metilados y no metilados
utilizando espectroscopia UV-Vis

Un grupo hidroxilo libre en la posicion 7- de un isoflavonoide es lo
suficientemente acido para ser ionizado por el acetato de sodio. Esta ionizacion



del grupo 7-hidroxil resulta en un cambio batocrémico de la principal banda de
absorcion de unos 10 nanémetros para isoflavonoides y entre 35-60 nanémetros
para las flavanonas. Sin embargo, no hay cambios significativos cuando se

observan los espectros UV-Vis de compuestos que tienen ocupada la posicién 7
(Horowitz & Jurd, 1960).

La adicién de hidréxido de sodio, generalmente da un espectro similar al obtenido
con acetato de sodio excepto en el caso de 4’-hidroxi-7-alcoxi o 4’-hidroxi-
7glucosidoxiflavanones. Cuando estas caracteristicas estructurales son
presentadas, los compuestos son rapidamente convertidos a chalconas, en forma
ionizada, y el resultado es un espectro UV-Vis con una banda maxima en la
region de 400-450 nandémetros, que es caracteristica de esos compuestos. Todos
los flavanones forman chalconas, eventualmente, en concentraciones alcalinas,
pero parece que solo 4’-hidroxi-7-alcoxi o 4’-hidroxi-7-glucosidoxiflavanones
forman chalconas rapidamente (5-10 min) en un medio muy alcalino. Esta
susceptibilidad a la formacién de chalconas en estos compuestos puede ser
visualizada como el resultado de incrementar la acidez del hidrégeno del atomo

alfa del grupo carbonil acoplado con la ionizacién del grupo 4 -hidroxi (Horowitz
& Jurd, 1960).

3.4.3 Espectroscopia FTIR

Los espectros de absorcién, emisiéon y reflexiéon en el infrarrojo de especies
moleculares se pueden explicar si se supone que todos son resultado de distintos
cambios energéticos producidos por las transiciones de las moléculas de unos
estados energéticos vibracionales y rotacionales en otros. La frecuencia de la
radiacion absorbida coincide a su vez con la frecuencia de la vibracion molecular
que, en realidad es la causa del proceso de absorcién. La radiacion IR no tiene la
suficiente energia para producir la clase de transiciones electrénicas que se
encuentran en las radiaciones ultravioleta y visible; por esta razén, la absorcion
de radiacion IR se limita en gran parte a especies moleculares para las cuales
existen pequenas diferencias de energias entre los distintos estados
vibracionales y rotacionales (Dominguez, 1973; Skoog, James Holler, & Crouch,
2008).

En el caso de una molécula sencilla diatémica o triatémica, es facil definir el
numero y la naturaleza de dichas vibraciones, y relacionarlas con las energias
de absorcién. En el caso de las moléculas poliatémicas, es dificil, hacer un



analisis de esta clase. No solo a causa del gran nimero de centros de vibracion
que presentan las moléculas grandes, sino también por las interacciones entre
varios de estos centros, lo cual se debe tener en cuenta si se desea un analisis
completo (Dominguez, 1973; Skoog et al., 2008).

3.4.4 Cromatrografia en capa fina y columna

La cromatografia es un método fisico que tiene como fundamento la separacion
de los componentes de una mezcla, por migraciéon diferencial de soluto
transportados por una fase maévil, que son retenidos selectivamente por una fase
estacionaria (inmévil), donde la fase estacionaria puede ser sélida o liquida
(Dominguez S., 1975).

3.4.5 Espectroscopia Raman

La espectroscopia Raman es una técnica fotonica de alta resolucién que
proporciona informaciéon quimica y estructural de casi cualquier material o
compuesto organico y/o inorganico, permitiendo asi su identificacién. El analisis
se basa en examinar la luz que es dispersada por un material al incidir sobre él
un haz de luz monocromatica. Una pequena porcion de la luz es dispersada
inelasticamente experimentando ligeros cambios de frecuencia de la luz
incidente, esto lo registra un detector y se obtiene asi el espectro de emision de
la muestra. Esta técnica tiene la ventaja de que el analisis se realiza
directamente sobre la muestra sin necesitar algin tipo de preparacion especial
y no conlleva a alguna alteraciéon de la superficie sobre la que se realiza el
analisis, por lo que la técnica es no destructiva.

Uno de los problemas inherentes cuando se adquiere cualquier senal es el “ruido”
presente en la medida. En el caso de la obtencién de los espectros Raman, uno
de los “ruidos” habituales es el generado por la muestra. Este “ruido” incluye
emisiones opticas como la fluorescencia.

La fluorescencia es un fenémeno de emisiéon de luz que pertenece al fenémeno de
luminiscencia y se clasifica como un fenémeno fotoluminiscente. La fluorescencia
es un fenomeno que se produce si, al incidir un fotén sobre una molécula éste es
absorbido y la molécula pasa a un estado electronico excitado donde permanece
unas decenas de nanosegundos, para saltar a otro estado excitado, pero de menor
energia, librando un fotén de frecuencia mas baja que el incidente emitiendo
radiacion en el espectro visible o cercano a éste. Es comun que este fenomeno lo



presenten sustancias que absorben energia en forma de radiacion
electromagnética de onda corta, como la radiacién ultravioleta, y la emitan en
una longitud de onda mas larga, por ejemplo, dentro del espectro visible
(Lakowicz, 2006; Sauer, Hofkens, & Enderlein, 2011; Shinde, Dhoble, Swart, &
Park, 2012). La fluorescencia més intensa y la més 1til es la de los compuestos
que contienen grupos funcionales aromaticos con transiciones m >1* de baja
energia. Los compuestos que contienen grupos carbonilo en estructuras alifaticas
y aliciclicas o estructuras con dobles enlaces altamente conjugados también
presentan fluorescencia, pero la cantidad de estos compuestos es pequena
comparada con el nimero de sistemas aromaticos (Skoog et al., 2008)

Con base en lo descrito anteriormente, se propuso determinar la fluorescencia de
los compuestos usando esta técnica que es sencilla, rapida, se utiliza un minimo
de muestra, no es destructiva y los valores obtenidos pueden ser comparados con
otros compuestos. Ademas, es posible obtener el desplazamiento de Stokes, que
proporciona la diferencia de energia que existe entre las absorciones y emisiones
entre dos niveles de la misma energia (Alford et al., 2009), ya que es un
parametro reportado para caracterizar compuestos con capacidad de convertir lo
invisible, como es la radiacién ultravioleta, en radiaciones de mayor longitud de
onda, que pueden ser visibles.

3.4.6 Dispersion de luz

La dispersién de luz dindmica (DLS), es una técnica no invasiva y bien
establecida para medir el tamano y la distribucién de tamafio de moléculas y
particulas tipicamente en la region sub-micrométrica, y con la ultima tecnologia,
inferiores a 1 nanémetro. Sus principales aplicaciones son la caracterizacion de
particulas, emulsiones o moléculas que se han dispersado o disuelto en un
liquido. El fundamento de esta técnica es que a través del movimiento Browniano
de las particulas o moléculas en suspension hace que la luz laser se disperse en
diferentes intensidades. Con el analisis de estas fluctuaciones en la intensidad
se obtiene la velocidad del movimiento Browniano, y por lo tanto del tamano de
particula mediante la relacién de Stokes-Einstein.

3.4.7 Difraccion de rayos X



La difraccién es un fenémeno caracteristico de las ondas, que consiste en la
dispersion de las ondas cuando se interaccionan con una estructura ordenada.
Ocurre en todo tipo de ondas, desde las sonoras, hasta las ondas
electromagnéticas como la luz, y también los rayos X. La difraccion de rayos X es
el Unico método que permite, tras un procedimiento generalmente largo y
complicado, determinar de modo exacto la estructura molecular de cualquier
producto, ya sea un farmaco, un compuesto inorganico, un mineral, una proteina
o incluso un virus.

3.4.8 Microscopia SEM

Las imagenes de microscopia de barrido (SEM, Scanning Electron Microscopy)
proporcionan una imagen tridimensional de la superficie de la muestra con un
nivel de detalle y profundidad de campo muy superiores a la microscopia éptica
convencional. El haz de electrones, al recorrer la muestra, arranca electrones
secundarios de la misma que son captados y convertidos en tonos mas claros o
mas oscuros en funcién de su intensidad. Dicha intensidad esta relacionada
directamente con la orientacién de las distintas superficies hacia el captador, por
lo que girando e inclinando la muestra podemos adaptar a nuestro gusto la
direcciéon de las luces y sombras de forma que destaquen los detalles mas
significativos de la muestra.



4 Descripcion de la propuesta de trabajo

La muestra vegetal obtenida, la cual se nombré EP, de Uruapan Michoacan, se
analiz6 en la Xiloteca del Jardin Botanico, del Instituto de Biologia de la UNAM.
La muestra la identific6 y caracterizé la maestra Josefina Barajas del Instituto
de Biologia.

Se molieron trozos de duramen de madera (10 gramos) y se extrajeron sus
compuestos en un equipo Soxhlet usando metanol (M), etanol (E), mezcla
metanol-etanol (ME) y una mezcla de metanol-etanol-agua destilada (EMA),
cada uno por 96 horas en 150 ml. Luego el extractante se disolvid en éter etilico
y se le adicioné una soluciéon 5 M de hidréxido de sodio. Posteriormente se
precipitaron los compuestos con acido clorhidrico. En la figura 14 se muestra esta
metodologia de manera simplificada como Burns et al 1984 (Burns, Dalgarno,
Gargan, & Grimshaw, 1984).

Etanol (E)

Metanol (M)

Metanol-Etanol (ME)
Etanol-Metanol-Agua (EMA)

100 % (S-100)

Burns et al. 1984

Técnicas de Sonicado 66 % (S-066)
extraccién ©) 40 % (S-044)
Hexano
Microondas | 1200 W (MO-1200) :\AC:tfrtlzlde etilo
MOy 600 W (MO-600)
300 W (MO-300)  \ Agua

Figura 14. Diagrama donde se muestran las diferentes técnicas usadas para extraer
los compuestos de palo azul, asi como las claves y condiciones de extraccién.

Adicionalmente, se probaron dos técnicas de extraccion, una usando un Sistema
de Reaccion Acelerada de Microondas de CEM. Para futuras referencias los

compuestos extraidos con esta técnica se referiran con las siglas, MO. El modelo
del microondas es un MARS Xpress, con potencia regulable entre 0 y 1600 vatios



a una frecuencia de 2455 MHz y el software que se utiliz6 fue el “Synergy Prep”
para control y monitorizacion de las operaciones. La otra opcién de extraccion
fue usando un sonicador, las muestras extraidas se representan con una “S”, el
cual trabajo a 53 KHz y fue posible cambiar la potencia de un maximo de 100%
a un minimo de 44%.

Las condiciones en las que se trabajé con el MO fueron las siguientes: Un gramo
de muestra se colocé en un tubo de teflon con 15 ml de solvente, etanol. El tiempo
de extraccion fue de 5 min a 50°C a 300 W, 600 W y 1200 W con una potencia del
100% y rampa de 5 min.

Las condiciones usando el sonicador fueron la siguientes: Un gramo de muestra
se colocé con 15 ml de solvente, etanol, y se dejé sonicando por 20 min, sin
modificar la temperatura, a 3 diferentes potencias que fueron 100%, 66% y 40%.

Ademas, usando MO bajo las mismas condiciones a 1200 W, se realiz6 una
extraccion secuenciada usando diferentes solventes, con el fin de encontrar que
componentes se extraian usando solventes con diferentes polaridades (Figura 14).

Para identificar los compuestos usando la técnica de Burns et al, se utilizaron
pruebas colorimétricas (Dominguez, 1979). Adicionalmente, se realizé6 una
prueba, donde se colocaron los compuestos extraidos de EP a diferentes pH,
pasando por el 4cido (pH 4), el fisiolégico (pH 7.4) y uno basico (pH 8) y haciendo
incidir luz ultravioleta a dos longitudes de onda diferentes (254 nm y 365 nm).

