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Resumen

El cdncer hepatico es un problema de salud a nivel mundial, con un dificil diagndstico y, aun
mas complicado, un tratamiento efectivo. Esta es la principal motivacion para realizar el
presente proyecto, donde se estudia una planta como la Annona cherimola Mill, debido a su
potencial uso en tratamientos antitumorales, de acuerdo a lo ya reportado para otras plantas

de la misma familia.

Los extractos se realizaron con distintas técnicas de extraccién y diferentes solventes; las
técnicas empleadas fueron maceracién en frio, extraccién por Soxhlet y extraccién por
ultrasonido asistido (UAE). Los solventes empleados fueron etanol y agua. Se observaron
mejores rendimientos en el caso de los extractos por Soxhlet, pero con UAE el tiempo se reduce
en mas del 99%, por lo tanto, la UAE se considera como la mejor opcidn, ya que también
presentan una mejor actividad antibacterial; esto ultimo puede contribuir a la actividad
antitumoral, ya que existen algunas bacterias a las que se les ha atribuido potencial
cancerigeno. Es importante destacar que, dentro de los extractos, se pudo demostrar la
presencia de acetogeninas gracias a la técnica de HPLC. Sin embargo, para la determinacién

exacta de las acetogeninas encontradas es necesario emplear otras técnicas mas especializadas.

El uso de estos extractos permitid realizar una sintesis verde de nanoparticulas de oro, de tal
forma que estas particulas puedan emplearse a futuro dentro de tratamientos y aplicaciones
contra el cancer hepatico. Esta sintesis se llevd a cabo empleando la reduccién de una sal de
oro, de tal forma que se obtuvieron nanoparticulas de distintas morfologias y tamafios, de

acuerdo al extracto empleado en la sintesis.

Las nanoparticulas de oro se caracterizaron empleando técnicas espectroscépicas (UV-Vis, FTIR)
para conocer su composicion. Se obtuvo presencia del plasmdn caracteristico en la sefial UV-
Vis, mientras que en FTIR fue posible observar presencia de compuestos organicos. Para
conocer la morfologia, se utilizd la microscopia electrénica de barrido, notando geometrias de
decaedros y tetraedros, principalmente. Por su parte, la estructura cristalina se obtuvo usando
la Difraccién de Rayos X, teniendo una estructura cubica centrada en las caras, que es la

estructura mas frecuente en este tipo de particulas. Se logré una estabilidad adecuada en las
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particulas al estar en un pH neutro de 7, mientras que los tamafios varian de acuerdo al
extracto empleado; estos resultados se obtuvieron empleando el potencial Zeta y DLS
respectivamente. Finalmente, se realizaron pruebas preliminares de la actividad antitumoral de
las nanoparticulas de oro, usando como células no tumorales fibroblastos IMR-90, células
tumorales de cancer hepatico HepG2 y células epiteliales humanas de cancer de mama MCF-7.
Los resultados obtenidos abren la posibilidad de lograr una mayor efectividad en la muerte
celular de las células tumorales y una mayor selectividad hacia las mismas. No obstante, se
requieren mas estudios del comportamiento biolégico, previo a considerarlos como un

tratamiento viable.
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Introduccion

La ciencia e ingenieria de materiales ha enfocado sus esfuerzos, en los ultimos afios, en obtener
nuevos materiales que contribuyan a resolver problemas de indole tecnoldgico, ambiental y de
salud humana. Una de las principales herramientas, que en afios recientes se ha aprovechado,
es el impulso de la nanotecnologia. A partir del desarrollo de esta ciencia se han obtenido
nuevos materiales, con caracteristicas que les permiten ser participes en la solucion de
problematicas actuales. Los nanotubos de carbono o las nanoparticulas de metales preciosos
como el oro, platino o paladio, han generado gran revuelo en distintas areas, ya que sus
propiedades abren la posibilidad de emplearles en la mejora de sistemas de almacenamiento,
asi como en mejoras en catdlisis, sistemas de filtrado, o tratamientos y terapias médicas
novedosas, como la liberacién controlada de farmacos en zonas especificas del cuerpo humano
(Mazari etal.,, 2021). Cabe destacar que estos son solo algunos ejemplos de los nuevos
materiales y problematicas que se atienden actualmente; el desarrollo de equipos que
permiten el estudio de materia a escala nanométrica ha abierto un sinfin de nuevas
aplicaciones y posibilidades a materiales que parecian estar estudiados por completo. Es, por lo
tanto, el quehacer de aquellos que se dedican al estudio de los materiales, contribuir con la
materia prima adecuada para los desarrolladores de equipos y/o tratamientos mas avanzados

gue puedan presentar soluciones reales a dichas problematicas.

En el posgrado en Ciencia e Ingenieria de Materiales se busca alimentar la curiosidad vy
creatividad de los nuevos investigadores para el desarrollo de estas materias primas. Es por
esto que, en el presente proyecto, el interés se concentra en el estudio de extractos naturales y
su uso en la obtencién de nanoparticulas de oro con una determinada actividad bioldgica. Los
extractos naturales de distintas plantas, presentan propiedades que permiten la obtencién de
nanoparticulas metadlicas, estas se obtienen a través de una ruta que disminuye el impacto
ambiental y tiene una reduccidon de costos. El método de obtenciéon y la planta seleccionada,
puede potencializar propiedades ya estudiadas de estas nanoparticulas. De manera especifica,
se desea una mejora en las propiedades antitumorales. Es por esto que se plantea la hipdtesis

gue se muestra a continuacién.
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Hipotesis
Los extractos obtenidos por medio de distintas técnicas de extraccion de la Annona cherimola

Mill se pueden emplear como agentes antibacteriales y como precursores en la sintesis de

nanoparticulas metdlicas con actividad antitumoral.

Justificacion

Existen multiples enfermedades crénico degenerativas no transmisibles. Estas enfermedades,
como su nombre lo indica, no son contagiosas, pero son degenerativas y progresivas. Entre ellas
se encuentran padecimientos como la diabetes, enfermedades cardiacas y el cancer. Los
metabolitos secundarios reportados en la familia Annonaceae han mostrado comportamientos
promisorios para ser empleados como futuros tratamientos o auxiliares de los ya existentes.
Uno de los padecimientos que presenta un mayor interés es el cancer, en particular el cancer
hepatico, debido a la existencia de un grupo de metabolitos conocidos como acetogeninas, con

un alto potencial antitumoral y que son caracteristicos de esta familia de plantas.

El cdncer es el nombre que reciben multiples enfermedades que se relacionan por sus
caracteristicas, particularmente en la reproduccién descontrolada de algun tipo de célula, asi
como en la inexistencia de la etapa de muerte celular. El cancer se considera una enfermedad
genética que es provocada por multiples factores, tanto genéticos como ambientales (National
Cancer Institute, 2015). A su vez, el cancer hepatico se caracteriza por ser un cancer que incide
en el higado, teniendo diferentes clasificaciones y siendo uno de los que tienen mayor

mortalidad a nivel mundial (National Institutes of Health, 2018).

De acuerdo a la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) (Sheng et al., 2015), en el 2008 el
cancer hepatico se ubicaba como el tercero en mortalidad a nivel mundial. Actualmente se
considera como el segundo de mayor mortalidad, y el subtipo mas comun es aquel que se
conoce como Carcinoma Hepatocelular (HCC por sus siglas en inglés) (Ukawa et al., 2017)(Li &
Wang, 2016). Este tipo de cancer es uno de los mas complicados de diagnosticar, por lo que en
la mayoria de las ocasiones, cuando se logra el diagnodstico la enfermedad ya se encuentra en

etapas avanzadas, esto reduce las posibilidades de supervivencia del paciente, debido a que
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uno de los tratamientos mas efectivos que existen actualmente es la reseccién por cirugia, pero
no es posible realizarla en etapas avanzadas de la enfermedad (K. Chen et al., 2016). Otro
problema con el cadncer hepatico es que el nivel de supervivencia es muy bajo, siendo solo del 3
al 5% después de los primeros 5 afios a partir de que se realiza el diagndstico, y un porcentaje
de reincidencia, cuando se tiene éxito bajo alguin tratamiento, del 30% dentro de los primeros 6

meses, aumentando conforme avanza el tiempo (Cheng, Li, & Ding, 2016; Sheng et al., 2015).