Para esta parte del experimento los solventes que se utilizaron fueron etanol y
metanol, hexano, acetato de etilo y agua. Los diferentes polvos obtenidos de las
diferentes técnicas de extraccion, se diluyeron en los diferentes solventes por
separado y se midieron en un equipo de UV-Vis. Ademas, se obtuvieron los
espectros UV-Vis de los compuestos diluidos en los buffers con diferentes pH (4,
7.4y 8). Los resultados obtenidos se compararon con la literatura para encontrar
las bandas caracteristicas de compuestos del tipo isoflavonoides o flavonoides.
También, se realizé el cilculo del coeficiente de extincién molar (Log €) usando
una curva de calibracién, diluyendo 10 mg, aproximadamente, del extracto
seleccionado en el buffer 7.4 y respetando la Ley de Lambert-Beer. El coeficiente
de extincion se obtuvo a una A = 345 nm para el extracto E y M-E y A = 339 para



el extracto M y A-M-E. Para asegurar un buen ajuste lineal se realizaron 10
diluciones y la pendiente de ese ajuste fue tomado como el valor de .

Todo lo anterior se realizé usando dos espectrofotometros, un espectrofotometro
VWR 1600 PC spectrophotometer NASDAQ: VWR, Randor, Pennsylvania, USA)
y el espectrofotémetro de banco Lambda 25 (Perkin-Elmer). Las caracteristicas
principales del espectro VWR 1600PC se enlistan en la Tabla 5, mientras que las
del espectrofotémetro de banco Lambda 25 se enlistan en la Tabla 6 (Perkin
Elmer, 2004; VWR, 2017).

Tabla 5. Caracteristicas del espectrofotémetro VWR 1600

Caracteristicas
Longitud de Fijado entre 200 — 900 nm
onda
Ancho de 4nm
banda
Celda Celdas de cuarzo y de plastico de 10 mm

Doble haz de luz de lamparas pre-alineadas de deuterio y

Fuente de luz hal6genas de tungsteno con encendido automatico

Tamarfio 490 x 360 x 240
Peso 14 kg
Velocidad de 990 nm/min
scan
Software M.Wave Professional en modo barrido

Fuente: Informacién de VWR International (2017)

Tabla 6. Caracteristicas espectrofotémetro Lambda 25 (Perkin-Elmer)

Caracteristicas
Longitud de Fijado entre 200 — 800 nm
onda
Ancho de ..
banda Fijado a 1 nm
Celda 2 celdas de cuarzo de 10 mm

Doble haz de luz de lamparas pre-alineadas de deuterio y

Fuente de Juz hal6genas de tungsteno con encendido automatico

Tamarfio 650 mm x 560 mm x 23 mm
Peso 26 kg
Velocidad de 940 nm/min
scan
Software UV Winlab

Fuente: Informacién de Perkin-Elmer (2004).



4.4.1 Determinacién de compuestos metilados y grupos OH libres de
los extractos de EP.

Con la finalidad de conocer si algunos de los compuestos extraidos tienen grupos
metil o se encuentran grupos OH libres, se procedié a tratar los compuestos con
acetato de sodio en medio etanélico y con NaOH al 1% (Beltrami et al., 1982;
Horowitz & Jurd, 1960). Los compuestos se diluyeron en etanol y se midieron en
el equipo de UV, posteriormente se les agregaron 3 gotas de acetato de sodio y a
otro grupo de muestras se les agrego NaOH al 1%. Todas las muestras se
midieron y se obtuvieron sus correspondientes espectros. El equipo usado fue un
espectrofotémetro VWR 1600 PC spectrophotometer (NASDAQ: VWR, Randor,
Pennsylvania, USA) Tabla 5.

Los compuestos E, M, ME, EMA y rodamina B, se analizaron por espectroscopia
Raman. Los datos de fotoluminiscencia se obtuvieron por excitacién a 480 nm
con un laser de argén (30mW). Para calibrar el equipo se usé silicio como
estandar. El estudio se llevé a cabo en una configuracion de 90° con la senial del
laser para evitar efectos de re-absorcién. El estudio comprendié el tiempo de
decaimiento de los compuestos de EP y la rodamina 6G, donde se hicieron
mediciones a un tiempo inicial o tiempo cero y a partir de ese tiempo se midieron
cada 40 segundos 10 veces, cumplido el nimero de mediciones, se midieron 2
veces mas en un lapso de 5 minutos. Los compuestos de EP se diluyeron por
separado a 3 diferentes pH (4, 7.4 y 8) usando buffers de fosfato para llegar a los
pH seleccionados y se colocaron en una cubeta de cuarzo de 2 mililitros para su
medicion. Para este experimento, se usé un micro-espectrometro Raman con
lineas de excitacion de 632.8, 514.5 y 488 nm, marca Dilor, modelo Labram II. El
intervalo de nimero de onda alcanzable es de 100 a 4000 cm'!. La resoluciéon
espacial esta definida por el diAmetro minimo del spot del laser alcanzable con
el microscopio que es de 1 micra. La temperatura de trabajo fue de 20 °C. El
software que se utiliz6 para el analisis de los datos fue Origin 8 de acceso libre.

4.5.1 Modelado matematico de moléculas fluorescentes



La geometria molecular de las moléculas de aurona, flavona, isoflavona y
matlalina fueron modeladas sin restriccion de simetria usando una funcién
hibrida de correlacién e intercambio Becke-Lee-Yang-Parr (BLYP) y el DNP
(funcién de bases numérica); el conjunto de la base de datos fue implementada
en el programa DMol3. La base DNP se considera que proporciona una exactitud
del 99.99% teniendo también en cuenta el calculo de la unién de hidrégeno.

Las muestras de EP en polvo se prepararon por dispersion y presion en KBr para
formar pastillas y se analizaron en un equipo de Infrarrojo marca Bruker, Vector
33, Biospin Corporation, USA y las muestras se midieron en un intervalo de 400
a 4000 cm™1,

El extracto que se obtuvo usando MO-1200, se analizé en placas de cromatografia
marca Sigma Aldrich. Las placas que se usaron para analizar el extracto se
cortaron de 4 cm de largo por 2 cm de ancho. En una camara de cromatografia
se coloco la placa con el extracto y se usaron diferentes solventes con diferentes
polaridades para conocer la polaridad de la molécula. Se comenz6 a eluir con
hexano hasta llegar a metanol. De esta prueba previa se concluy6é que en la
columna se debia comenzar con una fase mévil de Hexano:Acetato (1:1 (V/V)).

1 gramo de extracto seco, se mezcld con 4 veces su peso de silica gel (Silical gel,
200-400 mesh, 60 A, marca Sigma Aldrich) a la mezcla se le agregaron 2 ml de
etanol (Polvo A). Para empacar la columna se colocé primero algodén y 3.5 veces
en peso de silica limpia con respecto al polvo A. Después se coloca el Polvo A y de
nuevo se colocé un algodon.

Una vez empacada la columna se eluye con Hexano: Acetato (1:1 (V/V)), seguido
de Hexano: Acetato (50:50 (V/V)), Acetato (100%), Acetato: Metanol (50:50 (V/V)),
Acetato: Metanol (25:75 (V/V)) y se finaliz6 con metanol (100%).

Se obtuvieron fracciones de 40 ml, a las que inmediatamente se les removia la
maxima cantidad de solvente usando un rotavapor marca BUCHI, modelo R-210
con las siguientes condiciones: Presion 70 mmHg y temperatura del bano de 25

°C.



De la separacion en columna se obtuvieron 80 fracciones, las cuales se agruparon
dependiendo del corrimiento de las bandas.

4.7.1 Caracterizaciéon por UV-Vis

Para la caracterizacion por UV, primero fue necesario obtener la linea base o
blanco que correspondié al espectro UV del solvente puro. Para esta parte del
experimento los solventes que se utilizaron fueron etanol y metanol que fueron
usados como blancos. De las diferentes fracciones obtenidas con la técnica de
cromatografia en columna, se obtuvieron sus espectros UV en un equipo de UV-
Vis. Los espectros se analizaron y se obtuvieron sus bandas caracteristicas. Todo

lo anterior se realizé en un espectrofotometro VWR 1600 PC spectrophotometer
(NASDAQ: VWR, Randor, Pennsylvania, USA) ver Tabla 5.

4.7.2 Caracterizacion por FTIR y Raman

Las fracciones obtenidas de la columna en polvo, se prepararon y se analizaron
en un equipo de Infrarrojo marca Bruker, Vector 33, Biospin Corporation, USA
en modo ATR. Las muestras se midieron en un rango de 400 a 4000 cm™. De
igual forma se obtuvieron los espectros Raman de los compuestos para comparar
el analisis.

La sintesis de las nanoparticulas se realiz6 utilizando etanol como medio para el
crecimiento de las nanoparticulas, tetraetilortosilicato (TEOS) como precursor,
agua destilada e hidréxido de amonio como agente para controlar el tamano de
las nanoparticulas (Beganskien et al.,, 2004). En un matraz Erlenmeyer, se
adicioné etanol/agua en una relacién molar de 3:2 y se dejé sonicar por 20
minutos. Después, se anadié 0.006M de TEOS y se dej6 sonicar por 10 min mas.
Posteriormente, agregaron 50 ml de hidréxido de amonio y se dej6 sonicar por 10
min mas. Al terminar, se dejaron secar las nanoparticulas.

En un vial con agua destilada, se colocé la cantidad de nanoparticulas secas
correspondientes a 0.001 gramo. El vial con la muestra se agité magnéticamente



durante 5 minutos, posteriormente se filtré la muestra usando membranas de
420 nm y posteriormente se colocod el vial en un sonicador por 15 minutos a
temperatura ambiente. Las muestras se midieron en un equipo de dispersion de
luz Brookhaven Instrument BI-220SM Research Goniometer System, equipado
con un corredor digital de alta velocidad PCI-BI9000OAT con un detector de
fotones de estado sélido y un laser de He-Ne de 35 mW (633 nm) Melles Griot
9167EB-1 como fuente de luz. La prueba se realiz6 a un angulo de 90° durante
10 segundos a 25 ° C. Todas las muestras se hicieron por triplicado.

Las nanoparticulas sintetizadas por el método de Stober, se caracterizaron por
difraccién de rayos X, usandose porta muestras “zero background”. El equipo que
se utilizé fue un Difractometro de rayos X marca Rigaku, modelo Ultima IV y las
condiciones de operacion fueron las siguientes: Detector de alta velocidad D/teX-
ULTRA, con un intervalo de medicién (2theta) de 5 a 80°, velocidad = 5 grados
por minuto, muestreo = 0.02 segundos, incertidumbre de medicién: +0.017 grados
y longitud de onda de la radiacion utilizada, 1.54 A.

Para liberar nanoparticulas sintetizadas de agua adsorbida en la superficie y
evitar que interfirieran en la funcionalizacion, las nanoparticulas se sometieron
a un proceso de calentamiento a 120°C 48 horas. 1.0 g de silica se sometio a
reflujo en tolueno a 150 °C por 24 horas en presencia de 1.0 ml de 3-
aminopropiltrietoxisilano (AMPS) y al finalizar el tiempo de reaccién se
separaron por centrifugacion y se lavaron con tolueno, etanol y agua
consecutivamente con el mismo procedimiento de separacion para eliminar
solvente y agente acoplante remanentes (Echeverrie, Giraldo, & Lépez, 2007).

Para ensamblar las nanoparticulas de silice con AMPS con los compuestos de
EP, se tomaron 0.5 gramos de nanoparticulas con AMPS y se dispersaron en
dimetilsulféxido a 35 °C, una vez disueltas se agregaron los compuestos de EP y



se dejaron en agitacion por 12 horas. Una vez transcurrido el tiempo de reaccién,
las muestras se secaron a temperatura ambiente.

4.13.1 Analisis por FTIR

Para corroborar que se activo la superficie de las nanoparticulas de silice con el
AMPS y los compuestos de EP, se realizé un infrarrojo, usando la metodologia
antes descrita, para encontrar bandas caracteristicas que indiquen grupos
funcionales representativos.

4.13.2 Analisis por microscopia Raman

El estudio se realizé bajo las mismas condiciones que sin las nanoparticulas,
usando los compuestos de EP y la rodamina B unidos quimicamente a las
nanoparticulas de silice.

4.13.3 Difraccion de rayos X

A las nanoparticulas sintetizadas por el método de Stober, funcionalizadas con
el agente acoplante y los compuestos de palo azul, se le someti6 a difracciéon de
rayos X en las mismas condiciones reportadas en el punto 2.10.

4.13.4 Potencial zeta de las nanoparticulas

El potencial zeta de las nanoparticulas (N), nanoparticulas con APTES (NA) y
nanoparticulas con compuestos de EP (NS) fue medido en una electroforesis de
particulas ACOUSTOSIZER IIS™. Las muestras fueron analizadas a un pH de
7.4 y en una concentracién de 0.5% (p/v) y fueron colocadas en el recipiente para
su analisis.

La linea celular utilizada en este trabajo fue la MCF-7. Las células se
mantuvieron en condiciones 6ptimas de cultivo con medio Dulbecco’s modified
Eagle’s médium (DEMEM), 10% de antibiético/antimicético marca BIFCO, 10%



de aminoacidos no esenciales, 0.0lmg/ml de insulina bovina y 10 % de suero
bovino fetal.

Una vez que las células mostraron una confluencia del 60%, se trataron con el
extracto del EP en concentraciones de 1 a 200 uM por 48 horas, de acuerdo con
Choi y cols. 2009. La captacién del extracto del EP se analiz6 bajo el microscopio
confocal (Zeiss LSM 510 Meta, Munich, Germany). A su vez, las células se
observaron bajo el microscopio confocal a las 2, 4, 6, 8, 18, 24 y 36 horas del
tratamiento con el EP para monitorear la duracién y el tiempo de decaimiento
de la fluorescencia.



5. Analisis y discusion de los resultados

La muestra vegetal con la que se contd para este trabajo fue analizada por la
Maestra Josefina Barajas, quien es responsable de la Xiloteca del Instituto de
Biologia en la UNAM. De acuerdo al analisis realizado la muestra vegetal,
correspondié a KEysenhardtia polystachya (Ortego) Sarg. y, se le asigné un
nombre y un nimero de identificacién que correspondié al MEXU1850 (Figura
15). El material MEXU1850 mostré las siguientes caracteristicas:

Caracteristicas generales de la madera: Albura de color amarillo claro o
ligeramente verdoso, duramen de color café homogéneo o ligeramente veteado,
sabor amargo, lustre mediano, textura mediana y grano entrecruzado a
ondulado. Su madera es dura y pesada con 0.80 de gravedad especifica.

Caracteristicas microscopicas: Madera con anillos de crecimiento conspicuos
delimitados por la porosidad anular y por parénquima marginal. Poros de
contorno ovalado a circular, en grupos de 2 a 5 en cadenas radiales o en racimos
abundantes 34/mm, de diaAmetro mediano con 107 +/- 8 um, elementos de vaso
muy cortos, 239 +/- 202-327um de longitud, con platinas de perforacién simples
y punteaduras intervasculares alternas, areoladas y ornamentadas de 6 pm de
diametro, frecuentemente coalescentes. Presenta gomorresinas abundantes
(Figura 15).

Parénquima axial: Paratraqueal escaso, confluente, marginal, en algunas areas
con tendencia a la estratificacion, con series de dos células y células fusiformes
y con cristales prismaticos presentes.

Parénquima radial: Radios numerosos 9/mm, heterogéneos, principalmente bi y
triseriados, con el cuerpo del radio formado por células procumbentes y una
hilera de células erectas en uno o ambos margenes; extremadamente bajos de
366+/- 38 um de altura, con inclusiones de cadenas de cristales prismaticos
grandes.

Fibras: Libriformes de longitud mediana con promedio de 1109 +/- 116 pm

Otras caracteristicas: Anillos de crecimiento conspicuos delimitados por la
porosidad anular y parénquima marginal.



Figura 15. Cortes transversales del duramen de EP con un aumento de 2.5x.

5.2  Extraccion de los compuestos de EP

De la extraccion realizada al duramen del arbol de palo azul con los diferentes
solventes y siguiendo la metodologia descrita por Burns, et al, (1984), se
obtuvieron los compuestos en forma de polvos que se muestran en la tabla 3 en
la tercera columna.

Como se mencioné en la seccién de metodologia, se corroboré si los compuestos
presentaban el fendmeno de fluorescencia al cambiar el pH del medio en el que
se encontraban y asi confirmar lo observado por Boyle cuando él usaba infusiones
del arbol como un indicador acido-base. Cabe mencionar que, antes de excitarlos
se aprecié un menisco azul en la parte superior del liquido, que es caracteristico
de las infusiones de palo azul, a pH 7.4 y 8 pero no es igual de distinguible a pH
4. Para observar lo descrito por Boyle, se opté por excitar esos compuestos con
dos longitudes de onda pertenecientes a la radiacion ultravioleta, de onda corta
(254 nm) y de onda larga (365 nm), y asi verificar el fenémeno de fluorescencia.
El resultado fue que se aprecié éste fendmeno, pero solo bajo ciertas condiciones
(Tabla 7).

En este experimento, se pudo apreciar que usando una longitud de onda corta de
265 nm, el fenémeno de fluorescencia no es apreciable en ninguno de los 3 pH
propuestos, para ningun extracto diluido. Lo anterior podria deberse a que, de
acuerdo a la ecuacién que relaciona la energia de un fotén con la longitud de
onda, se puede predecir que a menor longitud de onda, mayor frecuencia y por lo
tanto mayor energia llevan los fotones, por lo que al usar una longitud de onda
de 254 nm, posiblemente, lo que sucede con estos compuestos, es que se esté
emitiendo en una longitud de onda no visible, como puede ser en el infrarrojo.
Por lo tanto, con esta longitud de onda no es posible apreciar el fenémeno, a pesar
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de observarse a simple vista el menisco azul para algunos casos (Shinde et al.,
2012).

Tabla 7. Compuestos extraidos del duramen del arbol de palo azul.

Solvente Clave  Fotografia del Compuestos a pH 4 Compuestos a pH 7.4 Compuestos a pH 8

polvo

Longitud de onda Longitud de onda Longitud de onda
254 nm 365 nm 254 nm 365 nm 254 nm 365 nm

ST
1L L

Metanol-Etanol M-E ]
(50%-50%)
(v/v)
Metanol- E-M-A =
Etanol-Agua
(33%-33%-
33%)
(Viv)

Nota: El agua que se utiliz6 en todos los casos, fue agua destilada.

e

Cabe aclarar que esta prueba, al ser meramente cualitativa, solo dio informaciéon
de qué extractos y bajo qué condiciones podian presentar la fluorescencia.
Ademas, la radicacién de 254 nm es absorbida por el ADN y produce dafo directo,
que consiste en atacar el material genético al formar unas estructuras que evitan
la sintesis normal del ADN y este proceso conduce a la muerte de la célula,
mutaciones y fragmentan el material genético Mathews et al., 2013), por lo que
en los otros ensayos y las pruebas biolégicas no se usé esta longitud de onda.

Cuando se excitaron los compuestos con una longitud de onda larga, 365 nm, el
resultado fue el esperado, ya que se aprecié el efecto de fluorescencia. De acuerdo
a lo reportado por Acuna, et al., 2008, en condiciones basicas y con procesos de
oxidacion, se favorece un tipo de estructura fluorescente, que al parecer se obtuvo
de los compuestos extraidos con los diferentes solventes. A pH acido, no se



observé este fendmeno y posiblemente sea a que las moléculas se encontraban
“protonadas” a causa del pH, lo que puede ser que no favorecid estructuras que
permitan ese fenémeno (A. U. Acuna & Amat-Guerri, 2008; A. Ulises Acuia et
al., 2009).

Particularmente, en este trabajo se puso especial atencién a pH 7.4, ya que es el
pH fisiolégico o pH normal que tienen las células in vivo o in vitro. El efecto de
fluorescencia fue observado, como se puede apreciar en la tabla 3 en la columna
apH 7.4,y es un resultado importante que alienta a usar este tipo de compuestos
como biomarcadores, pues posiblemente ese mismo fenémeno se observe dentro
de las células, especificamente en la linea celular MCF-7.

La fluorescencia se presenté a una longitud de onda larga y en pH 7.4y 8 y se
observé principalmente en los extractos que se obtuvieron usando M, E y una
mezcla entre ellos, M-E; sin embargo, se observo qué en la mezcla, A-M-E, no se
aprecia la fluorescencia. Esto pudiera ser debido a que sus compuestos se
encuentran enmascarados o, por efecto del agua utilizada otros compuestos se
obtuvieron en mayor proporcion y estos no presentan la fluorescencia. Sin
embargo, no puede descartarse este extracto para usarse en el modelo celular,
ya que tal vez estos compuestos bien no presentan fluorescencia, puede ser que
presenten un efecto antitumoral.

Considerando que la muestra vegetal debia ser aprovechada al maximo, se optd
por buscar otras técnicas de extraccion de compuestos de EP y por ello se
experiment) usando un microondas y un sonicador, que fueron descritos en la
seccion 4.2. No fue necesario repetir con estas técnicas las extracciones con todos
los solventes, pues la extraccién que se realizé con etanol (E), fue la que presenté
los compuestos de mayor interés, por lo que la extraccion con MO y S, solo se
realiz6 usando etanol como solvente.

Tabla 8. Comparativo de los tiempos y porcentaje de extraccion de los compuestos de
EP con diferentes técnicas de extraccion.

Muestra Miligramos de extracto Rendimiento (% Tiempo de
obtenidos extraccion) extraccion
Burns et al. 1984 E 1,630.5 16.3 72 horas
Sonicado 100 70.3 7.03
66 49.6 4.96 20 min
40 45.6 4.56
Microondas 1200 W 77.3 7.73
600 W 94.5 9.45 15 min

300 W 50 5



La extraccion usando el microondas fue la mas rapida de las tres técnicas, pues
en 15 min se obtuvo el extracto y con un mejor rendimiento que el obtenido
siguiendo la metodologia descrita por Burn et al, 1984 (Tabla 8). Por lo que el
uso de microondas para extraer los compuestos de interés resulto ser una técnica
rapida y eficiente ya que se usé diez veces menos muestra y se obtuvieron los
mismos compuestos, ademas es una técnica novedosa pues no esta reportada en
la literatura para este tipo de compuestos. Aunque parecera que el sonicado es
una técnica a considerar, no resultd eficaz pues los % de extracciéon fueron los
mas bajos de las tres técnicas y los compuestos obtenidos en algunos casos no
coincidian con los obtenidos previamente.

Los resultados de la prueba o test de Shinoda se muestran en la Figura 16 y
Tabla 9.

Figura 16. Prueba de Shinoda para los compuestos extraidos con diferentes solventes.
a) Colores antes de la reaccién de Shinoda. b) Resultados obtenidos después de la
reacciéon de Shinoda.

De los resultados obtenidos, se observa que los extractos tienen compuestos del
tipo flavonas, flavonoles, isoflavonas, isoflavononas, chalconas y auronas
(Dominguez, 1973; Sing de Ugaz, 1997) que justamente corresponde a lo
reportado por otros autores que han logrado identificar compuestos de este tipo
en el 4rbol de palo azul usando técnicas cromatograficas y de espectrografia (A.
Ulises Acuna et al., 2009; Alvarez & Delgado, 1999; Beltrami et al., 1982; Burns
et al., 1984; Narvaez-Mastache, Gardufio-Ramirez, Alvarez, & Delgado, 2006).



Tabla 9. Resultados de la prueba de Shinoda sobre los compuestos extraidos del
arbol de palo azul.