Este bajo porcentaje de éxito de los tratamientos tradicionales se atribuye a la alta
heterogeneidad del cancer hepatico, al igual que la resistencia a los quimioterapéuticos,
sustancias que incluso, cuando se dan tratamientos en etapa avanzada, generan una alta cifra

de muertes en lugar de funcionar para reducir la mortalidad (Li & Wang, 2016).

Particularmente en México, se presenta un problema general en la atencién al cancer, sin
importar el tipo u origen del mismo, ya que de acuerdo con el informe realizado por The
Economist Intelligence Unit, México reprueba en la atencién a esta enfermedad ya que, de los
30 puntos posibles, dados a partir de diferentes indicadores, el pais solo obtiene 17. Uno de los
problemas que se contemplan en la mejora de estos indices, es la poca inversion en salud, ya
que en la regiéon de Latinoamérica se da una inversién del 4.6% del Producto Interno Bruto (PIB)
mientras que en México es solo del 3.3%; esto provoca que no se tengan suficientes equipos de
radioterapia o que no se cuente con suficientes medicamentos (Periddico Correo, 2018). Esto,
sumado a los altos costos de los tratamientos, dan como resultado una pobre atencién a esta

mortal enfermedad.

Durante afios, se han estudiado los extractos naturales en busqueda de compuestos que
presenten caracteristicas que les permitan actuar como tratamientos a distintos padecimientos;
entre estos compuestos se destacan los compuestos fendlicos, flavonoides, terpenoides y, en el
caso de las Annonaceaes, las acetogeninas. Estas ultimas, como se menciona anteriormente,
presentan un alto potencial antitumoral, sin embargo, han mostrado también cierto potencial
neurodegenerativo. Debido a esto, es preciso estudiar con cuidado si realmente las
acetogeninas pueden funcionar como un posible auxiliar para el tratamiento de cancer, lo que

podria ayudar a aumentar el indice de supervivencia, reducir el nUmero de quimioterapias o
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bien a disminuir el costo de los tratamientos, ya que la Annona cherimola es una planta comun
en México. Aunado a esto, el potencial antioxidante de los extractos que se han estudiado de la
familia Annonaceae ofrece la posibilidad de emplear dichos extractos en diversas aplicaciones,
como la sintesis verde de nanoparticulas metdlicas gracias a su capacidad reductora, o bien, en
aplicaciones alimentarias. Estas nanoparticulas, al ser obtenidas empleando los aceites
esenciales de la Annona cherimola, pueden presentar parte de las propiedades de los
metabolitos secundarios de esta especie, ya que los extractos no solo funcionan como agentes

reductores sino como estabilizadores de las nanoparticulas.

Los extractos naturales que presentan alta capacidad antioxidante se pueden evaluar para su
uso como precursores en la sintesis de nanoparticulas metdlicas; en este caso la Ciencia e
Ingenieria de Materiales puede influir de manera directa en la efectividad de la sintesis,
potencializar ciertas caracteristicas que se deseen, asi como aprovechar al maximo las

caracteristicas naturales de los compuestos presentes en los extractos naturales.

XV



Antecedentes

La medicina, desde sus origenes, ha estado vinculada al uso de compuestos que provienen de
distintos seres vivos: plantas, animales o microorganismos. Los metabolitos secundarios son
diferentes grupos de moléculas que estdn presentes en algunas plantas y no se consideran
primordiales para la nutricion de las mismas, pero debido a sus caracteristicas permiten
enfrentar distintos padecimientos en el ser humano, gracias a sus efectos antioxidantes,
antitumorales, antifungicos, antibacteriales, entre otros. Dentro de estos metabolitos se
encuentran las denominadas acetogeninas, que pertenecen exclusivamente a la familia
Annonaceae y que, desde su primer descubrimiento en el afno 1982, se han encontrado
alrededor de 430 compuestos naturales que pertenecen a este grupo, teniendo entonces una
gran variedad de acetogeninas disponibles, cada una con diferentes propiedades (Schlie-

Guzman, Gonzalez-Esquinca, & Luna-Cazares, 2009).

A partir de que fueron descubiertas, las acetogeninas se han estudiado para comprobar sus
efectos terapéuticos, obteniendo como resultados efectos antiparasitarios, insecticidas,
antimicrobianos, antifungicos y antitumorales. En particular, el efecto antitumoral mostrado
por las acetogeninas es alto y efectivo contra diferentes tipos de cancer, incluyendo lineas
celulares de cancer de mama, de pulmdn, higado, entre otros. De acuerdo con los estudios
realizados, se plantea que el mecanismo mediante el cual las acetogeninas inducen la muerte
celular es una inhibicién en el complejo | mitocondrial, el cual juega un papel importante en Ia
sintesis de ATP (trifosfato de adenosina), que es la energia quimica requerida por cualquier tipo
de célula para sobrevivir; por su parte las células cancerigenas requieren de un alto nivel de
energia por lo que, al bloquearse dicho mecanismo, se produce la muerte de las mismas. A este
hecho se atribuye, por algunos investigadores, la selectividad que han mostrado las

acetogeninas (Schlie-Guzman et al., 2009).

Debido a la alta variedad de acetogeninas existentes, se han realizado estudios para determinar
cudles son las que presentan una mayor potencia antitumoral. Debido a esto, en el afio 2001,
Tormo y sus colaboradores desarrollaron un estudio para determinar si las acetogeninas

sintéticas funcionalizadas con una lactona eran las mds potentes en la inhibicién del complejo |

XVI



mitocondrial. Ellos desarrollaron acetogeninas semisintéticas y las compararon con las
acetogeninas naturales; con esto encontraron que la mayor potencia de inhibicion se da cuando
se encuentra un grupo hidroxilo ubicado en la lactona terminal saturada, especialmente si se
encontraba a la distancia adecuada de los anillos tetrahidrofuranicos (THF), mostrando que los
compuestos derivados tenian una mayor potencia que los compuestos naturales (Tormo et al.,

2001).

Para el 2006 el grupo de Quispe se concentré en la acetogenina muricin H, presente en la
Annona muricata o guandbana, para determinar su actividad citotdxica selectiva en la linea
celular H460, que corresponde a cancer pulmonar. Notaron que tanto en dosis pequeias de
0.06 pg/mL como en dosis mas altas de hasta 62.5 pug/mL el porcentaje de células tumorales
que crecian en presencia de la muricin H, era menor en comparacién a las que crecian en
presencia del 5 fluorouracilo (5-FU); de igual forma la citotoxicidad presentada por la muricin H
es menor a bajas concentraciones, pero se dispara cuando se llega a la concentracién mas alta
hasta igualar o incluso superar la citotoxicidad presentada por el 5-FU. De tal forma que las
acetogeninas presentes en la Annona muricata, representadas en este caso por la muricin H,
presentan excelente actividad antitumoral, no solo en un tipo de células, ya que se ha probado
con éxito en células hepaticas, pancreaticas, prostaticas, mamarias y pulmonares (Quispe,

Zavala, Rojas, Posso, & Vaisberg, 2006).