Solventes Apariencia antes de la | Apariencia después de la | Posible compuesto quimico

reaccién reaccién presente
Etanol Ligeramente amarillo Amarillo Flavonas y flavonoles o
isoflavonas

Metanol Sin color Sin color Isoflavononas, chalconas y
auronas

Metanol/Etanol Sin color Sin color Isoflavononas, chalconas y
(50%-50% (v/v)) auronas

E-M-A Sin color Sin color Isoflavononas, chalconas y
(33%-33%-33% auronas

viv)

En los extractos, se observa que cuando se uso etanol como solvente, al inicio de
la reacciéon se tiene una coloraciéon verde-amarilla, lo cual podria indicar la
presencia de compuestos del tipo flavonoides o flavonas, lo cual se confirma
después de realizar la prueba de Shinoda. Por otro lado, los compuestos que se
extrajeron con M, M-E y M-E-A, no presentan una coloracién, ni antes, ni
después de la reacciéon de Shinoda, lo cual podria indicar que se trata de
compuestos del tipo flavonoide, pero de otro tipo como son isoflavonas, chalconas
o auronas. El que no presenten una coloracién, podria deberse a que estos
compuestos no tienen un analogo antocianidico que tiene una coloracién visible
(Figura 12).

Los espectros UV-Visible de los polvos extraidos con diferentes solventes se
muestran en la Figura 17.

De acuerdo a los valores de la Tabla 4, se puede apreciar que aparecen bandas
caracteristicas para compuestos del tipo isoflavonas, principalmente, lo cual es
un resultado esperado, pues con la prueba de Shinoda ya se habian obtenido
resultados preliminares de los tipos de compuestos presentes en los extractos
obtenidos del duramen de palo azul.

El espectro UV-Vis del extracto obtenido usando E (panel A) y una mezcla A-M-
E (panel D), presentan bandas en longitudes de onda muy similares, las cuales
parecen corresponder con compuestos del tipo isoflavonoides. Sin embargo, en el



espectro UV-Vis del extracto A-M-E aparecen otras bandas que parecen indicar
que se extrajeron compuestos del tipo chalconas. Los espectros UV-Vis de los
compuestos extraidos con metanol (panel B) y con una mezcla metanol-etanol
(panel C) no presentan las bandas I y II caracteristicas de flavonoides de acuerdo
con la Tabla 4, pero, varias bandas coinciden con las longitudes de onda de otros
compuestos reportados, por ejemplo, por Alvarez, et al, (1999), quienes
reportaron compuestos del tipo chalconas con bandas muy similares a los
obtenidos en el panel By C.

Con la informacién anterior, no es posible elucidar si verdaderamente son los
compuestos reportados los que se estan obteniendo, ya que la extraccién no es
del todo “selectiva” y muy posiblemente se extrajeron otros compuestos, por lo
que es importante separar y analizar los compuestos que componen a los

extractos.
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Figura 17. Espectros UV-Visible de los extractos de EP. A) Compuestos extraidos con
etanol (E). B) Compuestos extraidos con metanol (M). C) Compuestos extraidos con una
mezcla etanol-metanol. D) Compuestos extraidos con una mezcla agua-metanol-etanol.



Usando un microondas y un sonicador como métodos alternativos de extraccion,
se obtuvieron los metabolitos secundarios del duramen los cuales se analizaron
en un espectofotometro UV-Vis marca PerkinElmer Lamba 25. Los espectros
correspondientes a esas extracciones se observan en la Figura 18, y
automaticamente se obtuvieron los valores en nanémetros de las posiciones de
las bandas de las muestras analizadas con el equipo Lambda 25. Al comparar los
espectros UV-Vis con la muestra E, que fue la muestra que presentd los
compuestos de interés, se encontr6é que usando el equipo de microondas a 1200
W (MO1200) se obtuvo un espectro muy parecido al obtenido con la extraccién
reportada por Burns et al, (1984), pues sus bandas se encuentran en posiciones
casi idénticas a las de dicha muestra. Las diferencias que se aprecian entre el
espectro de la Figura 17 y la Figura 18 de la muestra E, puede deberse
posiblemente al equipo, pues la misma muestra se analizé en equipos diferentes,
pero usando el mismo solvente.

El analisis de los espectros UV-Vis corroboré que con el uso del microondas se
obtuvo una extracciéon mas eficiente, pues en 15 minutos se lograron extraer los
compuestos de interés.

Ahora bien, considerando que de acuerdo a la polaridad que pueden presentar
diferentes moléculas o compuestos presentes en las plantas, es posible extraerlos
utilizando solventes con una polaridad semejante a la que presentan. De acuerdo
a los resultados obtenidos usando un microondas como medio para extraer, fue
importante aprovechar esta técnica y se optd por extraer compuestos del
duramen usando diferentes solventes, como se explicdé en la secciéon 4.1, para
obtener sus espectros UV-Vis y asi identificar bandas caracteristicas que nos
permitan tener un tipo de “huella” de los compuestos presentes en EP basado en
su polaridad.

En la Figura 19, en el primer panel (A), se obtuvo el espectro UV-Vis de los
compuestos extraidos con hexano. Las principales bandas que se encontraron
fueron a 220, 272, 283 y 379 nm y este espectro podria servir como referencia
para identificar compuestos del tipo no polar presentes en el arbol de EP. Estos
compuestos no polares pueden ser del tipo graso o incluso agliconas de
flavonoides altamente metoxiladas (Cartaya & Reynaldo, 2001; Gracia Nava,
2006).
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Figura 18. Espectros, con insertos de tablas, de los extractos obtenidos utilizando el
método de Burns et al., (1984) (A), sonicado (B) y microondas (C). El espectro del panel
A corresponde al extracto E. El espectro del panel B corresponde a la muestra S-066 y
el espectro del panel C corresponde a la muestra MO-1200. En todos los casos, en el eje
de las abscisas se encuentra graficada la longitud de onda en nanémetros (nm) y en el
eje de las ordenadas se encuentra graficada la Absorbancia en unidades arbitrarias. Los
insertos de tablas, resumen para cada caso las bandas caracteristicas que se obtuvieron
en cada tratamiento.

En el segundo panel, (B), se muestra un espectro UV-Vis con bandas en 281, 319
y 358 nm, el solvente utilizado fue acetato de etilo y este es un disolvente polar



aprotico, el cual no puede formar enlaces de hidrégeno con el soluto. Las bandas
que muestra este espectro, pueden corresponder, de acuerdo con la tabla 3y 4, a
compuestos del tipo isoflavonas y dihidroflavonoides.

En el panel C, se muestra el espectro Uv-Vis obtenido usando metanol como
solvente, el cual es un solvente proético, presenta bandas a 202, 222, 283, 320 y
386 nm. Nuevamente, y tomando como referencia la tabla 8 y 10, se podria
asociar esas bandas a compuestos del tipo isoflavonoides y chalconas. En este
espectro es importante notar que tiene un valor de absorbancia considerable (1.1
unidades arbitrarias, ua) bajo las mismas condiciones que los espectros
obtenidos con los otros solventes, esto podria indicar que estos compuestos son
los que estan presentes, en mayor proporcién en la madera. El Gltimo espectro
UV-Vis, ubicado en el panel C, fue obtenido usando agua como disolvente y de
acuerdo con la Tabla 4 estas bandas corresponden a compuestos del tipo
isoflavonoides.
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Figura 19. Extraccién secuenciada de compuestos de EP usando diferentes solventes. A)
Extraccién con hexano. B) Extraccién con acetato de etilo. C) Extraccién con metanol.
D) Extraccién con agua destilada. En cada espectro estd graficado en el eje de las
abscisas la longitud de onda en nandémetros y en el je de las ordenadas la absorbancia
en unidades arbitrarias.



Por lo tanto, los espectros obtenidos en la Figura 19, pueden servir como una
referencia futura para identificar compuestos extraidos con solventes de
diferente polaridad resultando en una extraccion mas especifica de compuestos
naturales de interés del duramen de EP bajo condiciones controladas y usando
un microondas.

Los espectros UV-Vis de los extractos E, M, E-M y A-M-E en diferentes
condiciones de pH se muestran en la Figura 20.
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Figura 20. Espectros UV-Vis de los extractos de los compuestos de palo azul a diferentes
pH. A) Compuestos extraidos con E; B) Compuestos extraidos con M; C) Compuestos
extraidos con M-E; D) Compuestos extraidos con A-M-E. En todos los casos, la linea
negra corresponde a un pH de 4, la linea roja a un pH de 7.4 y la linea verde a un pH de
8.

El espectro del extracto usando etanol como solvente y en condiciones de pH igual
a 7.4 (Figura 20, panel A), muestra dos picos, uno a 280 nm y otro a 429 nm, que,
de acuerdo a la literatura, corresponden a la Matlalina, el cual se reporta como
uno de los compuestos responsables del fendémeno de fluorescencia, por lo que



puede decirse que en ese extracto esta presente ese compuesto. El pico adicional
que se esta obteniendo, puede deberse a que estos compuestos no estan
“separados”, pues es posible que se estén extrayendo otros compuestos diferentes
a los de interés.

Tabla 10. Principales bandas encontradas en los compuestos extraidos del arbol de

palo azul a diferentes pH y valor del coeficiente de extincién molar (Log ¢).

pH 4 pH 7.4 pH 8 Coeficiente de
Muestra extincién molar
Bandas (nm) Bandas (nm) Bandas (nm)
apH 7.4
3.24 + 0.002
E 290 377 280 338 429 280 338 430
2.8 £0.004
M 297 393 290 330 429 289 330 428
2.84 + 0.002
M-E 295 371 291 345 429 291 335 429
2.88 + 0.003
E-M-A 293 322 291 330 | ----- 292 330 | -----

En la Tabla 10, se muestran un resumen de las bandas con sus respectivas
longitudes de onda, de los diferentes extractos a diferentes pH. Asi mismo, se
muestran los valores que se obtuvieron del coeficiente de extincién molar para
cada uno, el cual definen cuan fuertemente una sustancia absorbe la luz a una
dada longitud de onda.

Con base en la informacion obtenida del experimento, se llegé a la conclusiéon de
que era necesario separar los compuestos provenientes del extracto E pues
presentd compuestos de interés y el resto del trabajo se enfocé en separar y
caracterizar sus compuestos usando cromatografia en placa y cromatografia en
columna.

En la Figura 21, se muestran los espectros Uv-Vis de los diferentes extractos,
obtenidos con diferentes solventes, después de agregar acetato de sodio.
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Figura 21. Espectros de los extractos E, M, M-e y A-M-E en etanol (Iinea negra) y con
acetato de sodio (linea roja). En el panel A) se encuentra el extracto obtenido con etanol,
en el panel B) el extracto obtenido con metanol, en el panel C) el extracto obtenido con
una mezcla metanol-etanol y en el panel D) el extracto obtenido con una mezcla agua-
metanol-etanol. En el eje de las abscisas esta graficada la longitud de onda en
nanémetros y el eje de las ordenadas esta graficada la absorbancia en unidades
arbitrarias.

Tabla 11. Principales bandas obtenidas de los extractos antes y después de agregar

acetato de sodio

Sin acetato Con acetato
Muestra
Bandas (nm) Bandas (nm)
E 217 284 322 220 264 284 343
M 213 261 281 340 218 256 284 339
M-E 215 261 281 341 218 259 286
E-M-A 214 264 281 340 219 259 287 346

En analisis de los espectros Uv-Vis de los extractos M, ME y A-M-E dio como
resultado que no hay cambios apreciables en los espectros al agregar el acetato
de sodio, sin embargo, en los espectros de la muestra E, se aprecian algunos
cambios en las longitudes de onda de los principales picos. De acuerdo a la



literatura consultada, parece que estos cambios en las longitudes de onda de los
principales picos, corresponden a compuestos con grupos OH libres de
1soflavonoides, ya que los corrimientos fueron hacia longitudes de onda mayores.
Esto parece coincidir con los resultados preliminares, ya que el etanol es un
disolvente polar y hubo un corrimiento batocrémico. Por lo tanto, al parecer, los
compuestos del extracto E son del tipo polar y aparentemente tienen grupos OH
libres, o por lo menos en la posicién 7- del isoflavonoide. En este experimento, no
se obtuvo un espectro diferente al obtenido en la Figura 21, después de agregar
el hidréxido de sodio ni se observ) una banda entre 400 y 450 nm.

Como se mencion6 en la metodologia, de los 4 extractos se obtuvo un espectro de
fotoluminiscencia usando espectroscopia Raman, siendo el extracto E el extracto
que presentd mayores cuentas de fluorescencia y con respecto a los otros
extractos fue el que se analizé a detalle, con la intensién de cuantificar el
decaimiento de la fotoluminiscencia y para obtener otros parametros
importantes como es el desplazamiento de Stokes.

La prueba se realizé disolviendo los diferentes compuestos extraidos a pH 4
(4cido), pH 7.4 (fisiolégico) y pH 8 (basico) con el fin de identificar longitudes de
onda donde se emite con mayor intensidad (picos caracteristicos), la maxima
intensidad de los compuestos en cada pH, cuantificar la pérdida de
fotoluminiscencia y el desplazamiento de Stokes. E1 mayor interés se presento a
pH 7.4 (fisiolégico), ya que como este es el pH al que normalmente se encuentra
las células, fue importante cuantificar cual podria ser el comportamiento de estos
compuestos dentro de un “ambiente” normal para una célula. El tiempo total del
experimento para cada extracto a diferente pH fue de 1000 segundos (17 min
aproximadamente).

Los espectros de fotoluminiscencia a diferentes pH del extracto E se muestran
en la Figura 22. Los espectros muestran una banda bien definida a 563 nm con
una intensidad maxima de 12 000 unidades arbitrarias a pH de 4, 542 nm con
una intensidad maxima de 40 000 unidades arbitrarias a pH 7.4 y 545 nm con
una intensidad maxima de 60 000 unidades arbitrarias a pH 8. Tomando como
referencia las 60 000 unidades arbitrarias que se tuvieron a pH 8 como el
maximo, se puede decir que las 40 000 unidades arbitrarias a pH 7.4 representan
el 67 % del valor maximo y que las 12 000 cuentas registradas a pH 4 son el 20



% de las cuentas registradas a pH 8. De igual manera se observd que a pH 7.4
decayeron las cuentas un 33%, mientras que a pH 4 decayeron un 80 % con
respecto a pH 8. Esto resulté congruente con lo revisado anteriormente en la
literatura y el experimento previo que se realizé (tabla 5), y se puede concluir
que la intensidad de la fluorescencia depende fuertemente del pH.
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Figura 22. Espectros Raman del extracto E a diferentes pH. En el panel A) se muestra
el espectro del extracto a pH 4, en el panel B) se muestra el espectro del extracto a pH
7.4 y en el panel C) se muestra el espectro del extracto a pH 8. En el panel D) se muestra
un espectro comparativo de las maximas intensidades del extracto a diferentes pH. En
el eje de las abscisas se grafica la longitud de onda y en el eje de las ordenadas la
intensidad de fotoluminiscencia en unidades arbitrarias.



La dependencia de la fluorescencia con el pH, puede deberse al equilibrio
proteolitico que existe en la Matlalina, que puede ser la especie dominante en el
extracto, donde el di-anién formado por los grupos OH y el CO2H se encuentran
ionizados (A. Ulises Acuiia et al., 2009).

Teniendo los espectros de emisién (Figura 22) y los espectros de absorcién (Figura
20) es posible determinar un pardmetro que puede llegar a dar informacién con
respecto a cambios de energia que pueden existir entre dos mismos niveles de
energia.

En la Figura 23, se muestran los espectros de emision y absorcion del extracto E
a diferentes pH y se muestra el desplazamiento de Stokes que es la diferencia de
longitudes de onda de los picos maximos. El maximo desplazamiento de Stokes
lo tiene el extracto a pH 4 (con 185 nm), mientras que a pH de 7.4 y 8 se mantiene
el mismo desplazamiento y esto concuerda con lo reportado por Han y Burgess
(2010) al analizar compuestos fluorescentes a diferentes pH.

El corrimiento de los espectros de emisién, con respecto a los de absorcién, a
energias menores (mayor longitud de onda), es debido a que los electrones que
estan en un estado excitado pasan a un estado menos excitado sin regresar toda
la energia que absorbieron, por lo que no toda la energia es emitida, dando lugar
a procesos de transiciones electronica y no transiciones entre estados
vibracionales o rotacionales de la molécula (Uoyama, Goushi, Shizu, Nomura, &
Adachi, 2012). Cuando el desplazamiento de Stokes es pequefio, se producen las
absorciones y emisiones a energias muy parecidas, mientras que en el caso de
interacciones fuertes el desplazamiento de Stokes puede ser muy grande
(ejemplo: con absorciones en el visible y emisiones en el infrarrojo) (L. Wang,
Zhao, & Tan, 2008).

El desplazamiento de Stokes ha servido como un parametro para determinar si
alguno cromoéforos tienen potencial para su uso en bioimagenes y es ampliamente
reportado para diferentes compuestos, como las auronas (Shanker, Dilek,
Mukherjee, McGee, & Bane, 2011), o la rodamina, que es uno de los croméforos
mas usados (Anedda, Carbonaro, Clemente, & Corpino, 2005).
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Figura 23. Desplazamiento de Stokes. Espectros de absorcién y de emision del extracto
E a pH 4 (panel A)), pH 7.4 (panel B)) y pH 8 (panel ©)).



En la Figura 24, se muestra el espectro donde se puede apreciar como decae la
fotoluminiscencia con el tiempo y como depende este fenomeno del pH. Ademas,
se muestran con lineas sélidas los mejores ajustes para modelar los puntos
obtenidos de los espectros de la Figura 25.

De estos ajustes se obtuvieron ecuaciones particulares para cada extracto en
cada uno de los pH, estas ecuaciones junto con sus parametros se encuentran
resumidos en la Tabla 12. El modelo de ecuacién que mejor se ajusté a los datos
a un pH de 4 fue un ajuste lineal, mientras que a un pH de 7.4 y 8 el mejor ajuste
se obtuvo con una ecuacién exponencial.
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Figura 24. Espectro fotoluminiscente del extracto E a diferentes pH. En el espectro se
puede apreciar la dependencia de la fotoluminiscencia con el pH y el decaimiento de
fotoluminiscencia con el tiempo. En el eje de las abscisas se grafica el tiempo en
segundos y en el eje de las ordenadas se grafica la intensidad de la fotoluminiscencia en
unidades arbitrarias.

Tabla 12. Ecuaciones caracteristicas del extracto E con sus correspondientes
parametros y % de pérdida de fotoluminiscencia.

Muestra Ecuacién Pardmetros R? Pérdida de fotoluminiscencia
m(s™1) = —2.223

- J— 0,
E-pH 4 PL; = mt + (PL), (PL), es el valor para t = 0 0.90 60%
_ k(s~1) = 0.001641
- - (=kt) 0
EpH 7.4 | PL; = (PL)e (PL), es el valor para t = 0 0.98 69%
-1\ —
E-pH 8 PL; = (PL)oe(*t k(™) = 0.002572 0.95 46%

(PL)q es el valor parat =0

Utilizando los valores de maximo y minimo fue posible calcular la pérdida de
fotoluminiscencia del extracto, encontrandose que en el mismo tiempo a un pH
de 8 se pierde, aproximadamente, la mitad de las cuentas de fotoluminiscencia,



por lo que se deduce que en un pH basico los compuestos del extracto E son
estables. A pH 7.4 los compuestos presentan una pérdida significante, ya que
mas de la mitad de las cuentas se pierde, pero considerando el tiempo de
exposicion y la energia con la que son excitados estos compuestos, nos da pauta
para suponer qué en un ambiente menos agresivo, como el ambiente de la célula
estos compuestos pueden dar la respuesta que se espera.

5.6.1 Modelado matematico de moléculas fluorescentes

La teoria del funcional de densidad (DFT) es una de las mejores teorias para
explicar la estabilidad quimica y la reactividad de las moléculas.

En primer lugar, se obtuvieron las estructuras geométricas optimizadas de las
moléculas de aurona, flavona, isoflavona y matlalina (Figura 25). Después de
eso, se obtuvo la energia de unién, el orbital molecular més alto ocupado (HOMO)
y el orbital molecular més bajo desocupado (LUMO). La brecha HOMO-LUMO
es un indice importante para la reactividad quimica de las moléculas. La energia
de unién de las moléculas se correlaciona con la energia de la brecha HOMO-
LUMO. La isoflavona es la molécula con la brecha HOMO-LUMO mas alta y la
auronas la molécula mas estable, debido a que la energia de unién es menor que
las otras moléculas. Sin embargo, otras moléculas pueden estar presentes, por
ejemplo, la matlalina que su energia de uniéon y HOMO-LUMO gap son casi
similares a la molécula aurona.

La energia de la brecha HOMO-LUMO podria indicar las longitudes de onda que
el compuesto puede absorber y estos valores calculados de gap HOMO-LUMO
indicaron que las emisiones fluorescentes estan en el azul y el verde visible. Los
huecos HOMO-LUMO calculados estdan muy préoximos a los observados
experimentalmente en las Figuras 18 y 21. La Figura 26, muestra las
distribuciones de orbitales moleculares HOMO y LUMO para las moléculas
aurona, flavona, isoflavona y matlalina.



Figura 25. Modelos de estructura para las moléculas de: a) aurona, b) flavona, c)
isoflavona and d) matlalina.

.\5@{*}* %’9

LUmMo

Lumo

@%@‘{’W%ﬁvw

HOMO

[

HOMO

HOMO

Aurone Isoflavone Flavone Metlaline

Figura 26. Diagrama de los niveles de energia HOMO-LUMO para las diferentes
moléculas.

E1 HOMO de la isoflavona se localiza principalmente sobre el anillo B, mientras
que el LUMO se localiza sobre los anillos A y C. La transicion HOMO-LUMO se
localiza sobre el grupo C = O. La distribucién electrénica de carga de las
posiciones HOMO, C (3) C (2) y C (5 ") C (4" tiene caracter de unién, mientras
que C (2 C (1), O (4) y O (1) tienen caracter anti-unién. Con respecto a la
distribucién electrénica de la carga de LUMO, las posiciones C (8) C (9), 0 (2) y
C (2) tienen caracter de enlace, mientras que C (6) C (7), O (1) y C (10) C (4)
tienen caracter anti-unién. En el caso de la flavona, el HOMO se localiza sobre



el anillo C principalmente sobre el grupo C = O. El grupo carbonilo tiene un
caracter de union con una densidad de electrones mayor.

Un punto interesante es que el LUMO se localiza casi uniforme sobre la
molécula, la distribucién electrénica de carga de LUMO se encuentra en C (5) C
(10), 0 (2) y C (2) C (1) de las posiciones de unién, mientras que C (4) C (3), O
(1) y C (6) C (7) tienen caracter anti-unién. Es interesante observar que LUMO
de ambas moléculas, isoflavona y flavona, muestra mayor densidad de electrones
en O (2), que favorecen la transferencia de electrones en el estado excitado. Para
la molécula aurona, el HOMO y el LUMO se localizan homogéneos. Finalmente,
en la molécula de matlalina, el HOMO y el LUMO se localizan sobre el anillo B,
principalmente sobre el grupo C = O.

Los niveles de HOMO y LUMO de la molécula matlalina son reducidos en
comparacion con las otras moléculas, y también, la brecha HOMO-LUMO es
ligeramente menor, consistente con la tendencia observada en las propiedades
de fluorescencia. Por lo tanto, la fluorescencia de la molécula matlalina debe
originarse con una pequena excitacion o perturbacion, con lo que se podria
justificar que existe un desplazamiento de Stokes, relativamente pequeno (< 150
nm).

Electrostatic Potential
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Vacuum Methanol
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Figura 27. Potencial electrostatico para las moléculas de: aurona, flavona, isoflavona y
matlalina.