En el afio 2014 Gavamukulya y sus colaboradores reportaron un estudio sobre la actividad
antioxidante de los extractos de agua y etanol de hojas de Annona muricata, asi como su
potencial antitumoral, para esto utilizaron el método de homogeneizacién de tejido, dejando
hojas secas dentro de agua y etanol por separado, esto les permiti®6 comprobar los
rendimientos de extraccidon de los solventes. Reportaron los distintos metabolitos secundarios
presentes en las hojas de Annona muricata como son alcaloides, terpenoides, flavonoides,
fenoles, entre otros. Algo de llamar la atencidn es que no hacen referencia a las acetogeninas
presentes en las hojas y que han sido ampliamente estudiadas. Sus resultados arrojaron que
ambos extractos presentaban un potencial alto antioxidante, pero solo el extracto con etanol
era capaz de generar una accién antitumoral in vitro (Gavamukulya, Abou-Elella, Wamunyokoli,
& AEI-Shemy, 2014).
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En el afio 2015 Qayed y sus colaboradores realizaron una revision sobre las distintas
aplicaciones que tienen los productos naturales al ser utilizados como precursores de nuevas
drogas, dando a notar que su mayor avance ha sido en el campo de la oncologia, siendo las
acetogeninas una promesa para la creacién de nuevos métodos terapéuticos. Dentro de su
investigacion se hace un recuento sobre la selectividad en la citotoxicidad de algunas
acetogeninas con ciertos tipos de células tumorales, por ejemplo, la bullatacin presenta un
mayor efecto con la célula A2780 de tumor ovdrico. Sin embargo, a pesar de los avances en la
investigacion del uso de acetogeninas como agentes antitumorales se presenta un riesgo
toxico, debido a que tienden a presentar efectos negativos sobre las neuronas, variando la
concentracion necesaria para inducir este efecto de acuerdo con la acetogenina que se utiliza.

(Qayed, Aboraia, Abdel-Rahman, & Youssef, 2015)

Es durante el 2016 que Liu y su equipo muestran, mediante un analisis protedmico funcional,
que los extractos con etanol de la Annona muricata provocan apoptosis celular, proceso
importante para considerar que una molécula tiene un buen funcionamiento antitumoral. Para
demostrar dicho proceso utilizaron la linea celular HepG2, células hepdticas cancerigenas bien
diferenciadas. Se uso el ensayo MTT (reduccién metabdlica del Bromuro de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol) para comprobar la viabilidad celular y citometria de flujo
y el ensayo TUNEL (Etiquetado de extremos con muescas de dUTP-biotina mediado por TDT,
TUNEL por las siglas en inglés) para confirmar que el proceso de muerte celular fuera apoptosis.
Dentro de sus resultados verificaron que las células sufrian apoptosis a través de la ruta de
estrés ER (reticulo endoplasmatico), por lo tanto, se confirma que existe la posibilidad de
emplear el extracto de Annona muricata con etanol como auxiliar terapéutico en cancer

hepatico, posterior a un mayor nimero de pruebas. (Liu et al., 2016)

Gavamukulya y su equipo realizaron también una revisién sobre la Annona muricata y sus
posibles aplicaciones médicas en el afio 2017; en dicho trabajo se revisan las caracteristicas,
componentes y actividades que presenta dicha planta. Se hace una recopilacion de los distintos
estudios toxicoldgicos realizados para la guandbana. Concluyen que los estudios realizados
hasta el momento apoyan la idea de que la Annona muricata es una opcidn viable para distintos

tratamientos, tal y como se emplea en la medicina tradicional. Sin embargo, aun no se ha
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descubierto todo sobre esta especie; a pesar de tener identificados hasta el momento
alrededor de 200 fitoquimicos, se piensa que aun no son todos los que esta planta contiene. Las
acetogeninas, en particular, han mostrado neurotoxicidad lo cual es un inconveniente y debe
ser revisado a profundidad antes de la aplicacion final de estos compuestos. (Gavamukulya,

Wamunyokoli, & EI-Shemy, 2017)

También durante el 2017, Sun y su equipo encontraron cinco nuevas acetogeninas contenidas
en la Annona muricata. Tres de estas totalmente nuevas, una que ya habia sido identificada,
pero de la cual no existian datos espectrales registrados y una conocida mono-THF (Annonacin).
Una vez que evaluaron su capacidad antitumoral se pudo observar que existe una relacion
entre la estructura y su actividad, que no solo se modifica con la cantidad de grupos hidroxilo,
sino que también depende de la posicidn que estos grupos ocupan. La annonacin es la

acetogenina presente en la guanabana con mayor actividad antitumoral (Sun et al., 2017).

A finales del 2017 Agu y su equipo realizaron pruebas de la capacidad anticancerigena de los
extractos de la Annona Muricata. Para esto hicieron una extraccién por maceracion con
metanol a temperatura ambiente y se fraccionaron los extractos por cromatografia liquida al
vacio utilizando como solventes hexano, acetato de etilo, metanol y agua en diferentes
concentraciones. Los resultados muestran que, para células de cancer de mama, el extracto de
las hojas y la fruta con metanol tienen un mejor rendimiento en la inhibicién celular, las cuatro
fracciones hechas con los solventes también presentan un buen rendimiento. De acuerdo con el
ensayo MTS (Método modificado de MTT), la fraccién del extracto de la fruta con etil acetato es
mejor que la fraccién de las hojas con etil acetato. El estudio muestra algunas de las posibles
rutas que las acetogeninas provocan en la células para su muerte por apoptosis (Agu, Okolie,

Falodun, & Engel-Lutz, 2017).

Moraes y su equipo publicaron un estudio donde utilizan ultra y nanofiltraciéon para una mayor
concentracion de los extractos hidroalcohdlicos de la Annona Muricata en el 2018. Su primera
observacion fue que tenian una mayor cantidad de proteinas y lipidos al tener 70% de etanol,
mientras que al disminuir al 50% de etanol la cantidad de carbohidratos aumentaba. La

nanofiltracién retiene una mayor cantidad de compuestos bioactivos, sin embargo su consumo
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energético es de mas del doble, mientras que la diferencia en retencién no es mayor al 20%

(Moraes, Rabelo, Pereira, Hubinger, & Schmidt, 2018).

Como se observa, con la informacidon antes presentada, las acetogeninas existentes en las
Annonaceae presentan un efecto antitumoral importante por lo que es posible utilizar extractos
de estas plantas para aplicaciones relacionadas al tratamiento de cdncer. Una de estas
aplicaciones es la sintesis de nanoparticulas metalicas, este tipo de sintesis se conoce como
sintesis verde; en estas sintesis se aprovechan las caracteristicas reductoras de extractos
naturales para obtener particulas metalicas, donde el extracto actia también como un
estabilizador y en ocasiones como potenciador de las propiedades ya conocidas de algunas

particulas, como la actividad antibacterial o antitumoral.

En el afio 2014 Varadharaj y colaboradores realizaron una sintesis verde de nanoparticulas de
plata para evaluar su actividad antibacterial, empleando extractos acuosos de Annona
Squamosa. Para la sintesis emplearon AgNOs (1mM) como precursor de la plata, mezclando en
relacidon 1:125 v:v, a temperatura ambiente. En este caso observaron un cambio de coloracién
de la solucién de manera casi inmediata, obteniendo un color café rojizo. En la evaluacion de
actividad antibacterial se realizaron pruebas sobre tres bacterias diferentes (E. coli, P.
aeruginosa y S. aureus) y se notd una actividad mayor de las nanoparticulas de plata obtenidas
con los extractos acuosos, en comparacién a la actividad mostrada por las Np de plata
comerciales o el extracto por si solo. La actividad fue similar a la mostrada por el antibidtico
ciprofloxacino que emplearon como control en la sintesis (Varadharaj, Christina, Ganesan, &

Murthy, 2014).

Por otra parte, en el 2014 Jin Zhu y colaboradores desarrollaron una investigacién sobre la
influencia del pH de una solucién coloidal respecto a la capacidad de absorcién del espectro
para aplicaciones de sensores. Se sintetizaron las particulas por reduccion de citrato, y se
emplearon soluciones con pH de 3.5 a 7 para pH acido y mayores a 10 para pH basico. Ellos
encontraron que la estabilidad de la solucién aumentaba en pH acido debido a que el valor del
pH podia afectar a la afinidad de los enlaces entre las particulas y los grupos funcionales, por lo

tanto, esto modificaba la repulsién electroestdtica entre las particulas de oro. También
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identifican que la intensidad de absorcion aumenta cuando el tamafio de la particula
disminuye, esto se atribuye a que, cuando se incrementa el tamafio, se disminuye el area
superficial que es capaz de realizar la absorcion, por lo tanto a mayores tamafios la absorciéon

de sefial es menor (Zhu et al., 2014).

De igual forma en el 2014 Krishnamurthy y colaboradores estudiaron la sintesis de
nanoparticulas de oro empleando extracto de las hojas de Yucca filamentosa para evaluar su
potencial catalitico. Lograron obtener particulas con morfologia de triangulos y cubos, en
tamafios de 10 a 500 nm. Esto lo confirmaron gracias a la sefial del plasmdn en el analisis UV-
Vis que observaron su mdaximo a las 24 horas de reaccidn. El difractograma mostré un
crecimiento preferencial en la direccidon (111) de una red cubica centrada en las caras, que es la
celda que comunmente adoptan las nanoparticulas de oro. De acuerdo con lo que ellos
reportan se atribuyen un rol importante de los compuestos solubles en agua como los
flavonoides, terpenoides y tiaminas como principales agentes en la sintesis de las
nanoparticulas. Comprobaron que las diferencias en las actividades fotocataliticas se pueden

atribuir al tamafio y morfologia de las particulas (Krishnamurthy, Esterle, Sharma, & Sahi, 2014).

En el 2017 Vera y su equipo realizaron una revision de la sintesis verde de nanoparticulas
metalicas. La sintesis verde se presenta como una opcidén de menor toxicidad para la sintesis de
particulas metalicas, debido a que los métodos tradicionales utilizan reactivos altamente
téxicos y equipos muy especializados. Una de las mejores alternativas dentro de las
posibilidades de la sintesis verde consiste en emplear extractos de plantas debido a una menor
toxicidad en comparacion con el uso de bacterias y algas. Mencionan que las biomoléculas que
tienen una mayor actividad en la produccion de nanoparticulas metalicas, y que se encuentran
en los extractos de plantas, son los polifenoles que tienen una alta capacidad antioxidante; la
presencia de estas moléculas incrementa la estabilidad y el rango de aplicacién de las
nanoparticulas. De acuerdo a los estudios que revisaron concluyen que el uso de extractos
naturales permite obtener nanoparticulas metalicas con diferentes caracteristicas. (Vera, Farias,

& Castafieda, 2017)
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Sanchez Navarro y colaboradores en el 2018 obtuvieron nanoparticulas de plata usando sintesis
verde con extracto acuoso de Annona Muricata, para evaluar su efecto citotéxico y bactericida
después de funcionalizarlas con 5-Fluoracilo. La sintesis se realizd utilizando AgNOs como
precursor de la plata y se mezclé con el extracto acuoso para generar las nanoparticulas. Para
funcionalizarlas con el 5-Fluoracilo se empled ultrasonido por 20 minutos. En los resultados
bactericidas se encontraron que las nanoparticulas de plata sintetizadas tenian un menor
rendimiento que el 5-Fluoracilo, sin embargo, al estar en conjunto se muestra una sinergia que
permite que en concentraciones de 1.95 dg/mL o incluso menores se produzca una total
inhibicién en todas las muestras. En el caso de la citotoxicidad encontraron que al funcionalizar
las particulas podian reducir la citotoxicidad mostrada por las particulas solas, sin embargo, la
citotoxicidad mostrada no se considera un efecto adverso ya que no se llega al ICsg, incluso

después de 48 horas (Del Carmen Sanchez-Navarro et al., 2018).

Por su parte Gavamukulya y colaboradores en el 2019 realizaron una sintesis de nanoparticulas
de plata, pero en este caso emplearon los extractos etandlicos de la Annona Muricata. Al igual
gue Sanchez Navarro, el precursor utilizado para la plata fue Nitrato de plata, pero el proceso
se hizo durante 72 horas, aunque a las 3 horas ya se habia presentado un cambio de coloracion.
Ellos obtuvieron nanoparticulas que fueron identificadas con el plasmdn caracteristico de las
nanoparticulas de plata a una longitud de onda de 429 nm utilizando espectroscopia UV-Vis. Las
particulas fueron estables en diferentes pH, asi como a distintas temperaturas. La morfologia
obtenida por el medio de sintesis empleado fue esférica con tamafos de particula que rondan
los 87.36 nm. Ellos consideran que su investigacién es solo un primer acercamiento al uso de
extractos etandlicos de Annona Muricata para la obtencién de nanoparticulas de plata pero es
necesario realizar pruebas que engloben sus efectos en aplicaciones antimicrobianas,

antiinflamatorias, anticadncer entre otras (Gavamukulya et al., 2019).

También en el 2019 Taghizadeh y colaboradores realizaron una revisidn las aplicaciones de las
nanoparticulas de oro en el cancer de higado. Ellos establecen que, debido a los tamanos
pequeiios de las nanoparticulas y su gran darea superficial, éstas pueden ser empleadas en
diferentes aplicaciones médicas como tratamientos o diagndsticos. Algunos de las aplicaciones
analizadas son la mejora de imagenes para el diagndstico de tumores por Rayos X o MRI, la
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liberacion de drogas de manera controlada, una mejora en tratamientos de radioterapia y de
terapias fototérmicas. Ellos concluyen que con el uso de nanoparticulas de oro el diagndstico
del cancer hepatico se puede mejorar al emplear las técnicas PET (Tomografia por emision de
positrones), CT (Tomografia computada) y MRI (Imagen por resonancia magnética); de igual
forma se presentan resultados prometedores en el uso de nanoparticulas de oro para la

liberacion de nanoparticulas (Taghizadeh, Alimardani, Roudbali, Ghasemi, & Kaviani, 2019).

En el 2020 evaluaron nanoparticulas de oro sintetizadas con extracto acuoso de Annona
muricata obtenido de la pulpa y la cascara de la fruta, para estudiar su efecto antiproliferativo
en células tumorales de cancer hepatico. Esto se realizd por Kamala Priya y por Priya R, ellos
emplearon la linea celular Hep2 para la evaluacidon de la actividad. Las particulas fueron
sintetizadas empleando HAuCl4 como precursor del oro empleando el método de reduccion.
Para la evaluacion del efecto antiproliferativo se empled el ensayo MTT, usando la linea celular
VERO como control. Las particulas obtenidas fueron con morfologia esférica principalmente,
altamente estables y tamafo promedio de 20 nm. Kamala y Priya obtuvieron un IC50 en
concentraciones de 17.98 pg/mL y 13.08 pg/mL con los dos tipos de nanoparticulas que
sintetizaron a partir de cada uno de los extractos. Encontrando que estas nanoparticulas no
eran toxicas para la linea celular VERO, usada como control, y que si presentaba un buen efecto

antiproliferativo contra la linea Hep2 (Priya M R & lyer, 2020).

También en el 2020, Santos Espinoza y colaboradores realizaron una revisidon para conocer el
papel que juegan los compuestos polifenélicos en la sintesis verde de nanoparticulas metalicas.
Ellos revisaron que los compuestos polifendlicos eran el principal grupo de compuestos que
participaban en la sintesis de nanoparticulas metdlicas, ya que influyen en la bioreduccién,
estabilizacidon y bioproteccion de las mismas. La intervencidn de estas biomoléculas contribuye
a que la toxicidad de las particulas sea significativamente baja, lo que contribuye a que estas
nanoparticulas se puedan emplear en aplicaciones de diversas dreas como medicina vy
agricultura. Concluyen determinando una relacién estrecha entre la alta capacidad antioxidante
mostrada por estas biomoléculas con su potencial reductor, por lo que son los principales
participantes en la biosintesis de nanoparticulas metalicas al emplear extractos vegetales. De

igual forma, establecen que es necesario realizar mayor investigacién sobre el uso de extractos

XXII



vegetales en la obtencién de nanoparticulas metalicas (Santos-Espinoza, Gutiérrez-Miceli, Ruiz-

Valdiviezo, & Montes-Molina, 2020).