Se realizaron simulaciones de las moléculas con diferentes disolventes como
metanol, etanol y mezcla de metanol / etanol utilizando el programa COSMO



(COnductor-like Screening MOdel) implementado en DMol3. En todas las
moléculas, la presencia del disolvente no afecté6 su geometria; Sin embargo, se
observaron ligeros cambios en el HOMO, LUMO y propiedades electrostaticas.
En el caso de las moléculas de isoflavona y flavona, se invirtieron los mapas
electronicos del HOMO y del LUMO, es decir, los mapas de electrones positivos
en vacio ahora son mapas de electrones negativos. Por lo tanto, esto no causé un
cambio en la brecha HOMO-LUMO y por lo tanto la energia de emisiéon fue casi
similar. Asi mismo, con respecto al potencial electrostatico, las simulaciones de
las moléculas con los diferentes disolventes mostraron un aumento con respecto
a los valores negativos comparados con las moléculas en vacio.

La Figura 27, s6lo muestra el potencial electrostatico calculado en vacio y metanol
como disolvente de las diferentes moléculas. De la figura, el color azul indica
valores positivos y el color amarillo indica valores negativos. El potencial
electrostatico negativo se localiza principalmente sobre el grupo C = O en todas
las moléculas. Por lo tanto, el uso de estos disolventes en las soluciones puede
mejorar la estabilidad y la emision de las moléculas.

Los resultados mostrados en esta seccién, son de gran relevancia, ya que no se
encuentra nada reportado en la literatura con respecto a estudios o analisis de
este tipo en compuestos naturales y esto alienta a que lo que se obtuvo puede ser
utilizado como estandar o como referencia de los compuestos presentes en EP,
asi como un aporte de datos caracteristicos de los compuestos presentes en el
arbusto. Ademas, para futuros trabajos donde se centre el interés en obtener
parametros caracteristicos de compuestos fluorescentes provenientes de plantas
u otra fuente, este trabajo puede considerarse como un ejemplo de como obtener
ciertos datos relevantes o caracteristicos de algiin compuesto particular o de
interés.

Para este trabajo, los espectros obtenidos de los extractos, como se menciond
anteriormente, no son “puros” y de ahi que el analisis a los espectros fue mas
elaborado, sin embargo, se lograron identificar posiciones caracteristicas de
frecuencias pertenecientes a compuestos del tipo flavonoide.
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Figura 28. Espectros FTIR de los extractos de: A) Etanol, B) Metanol, C) Metanol-Etanol
y D) Metanol-Etanol-Agua. En el eje de las abscisas se encuentra graficada la longitud
de onda en cm y en el eje de las ordenadas se encuentra graficada la Transmitancia en
unidades arbitrarias.

En la Figura 28, se muestran los 4 espectros de los 4 extractos. Para realizar este
analisis se partié del supuesto de que los compuestos presentes en los extractos
son como las moléculas de las figuras 10, 11 y 25 (C y D), por lo que se buscaron
bandas representativas de enlaces del tipo OH, C=0 y anillos aromaticos
principalmente.

Las vibraciones del grupo hidroxilo son probablemente las mas sensibles, por lo
que las especies ligadas a hidrégeno muestran una pronunciada variacion en la
longitud de onda de una banda espectral, como la intensidad y forma de la banda
y la posicién de la frecuencia de los maximos de la banda. En la regién de 3600 a
3100 cm'l, se ubican los grupos OH provenientes de alcoholes y acidos
carboxilicos, asi como aminas y alquinos terminales. Las bandas producidas por
acidos carboxilicos también son amplios, pero se desplazan hacia los 3000 cm!
(Dominguez, 1973; Skoog et al., 2008). Las bandas producidas por los alcoholes
son anchos y redondos, como los mostrados en la figura 26 y se ubican alrededor



de los 3300 cm'1. El grupo OH libre se absorbe fuertemente en la regiéon 3600-
3550 cm’l, mientras que la existencia de enlace de hidrégeno puede reducir el
numero de onda de estiramiento de O-H a la regién de 3550 - 3200 cm'! con un
aumento en la intensidad y amplitud (H. Singh et al., 2014). Las bandas
obtenidas entre 3400 a 1900 se asignan a la vibracion de estiramiento del grupo
OH. Este tipo de banda lo exhiben compuestos con la estructura caracteristica
de ABC de complejos fuertes unidos por hidrégeno como la 2 ', 6'-dimetoxiflavona
(Oyvind & Markhama, 2006). De acuerdo con la seccién 3.4.1, mediante UV-Vis,
se habia concluido que los extractos estaban en su mayoria con grupos OH libre
y con estos espectros parece confirmarse lo encontrado anteriormente.

Los espectros A), B) y C) de la figura 26, tienen una banda definida a 1600 cm1,
que de acuerdo a la literatura podria corresponder con un modo vibracional del
C=0 (Dominguez, 1973; Oyvind & Markhama, 2006; Skoog et al., 2008), que se
encuentra presente en la estructura de un flavonoide o incluso con el grupo
carboxilo de la matlalina. Posiblemente, en el espectro A) de la figura 26 no se
aprecia un pico mas agudo que es caracteristico de los acidos carboxilicos y esto
es debido posiblemente a que el extracto es una mezcla.

En las regiones de 3100 a 2800 cm™ y entre 1600 y 1800 cm'l, se ubican bandas
o0 picos que son caracteristicos de los grupos aromaticos (Dominguez, 1973; Skoog
et al., 2008). Estos son en su mayoria picos cortos, definidos y estrechos y de
acuerdo con la figura 26, se pueden apreciar estos picos, en las regiones
mencionadas. Por lo que se puede concluir que los compuestos analizados,
posiblemente tengan grupos aromaticos sustituidos, con lo que podria decirse
que estos espectros corresponden a compuestos del tipo isoflavonoides como se
habia propuesto.

Las placas de cromatografia, asi como algunas de las fracciones obtenidas se
muestran en la Figura 29.

Utilizando la cromatografia en capa fina (CCF), se fue determinando que
solvente debia usarse para eluir los compuestos hasta una retencién de 0.5.
Utilizando una lampara de luz ultravioleta, se lograron visualizar los
compuestos que presentan fluorescencia.



Figura 29. A) Placas de CCF a 254 nm. Se logré separar los compuestos no polares y
se muestran las bandas similares para las extracciones obtenidas. B) Placas de CCF
a 365 nm. Separacién de compuestos que presentan fluorescencia. C) Set de fracciones
que presentaron las mismas bandas. D) Fluorescencia de algunas de las fracciones

extraidas. En la imagen se aprecia de la fracciéon 19-23.

Usando CCF y CCC se lograron separar 70 fracciones, de las cuales algunas

presentaron los mismos corrimientos en CCF y ese conjunto de fracciones

formaron un set o grupo de fracciones (Figura 29, C). Cada set de fracciones,

correspondi6 a un compuesto individual, de los cuales se obtuvieron 9

compuestos individuales y solo algunos presentaron fluorescencia. Estos datos

se resumen en la Tabla 13.

Tabla 13. Compuestos individuales separados de EP mediante CCF y CCC

Grupo

G1
G2
G3
G4
G5
G6
G7
G8
G9

Set de Fracciones

F1-F8
F9-F16
F17-F20
F21-F24
F25-F35
F36-F48
F49-F53
F54-F60
F61-F70

Fluorescencia

NO
si
Si
si
Si
si

NO

NO

NO

De los 9 grupos de fracciones, el grupo G5, compuesto de 10 de las 70 fracciones

obtenidas, tuvo espectros Uv-Vis muy interesantes y se sugiri6 se analizara por

medio de resonancia magnética nuclear.



5.8.1 Caracterizacion por UV-Vis de los grupos de las fracciones obtenidas

La Figura 30, muestra los espectros de los 9 grupos asociados con las fracciones
separadas del extracto E.

La mayoria de los compuestos encontrados en el extracto E, son del tipo
1soflavonoides y chalconas, de acuerdo a lo reportado en la literatura. Ademas,
los espectros mostrados solo muestran las bandas caracteristicas de los
compuestos, sin presentarse otra banda o pico adicional que pudiera estar
presente. Esto ayudo a identificar los compuestos presentes de manera rapida y
sin ambigliiedades, pues solo se muestran las bandas pertenecientes a estos
compuestos.
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Figura 30. Espectros de los compuestos separados del extracto E.

A pesar de que la mayoria de los compuestos son del tipo de los isoflavonoides,
se observd que no todos presentaban el fendmeno de fluorescencia, siendo el
grupo G5 el que gener6 mas interés, pues a una longitud de onda de 365 nm se



presentaba la fluorescencia. Ademas, para mejorar la separacién, es
recomendable volver a separar en CCF y CCC, para encontrar moléculas mas
especificas.

Beltrami et al. (1982) y Acuiia et al. (2008), reportan bandas a 285-292 nm y 324-
329 nm para la coatlina B que es el precursor de la Matlalina. En el grupo 5y 6
que fueron los grupos que presentaron fluorescencia, sus bandas coinciden con
los reportado por ambos grupos de investigacién, por lo que no se descarta que
en estos grupos podria estar presente la coatlina B.

5.8.2 Caracterizacion por FTIR y espectroscopia Raman de los compuestos
separados

En el anexo 2, se muestran los espectros FTIR y los espectros Raman de las
fracciones analizadas. De acuerdo con los resultados obtenidos en este trabajo y
comparando con la literatura, se espera que los espectros, tengan bandas de
grupos OH, C=0, aromaticos entre otras vibraciones caracteristicas de enlaces
C-H y C-C. Los espectros obtenidos, son un complemento ya que algunas
vibraciones no se observan en el espectro IR, pero aparecen algunos picos
interesantes en el espectro Raman.

Reportes, donde se incluyen espectros IR de compuestos del tipo flavonoides,
coinciden que bandas caracteristicas de compuestos fendlicos, aparecen entre
900-1680 cm® (H. Singh et al., 2014; C. C. Wang, Prasain, & Barnes, 2002) y
esas bandas o picos se pueden apreciar en los espectros presentados el anexo 1.
Asi mismo en la regién de 3100-2800 se presenta bandas cortas y definidas que
también son caracteristicas de compuestos fendlicos y que se pueden apreciar en
los espectros aqui presentados (H. Singh et al., 2014; Skoog et al., 2008). La inica
muestra que presenta un espectro IR complicado fue la muestra G2, debido a que
fue una de las primeras muestras en salir de la columna y no esta del todo
purificada. La muestra G5 no pudo analizarse con espectroscopia Raman ya que
presenté fluorescencia por lo que solo se analizé su espectro IR.

La daidzeina es un compuesto del tipo isoflavonoide y se obtiene de la soya,
ademas es posiblemente uno de los compuestos mas estudiados. Shing, et al
(2014), reportaron espectros IR y Raman de este isoflavonoide, por lo que se tomé
como referencia para un andalisis mas detallado de los espectros obtenidos EP.
Las vibraciones del grupo hidroxilo, como se mencioné anteriormente, son
probablemente la mas sensibles. Los espectros IR correspondientes a las



muestras G1, G3, G4, G5, G8 y G9, presentan una banda ancha y bien definida
entre 3100 y 3550 cm™1, perteneciente al modo de estiramiento del OH. Este modo
se encuentra entre 3500 y 3600 cm'l, en compuestos con OH libres, por lo que se
puede suponer que los grupos OH se encuentran formando algiin tipo de enlace
con moléculas vecinas, pues la muestra se analiz6 en polvo. Ademas, esta
consideracion solo se aplica para los anillos A y B presentados en la figura 14. El
que las muestras G2, G6 y G7 no presenten esta banda, puede ser debido a que
este ocupadas las posiciones del OH o es necesario purificar mas las muestras
como se sugiri6 con G2. El espectro Raman de las muestras puede confirmar
algunas de los modos vibracionales, por ejemplo, la deformaciéon del grupo
hidroxilo de ambos anillos (A y B) corresponde a las bandas de 1188 cm! para IR
y 1183 cm'! para el espectro Raman. Ademas, el modo mixto de doblado OH, del
anillo A se asigna a la banda Raman observada a 1220 cm-1,

La confirmacién de compuestos fendlicos, se presenta en la banda de 1227 y 1096
cm’l, para el espectro IR; en el espectro Raman esto se observa a 1221 y 1096 cm”
L. Para el anillo A, ademas, se registraron cinco vibraciones de estiramiento CC
totales del anillo. En el espectro IR se observan a 1634, 1462 y 1389 cm,
mientras que en el espectro Raman se observan a 1638, 1453 y 1387 cm'l. En
este trabajo, las muestras G1, G3, G4, G5 y G8 presentan estos valores en sus
espectros.