Para finalizar, en el 2021 Sankar Sana y su equipo realizaron una revisién sobre los recientes
avances en la obtencién de nanoparticulas metalicas utilizando aceites esenciales de plantas.
Estas particulas se emplean en aplicaciones de actividad anticancerigena, actividad
antimicrobiana, actividad antiviral, actividad antiinflamatoria, actividad antidiabética y actividad
antioxidante. Concluyen que el uso de esos aceites esenciales en la produccién de
nanoparticulas significa una reduccion de los costos; también lo plantean como una opcién
amigable con el medio ambiente al reducir el uso de sustancias toxicas en la produccion de
nanoparticulas. Sankar y colaboradores mencionan que los terpenoides no tienen una actividad
tan importante en la reduccidon de los precursores metalicos, por lo que se requiere mayor
estudio para determinar la influencia de estos compuestos en la sintesis de las nanoparticulas

(Sankar et al., 2021).

De acuerdo a los estudios revisados, sabemos que los polifenoles tienen una importante
influencia en la sintesis de nanoparticulas metalicas. Los resultados obtenidos dependen de
factores como el pH, los solventes empleados en la extraccidn de los aceites de las plantas, asi
como de los precursores metalicos utilizados en la sintesis. De igual forma es importante tener
en cuenta que la reduccién de tamafios en las nanoparticulas incrementa el area superficial vy,
por lo tanto, puede incrementarse la accion terapéutica o la efectividad de la aplicacién que se
le esté dando. Sin embargo, también serd de gran importancia realizar estudios de toxicidad

para asegurarnos que las particulas se pueden emplear en la aplicacién deseada.
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Objetivos

Objetivo General

Estudiar los extractos acuosos y etandlicos de las hojas de Annona cherimola Mill. para obtener

nanoparticulas de oro y evaluar su actividad antitumoral in vitro, en la linea celular HepG2.

Objetivos Especificos

Realizar y optimizar la extraccidon de los metabolitos secundarios presentes en las hojas
de Annona cherimola Mill.
Caracterizar la composicion de los extractos obtenidos utilizando espectroscopia UV-Vis,
FTIR y HPLC.
Caracterizar la capacidad antioxidante de los extractos usando los estudios DPPH, FRAP
y CUPRAC.
Caracterizar la presencia de fenoles y flavonoides en los extractos.
Realizar sintesis verde de nanoparticulas metalicas (Oro), siguiendo la ruta por
reduccion con los extractos acuosos y etandlicos de Annona cherimola Mill.
Caracterizar las propiedades fisicoquimicas de las nanoparticulas metalicas.

o Tamano de particula (DLS), morfologia (SEM), composicion (UV-Vis, FTIR),

potencial zeta, estructura cristalina (DRX).

Evaluar el comportamiento antibacterial de los extractos.
Evaluar efecto antitumoral de los extractos acuosos y las nanoparticulas metalicas
obtenidas con extracto acuoso en la linea celular HepG2.

Evaluar viabilidad celular en la linea celular IMR-90.
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Estructura del documento

La estructura del documento estd constituida por cuatro capitulos. En el capitulo uno se
presenta el marco tedrico utilizado para el desarrollo del proyecto, se divide en cuatro
secciones. En la primera seccién se presenta informacidn respecto al cancer, particularmente
del cédncer hepatico y los tratamientos actuales. Posteriormente se estudia que son los
extractos naturales, la familia Annonaceae, que son los metabolitos secundarios, algunos de los
métodos de extraccidn y las propiedades que son importantes de evaluar en cualquier extracto
realizado. En la tercera seccion se analiza que son las nanoparticulas, la naturaleza de donde
provienen y algunas de sus propiedades. Se estudia mds a profundidad las nanoparticulas
metdlicas y algunos de los efectos tdxicos que se pueden presentar. En la dltima seccion se
estudian los posibles métodos de sintesis enfocdndose en la sintesis verde y cuales son sus

ventajas.

El capitulo dos muestra las metodologias seguidas durante el proyecto, asi como algunos de los
equipos utilizados en el mismo. El capitulo esta divido en cinco secciones. Comienza con las
metodologias empleadas en la extraccién, secado y andlisis de los extractos, asi como la
capacidad antioxidante y la determinacidn del contenido fendlico, al igual que la presencia de
las acetogeninas; en la segunda seccién, se presenta la metodologia de sintesis para las
nanoparticulas metalicas. La tercera seccidn incluye los procedimientos y equipos empleados
en la caracterizacidn de las nanoparticulas. La cuarta incluye la metodologia para la evaluacion
de la actividad antitumoral de los extractos y las nanoparticulas. Por ultimo, en la quinta

seccion, se presenta la metodologia para medir la actividad antibacterial de los extractos.

En el capitulo tres se resumen los resultados obtenidos, a partir de las metodologias descritas
en el capitulo dos. En estos resultados se determinan las condiciones éptimas de extraccidn,
cudles son las relaciones adecuadas en las sintesis y el potencial, tanto del extracto como de las

nanoparticulas, para actuar como terapéuticos contra el cdncer y como bactericidas.

Por ultimo, en el capitulo cuatro, se presentan las conclusiones del proyecto, en estas se da a
conocer si el objetivo del proyecto se ha cumplido; ademas, se menciona la perspectiva a

trabajos futuros utilizando los resultados obtenidos del presente trabajo.



Capitulo 1.- Marco Teorico

1.1 Cancer

Cancer es el nombre que reciben multiples enfermedades que estan relacionadas a partir de
algunas de sus caracteristicas, principalmente el crecimiento celular anormal (National Cancer
Institute, 2015). Sin embargo, existen diversas variaciones en la definicion formal que se le da a

esta enfermedad. Tomaremos en cuenta la siguiente definicién:

“Cdncer es un crecimiento anormal de las células, causado por multiples cambios en la expresion de los genes que
conducen a una desregularizacion en el balance de la proliferacion y la muerte celular, lo que provoca una
poblacion celular que puede invadir tejidos y hacer metdstasis a sitios distantes, provocando una significativa

morbilidad y, de no ser tratado, muerte del paciente”. (Ruddon, 2007)

El cdncer actualmente se considera como una de las mayores causas de muerte a nivel mundial.
La principal diferencia entre el cdncer y un tumor benigno, es la capacidad del primero de
invadir tejidos cercanos, difundirse a los nodos linfaticos regionales e incluso hacer metastasis
hasta d6rganos que estan distantes en el cuerpo. Existen multiples caracteristicas que se
modifican en las células cancerigenas a medida que se desarrolla el cancer, entre ellas estd el
potencial invasivo, el potencial metastdsico, la tasa de proliferacién celular, el estado de

diferenciacién e incluso la respuesta a agentes quimioterapéuticos. (Ruddon, 2007)

Debido a que el cdncer consiste en una enfermedad genética, provocada por cambios en los
genes cuando las células crecen o se reproducen, es complicado determinar causas especificas
para el desarrollo de este tipo de enfermedad. Las posibles causas se clasifican en dos grandes
grupos: Herencia parental, donde los padres transmiten un error genético a sus hijos, y la
modificacion genética durante el tiempo de vida de la persona, causado por factores
ambientales (National Cancer Institute, 2015). Sin embargo, normalmente ambas causas tienen
influencia en el desarrollo de la enfermedad, por ejemplo fumar es una situacién de riesgo por
factores ambientales, que puede actuar sobre una predisposicion genética que promueva la

formacion del cancer (Ruddon, 2007).



Como ya se menciond, un tumor maligno es capaz de realizar metdastasis a otros organos del
cuerpo; normalmente el lugar del tumor primario determinard el modo de difundirse y los
drganos que atacard al realizar metdstasis. Algunos tejidos son mas susceptibles para ser sitios
de metastasis, tales como la sangre o los nédulos linfaticos ; también los pulmones y el higado

son sitios comunes para tumores que ocurren en érganos viscerales (Ruddon, 2007).

1.1.1 Cancer Hepatico

El cancer hepatico estd catalogado como la segunda causa de muerte, relacionada al céncer,
mas comun del mundo (Cheng et al., 2016; Li & Wang, 2016; Sia, Villanueva, Friedman, &
Llovet, 2017). Puede dividirse en dos clasificaciones, primario y secundario. El cancer hepatico
primario consiste en aquel que se origina debido a tejido epitelial o menquimal que se
convierte en tumor maligno; mientras que el secundario es aquel que sucede por invasién del

higado causada por metdstasis de otros érganos (K. Chen et al., 2016).

Dentro del cancer hepdtico primario existen diferentes tipos, entre estos se encuentra el
carcinoma hepatocelular (HCC), el colangiocarcinoma intrahepatico (iCCA), la mezcla de
colangiocarcinoma hepatocelular (HCC-CCA) y el hepatoblastoma. Son el HCC y el iCCA los mas
comunes, cubriendo entre ambos el 99% de los casos (Sia et al., 2017). Por si solo, el HCC cubre
el 90% de los casos reportados de cancer hepatico, es por esto que representa el de principal
interés en los tratamientos. Debido a la cantidad tan amplia de causas que provocan esta
enfermedad, al cancer hepatico se le considera como extraordinariamente heterogénea. Por
ejemplo, en el caso del HCC, existen diferentes fenotipos celulares como: células claras, rico en

grasas, de células fusiformes, tipo indiferenciado, etc. (Li & Wang, 2016)

A pesar de que no existe solo un mecanismo para la generacién de cancer se ha logrado
detectar factores particulares para la aparicidon de cdncer hepatico. Existen factores de riesgo,
como el alcohol, la obesidad y la diabetes, que pueden incrementar la probabilidad de
desarrollar este tipo de padecimiento. También, enfermedades como la Hepatitis B y la
Hepatitis C, que son responsables de un 80% de casos de HCC, se consideran causas de cancer

hepatico, aumentando el riesgo al doble si se combinan dichos padecimientos con el consumo



de alcohol (Li & Wang, 2016; Zhou et al.,, 2017). en la figura 1 se muestran algunos de los
origenes que se han estudiado del carcinoma hepatocelular, categorizados como insultos al
higado, lo que genera pequefios ndédulos displasicos que pueden derivar en carcinoma
hepatocelular. Estos insultos incluyen al alcohol, aflatoxinas y enfermedades del higado ya

mencionadas como Hepatitis By C.

Insultos al higado

*Alcohol , Aflatoxina B1
HBV, HCV

Figura 1.- Origenes estudiados del carcinoma hepatocelular, donde se observa el progreso de la enfermedad (Nava, 2017).

Existe la teoria de que el cancer hepdtico se mantiene presente, una vez dada la mutacion,
gracias a la existencia de reservorios celulares de células madre, las cuales se reproducen
descontroladamente; de tal forma que estos reservorios serian los responsables de la

heterogeneidad de la enfermedad (Cheng et al., 2016).

Actualmente el tratamiento con mayor efectividad consiste en cirugia, en la cual se retira la
parte dafiada; sin embargo, la mayoria de los pacientes que son diagnosticados estan en etapas
avanzadas por lo que no son aptos para dicho procedimiento. Aquellos a los que se les puede
practicar la cirugia presentan una reincidencia del 30% en los primeros seis meses, porcentaje

gue crece conforme pasa el tiempo (K. Chen et al., 2016; Sheng et al., 2015).

La ablaciéon por radiofrecuencia se presenta como una opcién a la cirugia. Representa una
menor invasidén, mayor seguridad y una reduccién en los costos. Si bien no existe una diferencia
entre la supervivencia con cirugia y mediante la ablacidn si se tienen las ventajas enlistadas
anteriormente, dandole una oportunidad a algunos pacientes que no son candidatos a la cirugia

(K. Chen et al., 2016).



1.1.2 Tratamientos Actuales

Los tratamientos actuales para el cancer hepatico se dividen en tres principales categorias: la
cirugia, la quimioterapia y los tratamientos experimentales. El principal tratamiento y con
mayor indice de éxito es la reseccion quirdrgica del tumor o trasplantes de higado, sin embargo,
este tratamiento solo es efectivo cuando el padecimiento se diagnostica en las etapas primarias
de la enfermedad. En el caso de la quimioterapia la terapia con Sorafenib es aquel con mayor
indice de éxito, sin embargo, este éxito consiste solo en prolongar la vida del paciente por unos
meses en el caso de cancer hepatico avanzado. Respecto a los quimioterapéuticos
tradicionales, el uso de doxorrubicina, cisplatino y 5-fluoracilo se han empleado pero su indice
de éxito es muy bajo, incluso acompainado con radioterapia la efectividad no aumenta. (Daher,

Massarwa, Benson, & Khoury, 2018)

En perspectiva, la mejor opcién es sin duda la cirugia, ya sea para retirar el tumor del érgano
afectado o bien para realizar un trasplante de higado. Sin embargo, en el caso de trasplantes, la
cantidad de érganos disponibles no es muy alta. Junto a esta situacién se debe tener en cuenta
gue para realizar un trasplante de higado el paciente debe tener un tumor de no mas de 5 cm o
hasta tres tumores de no mas de 3 cm; aun en los casos donde los trasplantes se llevan a cabo
el indice de reincidencia es de casi el 50%. (Daher et al., 2018; Rabinel, Dousse, Muscari, & Suc,

2017)

Dentro de los tratamientos experimentales se encuentran los nanomateriales. Existen distintas
investigaciones buscando materiales que puedan funcionar en distintos tipos de cancer. Hasta
ahora, como se menciona antes estan en prueba, pero se han mostrado resultados
prometedores de nanoparticulas de oro en leucemia en ratas, también para la inhibicidon del
crecimiento de células cancerigenas MCF-7, asi como en células HCT-116, por mencionar

algunos ejemplos (Medici, Peana, Coradduzza, & Zoroddu, 2021).



1.2 Extractos Naturales

Los extractos naturales de diferentes plantas estan constituidos por sustancias y moléculas con
caracteristicas muy particulares que funcionan para distintas aplicaciones, siendo de interés
particular las aplicaciones biomédicas. Recientemente los extractos naturales se han empleado
en la obtencion de nanoparticulas metdlicas, debido a que, por su alto contenido de
antioxidantes, funcionan como agentes reductores, pero también funcionan como agentes
estabilizadores para las nanoparticulas; ademas, es posible potencializar los efectos ya
mostrados por ciertas particulas, como la capacidad antibacterial de las nanoparticulas de plata
(Molina et al., 2019; Varadharaj et al., 2014). Estos extractos se pueden obtener con diferentes
métodos de extraccién, y de acuerdo al método empleado se pueden obtener diferentes
contenidos de biomoléculas, y, por lo tanto, tener distinto comportamiento, tanto en los

efectos terapéuticos del extracto en si, como en las aplicaciones deseadas con otros materiales.