Para el anillo C, ubicado entre el A y B de la figura 14, se reportan vibraciones
de estiramiento correspondientes con el modo vibracional de estiramiento de CH
y se observan a 3078 cm™! para el espectro IR y 3081 cm™! para el espectro Raman.
El modo de estiramiento C=0 del anillo se asigna a una banda de Raman débil,
ubicada a 1686 cm™. Ahora, la vibracion de estiramiento del anillo C-O-C
corresponde con los picos a 609 cm'! para el espectro IR y 610 cm™! para el
espectro Raman.

Las vibraciones correspondientes al anillo B, que es un benceno pueden
Iinterpretarse de manera mas sencilla si se separa en dos partes; los modos que
son predominantemente vibraciones de estiramiento C-H y los modos que
1implican vibraciones C-C. En el espectro IR, en la region de 2900 a 3100 cm ! se
pueden apreciar estas bandas que se interpretan para este modo y picos entre
3000 y 3100 cm'! para el espectro Raman deben observarse, como es el caso de
las muestras G1, G4, G5, G8 y G9.

Existen varios modos de estiramiento correspondientes a C-C, y aunque algunos
no son apreciables en el espectro IR, se pueden observar en el espectro Raman.
A 1353 cm'! se observa una banda que corresponde con este modo en el espectro



Raman. Las flexiones en el plano correspondientes con las vibraciones C-H se
aprecian en la regiéon de 1000-1300 cm™! y las que aparecen fuera del plano se
encuentran en la region de 700-1000 cm'!. Para el caso de los anillos de benceno
sustituidos, las flexiones se localizan en la regiéon de 1500 - 1100 cm. En
ocasiones estas vibraciones de flexion en el plano interactiian con las vibraciones
de flexién y se produce otra contribucién de estiramiento y estos modos de
estiramiento pueden causar una deformacién. En las muestras, esta contribucion
no se aprecia, por lo que las bandas correspondientes al anillo aromatico se
localizaron sin problema.

El desarrollo de nuevas técnicas de caracterizacion o el emplear técnicas que solo
eran exclusivas para algunos tipos de compuestos, ha permitido que se generen
nuevos conocimientos con respecto a la identificaciéon de muestras. Los espectros
IR y Raman presentados en este trabajo son una muestra de ello, ya que no se
encontraron reportes con esta informacion y ademas es material original, ya que
estas técnicas se han estado incluyendo para el analisis y deteccion de
compuestos organicos.

Las nanoparticulas obtenidas con el método propuesto, se pueden apreciar en las
micrografias de la Figura 31. Las micrografias de las nanoparticulas fueron
tomadas a bajos voltajes (3.0 kV y 1.0 kV).

Como se observa en la Figura 31, las nanoparticulas tienen morfologia esférica.
Los tiempos reportados para la sintesis de este tipo de nanoparticulas, son en
promedio de una hora y treinta minutos, mientras que con la metodologia
propuesta se pueden sintetizar en 40 min aproximadamente.
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Figura 31. Micrografias de electrones secundarios retrodispersados de las
nanoparticulas de silice sintetizadas con el método propuesto, tomadas con un
microscopio Hitachi SU8230. La muestra a) fue tomada a 3.0 kV, con una distancia
de trabajo (WD) de 5 mm, una magnificacién de 12k y con un detector en configuracién
elevada, mientras que la b) se tomé a 1.0 kV, WD= 3.1 mm, magnificacién de 350k,
con una combinacién de detectores bajo y elevado.

Para corroborar que se estaban obteniendo nanoparticulas de 6xido de silicio, en
la Figura 32 se presenta el espectro IR de estas nanoparticulas.
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Figura 32. Espectro IR de las nanoparticulas de 6xido de silicio (SiO2)
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En el espectro se aprecian una serie de bandas caracteristicas de absorcion
correspondiente al 6xido de silicio: se observa un estiramiento debido al O-H a
3462 cm’l, lo que indica que es un grupo OH libre. Una banda debido a la
vibracion de flexién de tijera se aprecia a 1635 cm'! y es proveniente del agua
molecular proveniente de la reaccion. También se aprecian vibraciones
asimétricas provenientes de la unién Si-O a 1100 cm™1, y se confirma a 960 cm™!.
En el espectro también se aprecia una banda a 795 cm’! provenientes de
vibraciones simétricas entre el Si-OH. Previos reportes, han descrito las bandas
de absorcion entre 800 y 1260 cm'! como una superposicion de varios picos de
S102 y uniones de Si - OH y picos debidos a grupos organicos residuales
(Beganskiené, Sirutkaitis, Kurtinaitien, Remigijus Jusk, & Kareiva, 2004;
Echeverrie et al., 2007; Goharshadi, 2013; Ibrahim, Zikry, & Sharaf, 2010).

5.9.1 Cuantificacion del tamano de las nanoparticulas de silice por
dispersion de luz dinamica (DLS).

El resultado obtenido con DLS fue que las nanoparticulas tienen un tamano
promedio de 150 nm y se muestra en la Figura 33. De acuerdo a varios reportes,
los sistemas de nanoparticulas que se han utilizado, con diferentes objetivos,
tienen tamafios de 50 hasta 500 nm (Jiang, Gnanasammandhan, & Zhang, 2010)
y el tamanio de las nanoparticulas que han entrado a la célula esta entre 90 —
170 nm (Cirstoiu-Hapca, Bossy-Nobs, Buchegger, Gurny, & Delie, 2007).
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Figura 33. Distribucion del tamano de las nanoparticulas.



El tamano de las nanoparticulas es determinante para obtener los resultados
deseados, ya que, si las nanoparticulas son del orden de 1 a 10 nm, se corre el
riesgo de no poder acoplar la suficiente cantidad de compuestos con interés
bioldégico y por lo tanto no podria funcionar como vehiculo para éstos. Si el
tamano de las nanoparticulas es mayor a 170 nm, la entrada a la célula se
complica y por el tamafio es posible que se dafie la membrana celular (Abhilash,
2010; N. C. Tansil & Gao, 2006).

De la sintesis propuesta se obtuvieron nanoparticulas con el tamano dentro de
un rango aceptable para usarse como vehiculo de transporte de compuestos de
interés, como son los compuestos de EP.

La Figura 34, muestra la propuesta de reaccion de las nanoparticulas con el 3
aminopropiltrietoxisilano (APTES).
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Figura 34. Modelo propuesto de la funcionalizacién de las nanoparticulas con APTES.

La reactividad de los grupos OH, que se encuentran en la superficie de las
nanoparticulas, en condiciones adecuadas puede llegar a reaccionar de manera
preferente con el enlace Si-O presente en el APTES, permitiendo que se lleve a
cabo una reacciéon de doble sustitucién o intercambio, dando como productos
etanol y las nanoparticulas funcionalizadas con el APTES.

Una vez que se obtuvieron las nanoparticulas del tamano y la forma deseada, se
procedié a modificar la superficie de éstas, con el fin de poder acoplar o
funcionalizar lo compuestos de EP en el grupo amino del APTES.
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a) b) c)
Figura 35. Figura 36. Micrografias de electrones secundarios retrodispersados de las
nanoparticulas con APTES, tomadas con un microscopio Hitachi SU8230. a) 3.0 kV,
WD= 3.3 mm y 300k aumentos; b) 3.0 kV, WD= 3.2 mm y 500k aumentos; c¢) 3.0 kV,
WD= 3.2 mm y 120k aumentos. Las tres imagenes se obtuvieron con una combinacién
de detectores bajo y elevado.

Como se puede apreciar en la micrografia de la Figura 85, al parecer se form6 una
capa que podria ser del APTES. Esta capa se observa que cubre a las
nanoparticulas casi en su totalidad, pero se pierde la monodispersidad, por lo
que se podria utilizar alguna otra técnica para separar a las nanoparticulas
funcionalizadas.

Para corroborar que la reacciéon propuesta se cumplid, se obtuvo un espectro IR
de las nanoparticulas con APTES, el cual se muestra en la Figura 37.
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Figura 37. Espectro IR de las nanoparticulas sin APTES y con APTES

Las nanoparticulas con APTES tienen bandas en el intervalo de 3700 a 3000 cm-
1y son debido a la frecuencia vibratoria de estiramiento de los grupos silanol.
Sin embargo, durante la funcionalizaciéon superficial, los grupos hidroxilo



superficiales reaccionan con los APTES para formar enlaces Si-O-Si. Esta
reducciéon en los grupos hidroxilo sugiere un mecanismo de anclaje que implica
una reaccion entre los grupos silanol y el APTES, por lo que se observa una
disminucién en la banda de 941 cm'1, que es caracteristica de los grupos silanol.
Esto puede ser debido a que se favorecié la conjugaciéon de nanoparticulas de
silice con APTES. Posiblemente por esta razén, una nueva banda asignada a
NH2 se observa, la cual corresponde a una flexién asimétrica y se registra entre
1590-1560 cm'!. La banda que caracteriza a la unién C-H (a 2930 cm-1) casi
desaparecid, lo que sugiere que habia un posible grado de desacetilacion de
enlaces C-H. Con este resultado, se puede decir que se confirma la
funcionalizacion de las NPs de silice de acuerdo a la reacciéon propuesta, y
también este resultados es congruente con los resultados previamente
reportados por otros autores (Durdureanu-Angheluta et al., 2012; Echeverrie et
al., 2007).

Lo anterior nos permitié determinar bandas que diera indicio de una amina
primaria, ya que, de acuerdo con el modelo propuesto de la nanoparticula con
AMPS, en ese sitio se realizaria la unién de los compuestos.

5.11.1 Analisis por FTIR

En la Figura 38se muestra el espectro IR de las nanoparticulas con el extracto
E.

En la regién donde anteriormente se mostraban los grupos OH que se encuentra
entre los 3000 -3500 cm™!, se aprecia una banda ancha y menos definida que la
observada en la figura 30 y 34. Esto, como se mencion6 anteriormente, puede
deberse al acoplamiento de APTES y ahora de las nanoparticulas. También,
como se reporta en la literatura, el desplazamiento a la regiéon de 3000 cm1,
indica que los grupos OH que presentaron las nanoparticulas son posiciones
ocupadas. De acuerdo a la figura 33, se espera que los compuestos se unan en el
grupo amino que esta libre y se forme posiblemente una unién débil, como es un
enlace de hidrogeno, entre el grupo amino y los compuestos de EP. En un
espectro infrarrojo se puede ubicar ciertas bandas entre 3500 y 3100 cm™! que se
interpretan como modos de tension entre le N e H. Otra banda entre 1350 y 1000
cm’! que se interpretan como modos de tension entre el C y el N y finalmente una



banda entre 800 y 1000 cm'! que corresponden a uniones N-H (Dominguez, 1973;
Skoog et al., 2008).
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Figura 38. Espectro IR de las nanoparticulas acopladas a compuestos de EP.

En el espectro de la Figura 38, se pueden apreciar algunas bandas y picos qué
corresponde a una amina secundaria o a que uno de los hidrégenos de la amina
primaria este interactuando de alguna forma con los compuestos del extracto E,
que como se explicé en la seccion 3.9 era en la amina primaria obtenida donde se
realizaria la unién de los compuestos de EP, por lo que, la propuesta que se
presenté en este trabajo fue adecuada.

5.11.2 Analisis por espectroscopia Raman

Asi como se midi6 la intensidad de fotoluminiscencia en los compuestos de forma
individual, fue importante determinar la fotoluminiscencia de las
nanoparticulas con los compuestos de EP.