1.2.1 Familia Annonaceae

La familia Annonaceae esta formada por aproximadamente 2500 especies. La gran mayoria de
las especies pertenecientes a esta familia se localizan en las regiones tropicales de América,
Asia, y Madagascar. Existe un amplio interés en diferentes especies de la familia Annonaceae,
en primera instancia por su potencial econdmico al poder utilizarse como alimento; sin
embargo, también han presentado un alto potencial para ser utilizadas en diferentes
aplicaciones relacionadas con el sector salud, con la posibilidad de desarrollar distintos
tratamientos a partir de los compuestos presentes en las diferentes partes de la planta, tales
como hojas, tallos, semillas o inclusive en los mismos frutos. Dentro de las especies de interés
se encuentran la Annona muricata y la Annona cherimola. (Albuguerque et al., 2016; Barreca

et al., 2011; Gonzalez Vega, 2013)

1.2.1.1 Annona muricata L.
La Annona muricata es un miembro de la familia Annonaceae que ha sido ampliamente
estudiada debido a su potencial terapéutico hacia distintas enfermedades croénico-
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degenerativas. De acuerdo a diferentes estudios se ha demostrado que la Annona muricata,
conocida coloquialmente como Guanabana, tiene propiedades insecticidas y parasiticidas. De
igual manera se emplea en diferentes zonas del mundo como un remedio tradicional para
enfermedades y problemas relacionados a los pulmones, el corazén, el higado y los rifiones.

(Gavamukulya et al., 2017)

La Annona muricata se puede localizar en todo el mundo, siempre y cuando se tengan
temperaturas entre 25 °C y 28 °C, altitudes de 1200 m sobre el nivel del mar y humedad entre
el 60 y 80%. En la figura 2 podemos observar el fruto y las hojas de la guanabana, como se
observa es un fruto de gran tamafio con cascara de un verde brillante, el interior es blanco, con
semillas color negro. Las hojas son de un color intenso y de acuerdo a la madurez presentan

diferentes tamanos.

i N
Figura 2.- Fotografia de la fruta y las hojas de la guandbana.

1.2.1.2 Annona cherimola Mill

El nombre cientifico completo es Annona cherimola Mill, en México es conocida como
Chirimoya de manera tradicional. Una de las principales caracteristicas de la Annona cherimola
Mill es su capacidad de adaptarse a climas tropicales y subtropicales, esto le permite crecer en
diferentes partes de México que para otras especies pertenecientes a la misma familia es
imposible hacerlo. Uno de los principales retos a los que la especie se enfrenta es que, si bien

su produccion se ha mantenido como una produccion tradicional, esta planta no se produce a
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gran escala en términos comerciales, a pesar de que es una planta muy apreciada gracias al
aroma y delicado sabor de sus frutos. Normalmente, la pulpa de sus frutos se emplea en forma
natural o bien en la produccidn de jugos y otras sustancias de consumo humano. La chirimoya
es originaria de la regién de los Andes, el arbol es de crecimiento lento, pero en su madurez
alcanza alturas entre 7 y 8 metros. El follaje es abundante, con hojas simples con forma
ovalada, como se menciona anteriormente, las flores presentan un aroma abundante y

caracteristico de la planta (Gonzalez Vega, 2013).

Respecto al valor nutricional de la planta, la Chirimoya se considera como una fruta nutritiva,
con un alto contenido de agua y una combinacidon que se considera armdnica, respecto a su
composiciéon acida y de azucares. La fruta presenta un alto contenido calérico. A un nivel
molecular se han realizado estudios respecto a la composicién de la Chirimoya, no solo en las
frutas sino en los demds componentes de la planta, encontrando que tiene metabolitos
secundarios antioxidantes como fenoles y flavonoides, asi como algunos terpenoides. De igual
forma se ha encontrado que en la Annona cherimola Miller existen Acetogeninas tal como
sucede con otras especies de la familia Annonaceae (Albuquerque et al., 2016; Barreca et al.,
2011; Gonzdlez Vega, 2013). En la figura 3 podemos observar el fruto y las hojas de la
chirimoya; al comparar con la guandbana se nota una disminuciéon en el tamaio del fruto,
también la cascara es de un verde mas opaco, mientras que las hojas tienen un tamano mayor

en comparacion a las de la guanabana.

Figura 3.- Fotografia de la fruta y las hojas de la chirimoya.



1.2.2 Metabolitos Secundarios

Los metabolitos secundarios son sustancias derivadas de plantas, que actualmente tienen un
gran interés de investigacion; principalmente para su uso en el desarrollo de nuevos
tratamientos o mejoras en alimentos y medicamentos. Estos metabolitos se clasifican en
diferentes familias, de acuerdo a sus caracteristicas estructurales y a los efectos que tienen con
los organismos que entran en contacto; entre estas familias se encuentran las antocianinas, los
terpenos, los flavonoides, los polifenoles, las acetogeninas, entre otros (Tiwari, Kumar, Kaur,

Kaur, & Kaur, 2011).

Las diferentes actividades que presentan los metabolitos secundarios, también conocidos como
fitoquimicos son: antimicrobiana, antidiarreica, antiviral, antitumoral, entre otras. Para poder
obtener los distintos metabolitos es necesario emplear diferentes métodos de extraccién en los
gue también varian los parametros a utilizar de acuerdo con el fitoquimico deseado (Tiwari

et al.,, 2011).

1.2.2.1 Acetogeninas

Las acetogeninas son metabolitos secundarios que se encuentran Unicamente en las plantas de
la familia Annonaceae, son acidos grasos de cadena larga que va entre los 35 y 37 carbonos,
pueden tener uno, dos o tres anillos tetrahidrofurdnicos, en un extremo presenta un anillo
lacténico metil sustituido. También pueden estar presentes algunos sustituyentes oxigenados
(hidroxilos, cetonas, epdxidos), presentar algunos dobles enlaces o tener compuestos con
anillos epoxi o tetrahidropirano. Estas moléculas presentan distintos efectos, tales como:
antiparasitarios, insecticidas, antimicrobianos, antifingicos y antitumorales. La toxicidad con
células cancerigenas esta presente incluso en aquellas que presentan quimioresistencia o
resistencia multiple a los farmacos (MDR), consiguiéndolo con dosis muy pequeias, lo que
representa una caracteristica de alta relevancia para su uso como agente antitumoral (Schlie-

Guzman et al., 2009; Sun et al., 2017).

Su citotoxicidad se debe a la inhibicion del complejo | mitocondrial (NADH), estd molécula es

una molécula de transporte que actua durante la produccién energética de la célula, tanto en la
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glucdlisis como en el ciclo de Krebs y la cadena de transporte de electrones, procesos donde se
sintetizan moléculas de ATP. Las células cancerigenas requieren elevadas cantidades de energia
quimica para mantenerse activas por lo que esta forma de actuar de las acetogeninas provoca
la muerte celular de dichas células (Angulo Rodriguez, Galindo Uriarte, Avendafio Palazuelos, &
Pérez Angulo, 2012; Chuzeville Munguia, Diaz Sobac, & Alvarez Sanchez, 2015; Duran,
Gutiérrez, Mejias, Molinillo, & Macias, 2021; Schlie-Guzman et al., 2009; Sun et al., 2017).

Debido a los posibles cambios estructurales, existen muchos tipos diferentes de acetogeninas,
sin embargo, de acuerdo con los estudios realizados, se ha observado que aquellos que
presentan bis-THF adyacentes tienen mayor potencia inhibitoria, mientras que las lineales son

las de menor actividad (Chuzeville Munguia et al., 2015; Schlie-Guzman et al., 2009).

Existe la sospecha de que algunas acetogeninas presentan efectos neurotdxicos ademas de los
efectos benéficos ya descritos, provocando ciertas enfermedades neurodegenerativas como
Parkinson, Alzheimer y pardlisis suprarrenal progresiva (Chuzeville Munguia et al., 2015; Schlie-
Guzman et al.,, 2009) . El uso de los extractos obtenidos de las Annonaceae sin realizar una
purificacién de las acetogeninas presenta un comportamiento benéfico en aplicaciones
antitumorales y disminuye las probabilidades de efectos secundarios por parte de las
acetogeninas. En la figura 4 se presenta la estructura general de los compuestos de
acetogeninas, las variaciones se presentan principalmente en la existencia de mas grupos OH u

otros grupos sustituyentes.