En la Figura 39, se aprecian los espectros del nanosistema y de la rodamina. Se
realiz6 esta comparaciéon para determinar si los compuestos de EP tenian
propiedades similares a las de uno de los cromoéforos mas utilizados en el area
médica y optica. Como se puede apreciar, el nanosistema, parece ser mas estable
y mantiene por mas tiempo la fluorescencia, incluso que la rodamina en el mismo
tiempo. Con respecto a los compuestos analizados anteriormente, posiblemente,
se esta logrando incorporar mas de un solo compuesto a las nanoparticulas,



ademas de cierta forma la incorporacién de los compuestos a las nanoparticulas
parece que estabiliza a éstos y por ello mantienen por mas tiempo la
fluorescencia.
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Figura 39. Espectro Raman del nanosistema y la rodamina.

Al respecto, estos resultados son de gran relevancia ya que son novedosos y para
usos futuros pueden ser de gran utilidad, si se quieren modificar compuestos y
estabilizarlos de una manera rapida y sencilla. Ademas, el encontrar compuestos
de origen natural que pueden llegar a ser utilizados de manera separada o en
conjunto con moléculas como la rodamina, pueden llegar a convertirse en
herramientas poderosas y causar minimos efectos secundarios en la salud de las
personas.

5.11.3Difraccion de rayos X

De acuerdo con la literatura, la nanoparticulas sintetizadas por el método de
Stober no presentan patrones de difraccion del Si cristalino, pues no se realizo
un tratamiento térmico capaz de cambiar el acomodo de los atomos y asi obtener
un material cristalino, pero para confirmar que las nanoparticulas sintetizadas
por el método de Stéber tuvieran una estructura amorfas, las nanoparticulas (N),
las nanoparticulas con APTES (NA) y el prototipo del nanosistema (NS) se
sometieron a difraccién de rayos X y se obtuvo el difractograma que se aparece
en la Figura 40. Ademas, se usaron nanoparticulas comerciales de 6xido de silice,
conocidas como Aerosil® de la marca Evonik Industries (ASi) para compararlas
con las sintetizadas.
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Figura 40. Difractograma de nanoparticulas de silice sintetizadas por el método de
Stober. N = Nanoparticulas; NA = Nanoparticulas con APTES; NS = Nanoparticulas +
APTES + extracto E.

En el difractograma, se observa que tanto las nanoparticulas sintetizadas, como
las nanoparticulas con agente acoplante tienen una estructura amorfa, pues no
se encontraron picos caracteristicos de materiales cristalinos, como son picos
delgados y bien definidos. Por otro lado, el difractograma del nanosistema
presentd un par de picos a 31° y 45°, pero no se encontraron reportes donde se
asignen esos picos a una estructura cristalina para el silicio. Acufia, et al. (2008)
reportaron que la matlalina, responsable de la fluorescencia, tiene una
estructura cristalina, correspondiente con una estructura del tipo monoclinica.
Por lo tanto, los picos que aparecieron, posiblemente, corresponda a la estructura
que se propone por estos autores.

5.11.4 Potencial zeta

Los resultados obtenidos, mostraron que las nanoparticulas de silice, N, tenian
una carga eléctrica de - 20,1 mV, lo que podria atribuirse a la electronegatividad
de los grupos silanol (Si - OH) en la superficie de las nanoparticulas. Después,
las nanoparticulas con APTES, NA, mostraron un potencial zeta con cambio, +
129 m Vy + 85 m V, lo que indica que, posiblemente, los grupos NH2 + se



localizaban sobre la superficie de las nanoparticulas. Posteriormente, el
potencial zeta del nanosistema se redujo, en comparaciéon con el de NA, a un
potencial ¢{, de +12,9 mV a +8,5 mV, lo que se relacioné con la presencia de
compuestos acoplados al APTES en la superficie de las nanoparticulas. Estos
resultados, alientan a suponer que la modificacion de la superficie de las
nanoparticulas de silice se logré de una manera muy sencilla. Sin embargo, estos
valores, se encontré que estaban cerca del punto isoeléctrico, lo que podria
conducir a la agregacion de éstas.

Zhang, et al., (2008) encontraron que el potencial zeta de células normales y de
cancer tenian valores negativos (entre -20 y -30 mV), por lo que un valor positivo
en esta prueba para el nanosistema alienta a suponer que esta diferencia de
cargas, posiblemente permita que exista una interaccion electrostatica que dé
como resultado la internalizacién del nanosistema a la célula (Zhang et al.,
2008).

En la Figura 41, se muestran las micrografias adquiridas con un microscopio
confocal Zeiss LSM 510 Meta, Munich, Germany, con el objetivo EC Plan-
Neofluar 20X/0.50 M27. Esto se puede interpretar como el resultado de la
internalizacién del nanosistema a la linea celular MCF-7.

La internalizacion de las nanoparticulas a la célula, se puede apreciar en la
figura 38A, ya que, al usar el campo fluorescente, se observa una coloracién verde
en las estructuras con la forma y los limites de cada célula encontrada en la
micrografia de campo brillante y que son caracteristicas de esta linea celular.

Previo a esto, se habian tratado las células solo con los compuestos de EP, sin
embargo, al usar el campo fluorescente no se observaron estructuras
correspondientes a la linea celular. Por lo tanto, las células MFC-7 tratadas con
el prototipo del nanosistema, mostraron internalizacién por las células
tumorales, lo que indica que este primer prototipo fue adecuado para entrar en
la célula sin ningun otro medio de permeabilizacion de la membrana celular.

Este fue un hallazgo interesante para la investigacion biomédica, pues se
presenta un nanosistema innovador que podria usarse en el area de bioimagenes,
como biomarcador y queda por investigarse su posible acciéon terapéutica en
lineas celulares de cancer.



a) ' e b
Figura 41. a) La fluorescencia del palo azul en células MCF-7, fue captada por
microscopia confocal a 488 nm. b) La micrografia en campo claro fue adquirida por el
mismo microscopio y con el mismo objetivo, pero sin el filtro de fluorescencia.



Conclusiones

En esta tesis se presenté un nanosistema novedoso formado por nanoparticulas de silice de
morfologia esférica y compuestos extraidos con etanol. Tanto la sintesis, como la extracciéon
resultaron ser técnicas novedosas. En éstas resaltan varios puntos: En la sintesis se lograron
obtener nanoparticulas de silice con morfologia esférica y con una superficie que puede ser
modificada de manera sencilla. Ademas, el tiempo de sintesis y el consumo de reactivos fue
menor que los reportaos hasta ahora. Por otro lado, 1a extraccién de los compuestos de palo
azul, utilizando microondas, resulté favorable, pues con un gramo de madera del duramen

y en tan solo 20 minutos se lograron extraer los compuestos de interés.

El estudio de fluorescencia usando espectroscopia Raman, revel6 resultados no reportados
hasta ahora, encontrandose que estos compuestos pueden llegar a competir con sustancias

comerciales y toxicos como la rodamina.

Finalmente, la internalizacién del prototipo del nanosistema a células cancerigenas MCF-7,

motiva evaluar su potencial como marcador y, en futuro, como agente con actividad biolédgica.
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ANEXOS

Anexo 1. Fotografias de algunas especies del género Eysenhardtia

Descripcién
# catdlogo: DES00077442 Coordenadas Verbatim: 17° 07' N 92° 53' W
ID de guia (GUID): bea7865b-c625-4ae0-8f0a-7b4db005ebd4 Elevacién: 1555 metros
Taxonomia: Kysenhardtia adenostylis Baill. Elevacién Verbatim: 5100 pies
Familia: Fabaceae Hébitat: Arbustos riberefios en pino-roble-bosque de
chicle dulce. ’
Recolector: R. F. Thorne 46279 Descripcién: Arbol pequeno con flores blanco verdoso,
muy fragante.
Dia: 09 Octubre 1971 Fenologia: Flores.
Recolectores adicionales: E.W. Lathrop, M.Z. Thorne Notas: Jardin Botdnico Ex. Rancho Santa Ana.
Localidad: México, Chiapas, Pueblo Nuevo Solistahuacén, Derechos de uso: CC BY-NC (Attribution-Non-
Jitotol, Jitotol. Altiplano septentrional: 6 millas al norte de Commercial)

Jitotol. 17.154482 -92.861108 +-10121m. WGS84
Registro: bea7865b-c625-4ae0-8f0a-7b4db005ebd4

HT RBOTA) | GARDEN

N

DES00077442

Herbarium of Rancho Santa Ana Botanic Garden
Plants of Mpio. litotol, Chiapas, México
Fabaceae

Eysenhardtia adenostvlis Baill.

Itotol Ridge, northern highlands: & miles north of Jitotol 17° 07'N, 92* S3'w
AlL. ISS5Sm/S 1000

Riparian woods in a pine-pak-sweet gum forest

Small tree with flowers greenish-white, very fragront

R F Thome 46279 9O0ct 197]

w/ EW. Lathrop, M Z_ Thome

Entered into RSA Database (S6255RSA)
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Studies in Eysenhardtia
HOLOTYPE
Eysenhardtia adenostylis Baillon

i HERBARIUM OF IOWA STATE UNIVERSITY

Determined by James M. Lang 1971

HERB. MUS. PARIS/

B it Doosrs A

mw

Herbier Muséum Paris

IAENINE A

582107

Ao min

Descripcién
# Catélogo: 1239744 Dia: 11 November 1970
ID de guia (GUID): URN:catalog:NY:Herbarium:1239744 Localidad: Mexico, Veracruz, Dos Rios, El Carrizal
Taxonomia: Eysenhardtia officinalis M. Sousa Elevacién: 400 metros (1312ft)
Familia: Fabaceae Fuente: NY #1239744
Tipo de estatus: paratype Derechos de uso: CC BY-NC (Attribution-Non-Commercial)
Colector: F. Ventura A. 2823 Registro: 5a64192f-35e7-4794-ad02-0917634630a3

Eysenhardtia officinalis R. Cruz D. & M.
Sousa PARATIPO

Novon 15(3): 405-409, 2005.

i R Crr . M HERBARIO DE LA BSC

SLA NACIONAL DE CIENCIAS BIOLOGICAS

INSTITUTO POLITECNICO NACIONAL —MEXICO, D). F.

PLANTAS MEXICANAS

Eysenhard tia olystachya (Ort.) Sarg.

>, municipio de Dos Rios

Estado . VEBERA Fec 14 .X.1970
meatorre ladera de o ST s S ST
“Nz“”!' 5 Alt 220, S-iTo)
F. Ventura A. No. 2606

Ok v. Planta arbustiva de 4 m, de alto;
flores de color blanco; olor a rudaj
abundante Det. M.L,Arreguin
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Descripcién

# catalogo: UWFP009326 Family: Fabaceae

Occurrence ID (GUID): 3d1da749-23f0-469a-90ed-31601b670221 Usage Rights: CC0 1.0 (Public-domain)

Taxén: Eysenhardtia polystachya (Ortega) Sarg. Record Id: 3d1da749-23f0-469a-90ed-
31601b670221

S———
icnoanium or
B A ene
1 ¥ WEST FLORIDA

3085 4

6. B. Hinton

HERBARIUM OF THE UNIVERSITY OF WEST FLORIDA

Plants of TEXAS

Eysenhardtia polystachya (Ort.) Barg.

Crockett Oo. About 20 =i W of Sheffield at

rest stop along Interstate 10 (Us 250).

= Mountainous area. Soil hard, compacted,
A rocky, with sand. Gnarled shrub 3 ft tall.

Sysenhardtis polystachya (Ort.) Sarg. Flwvs white. With MHentzelis oligospersma,

Crockett Co. About 20 mi W of Sheffisld at Opuntia le tocaulis.

reat stop along Interstats 10 (Us 250).

Mourtainous sres. Boil hard, compacted,

rocky, with sand. Onarled shrub 3 £t tall.

Flus white. With Nentsells oligosperss, Date Jun 22, 1979 No. €513

Opintin loptocaulis. Coll. James R. Burkhalter

HERBARIUM OF THE UNIVERSITY OF WEST FLORIDA

dun 22, 1919 No. 6513
James R. Burkhalter
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Anexo2. Espectros infrarrojo y Raman de las grupos de fracciones
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Anexo 3. Productos de la investigacion
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