Figura 4.- Estructura general de las acetogeninas

1.2.3 Métodos de extraccion
Las extracciones permiten obtener compuestos activos que se encuentran en los tejidos de
plantas y animales. Para esto se utilizan diferentes solventes, asi como distintos procesos. De

acuerdo al fitoquimico que se requiere extraer se utiliza un solvente que sea capaz de disolverlo
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por la polaridad similar; de esta manera, el metabolito se separard de la parte inerte de la
planta y quedard inmerso en el solvente, del cual se puede recuperar posteriormente utilizando

otros procedimientos fisicos y quimicos (Tiwari et al., 2011).

La maceraciodn, la infusién, la percolacidn, la digestion, la extraccién por Soxhlet, la sonicacién y
la extraccidn asistida por microondas, son algunos de los métodos utilizados para la extraccion
de metabolitos secundarios de plantas. Algunos pardmetros que modifican la eficacia y calidad

de la extracciéon son (Tiwari et al., 2011):

- Parte de la planta que se usard como materia prima.
- Solvente para realizar la extraccion.

- Procedimiento o método de extraccion.

En general, los métodos de extraccion de plantas buscan que el material de la planta sea lo mas
fino posible, con la idea de aumentar el area superficial lo que optimiza el contacto con el
solvente y produce una mayor concentracién de fitoquimicos. Algunos estudios presentan el
radio de 10:1 (v/m) solvente:materia prima seca como el ideal para realizar la extracciéon (Tiwari

et al.,, 2011).

1.2.3.1 Extraccion con equipo Soxhlet

La extraccién con equipo Soxhlet es una extraccidn solido-liquido; es muy utilizada para obtener
principios activos de los tejidos vegetales. Utilizar este equipo permite automatizar hasta cierto
grado el proceso de extraccion, ya que se encarga de evaporar el solvente y condensarlo para
gue no llegue a su punto de saturacion, de tal forma que continte realizando el proceso de

extraccién sin desperdiciar solvente (Nuiiez, 2008).
Pasos del proceso de extraccion Soxhlet(Nufiez, 2008):

1. Colocacidn del solvente en un matraz de bola.
2. Ebullicién del solvente que se evapora hasta un condensador a reflujo.
3. El condensado cae sobre un recipiente que contiene un cartucho poroso con la muestra

en su interior

11



4. Ascenso del nivel del solvente cubriendo el cartucho hasta un punto en que se produce
el reflujo que vuelve el solvente con el material extraido al matraz de bola.
5. Se vuelve a producir este proceso la cantidad de veces necesaria hasta que la muestra

guede agotada. El extracto se concentra progresivamente en el matraz de bola.

En la figura 5 vemos el equipo de Soxhlet armado, con el nombre de cada una de las partes y la

funcién que cumplen, de esta forma es mas claro el funcionamiento de dicho equipo.

Entrada
de agua

Refrigerante

Salida
de agua

Adaptador
de expansion

Ascenso
de vapores
Extractor

Sifén
Cartucho con la
muestra solida

Regreso
del disolvente
extraido

Matraz con
disolvente

Figura 5.- Equipo de Soxhlet armado, uno de los métodos mds empleados para la extraccion de compuestos (Quimica, 2021)

1.2.3.2 Extraccion por Infusion

La extraccion por infusién es uno de los procedimientos mds antiguos que existen para la
obtencién de metabolitos secundarios de plantas, principalmente de las partes con tejidos
delicados como hojas y flores. Consiste en verter agua hirviendo sobre la planta que ha sido
anteriormente cortada en trozos pequeios, se coloca en un recipiente sellado y se deja reposar
durante 20 minutos, periodo en el cual la temperatura va decayendo. Una vez pasado el tiempo
el contenido del recipiente se filtra para recuperar los metabolitos extraidos en el solvente.

(Guerra Corado, 2005)
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1.2.3.3 Extraccion por Ondas de Choque

La extraccién por ondas de choque es un procedimiento experimental donde se plantea la
posibilidad de incrementar la cantidad de metabolitos secundarios presentes en el interior de
las células vegetales. Las ondas de choque son ondas acusticas de alta energia que actualmente
tienen aplicaciones dentro de la medicina; ya sea para buscar regeneracion, rehabilitacion,
tratar calcificacion e incluso para el alivio del dolor. Las ondas de choque pueden ser de dos
tipos: Radial y focal. Normalmente las ondas de choque focales son aquellas que tienen la

capacidad de actuar a nivel celular (CORR Medical, 2015).

1.2.3.4 Extraccion Asistida por Ultrasonido

El proceso de extraccidn asistida por ultrasonido (UAE por sus siglas en inglés) es un proceso
relativamente nuevo que busca disminuir los tiempos de extracciéon, asi como evitar el uso de
altas temperaturas para las mismas. Consiste en la aplicacidon de energia acustica a través del
medio (solvente) utilizado para la extraccion de acuerdo a los fitoquimicos que se desean
obtener; esto genera un efecto de cavitacién que propicia una ruptura de las membranas
celulares de la planta y por tanto la liberacién de los metabolitos secundarios de interés

(Mandal, Mandal, & Das, 2015).

La UAE es un procedimiento sencillo con distintas ventajas en comparacién a métodos como la

extracciéon por Soxhlet. Algunas de estas son:

e No se emplean temperaturas elevadas para el procedimiento.

e El procedimiento de cavitacidon puede generar una extraccién similar o incluso mayor a
procesos de extraccion por Soxhlet.

e Los tiempos de operacidn son extremadamente cortos en comparacion a los tiempos

necesarios en otros procedimientos de extraccién.

En la figura 6 se presentan las posibles configuraciones de equipos para realizar extraccidn
asistida por ultrasonido. Se tiene lo que se conoce como bafio de ultrasonido, donde las ondas
ultrasdnicas se transmiten a través del agua hacia un recipiente que contiene la masa de
extraccidon y el solvente. También, existe la extraccidon por ultrasonido asistida por agitacion

mecanica, donde la masa de extraccidén esta en el recipiente que se encuentra en contacto

13



directo con los transductores y existe un agitador mecanico que auxilia la operacién, buscando

tener mayores rendimientos. Por ultimo, la extraccién con sonda o punta de ultrasonido, este

equipo genera directamente las ondas de ultrasonido dentro del solvente donde se tiene la

masa de extraccion, se pueden controlar parametros como la temperatura, o bien, ser asistido

por agitacion mecanica.

Solvente

Tanque de
acero y

inoxidable W

Transductor

v Sonda de
Masa & .-\gltadpr ultrasonido
o e mecanico —
extraccion Agitador
T Termémetro —+\/ — \/* mecanico
Tanque de N\, ' (]
acero
inoxidable ST Masa de | Chaqueta de
—_—— — extraccion calentamiento
Transductores

Figura 6.-Distintas configuraciones de la UAE, cada una presenta diferentes rendimientos y puede ser empleada en distintas

1.2.3.5 Extraccion por Maceracion

condiciones (Azuola & Vargas, 2007).

EL proceso de extraccidn por maceracidon es uno de los primeros procedimientos de extraccion

empleados. Se considera una extraccion fria ya que no se emplea ninguna fuente de

calentamiento para realizar la extracciéon de los metabolitos secundarios. Es un método que

consiste en muy pocos pasos. En general los pasos son (Mandal et al., 2015):

e Colocar el material organico molido o cortado en partes pequeiias en un recipiente

e Se adiciona el solvente seleccionado y se deja en reposo durante unos dias.

e Ocasionalmente puede realizarse pequefas agitaciones para contribuir a la extraccion

de los compuestos.

e Al completar los dias de reposo el liquido se retira y el material organico se exprime

para obtener el liquido remanente.

e Se filtra para separar de manera efectiva el liquido de la materia sélida.

e Elliquido obtenido se concentra y almacena.
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Este método de extraccidon es uno de los mas empleados por la facilidad de no requerir ningun
equipo especializado para llevar a cabo el procedimiento. Ademas, ofrece una ventaja de
estabilidad para las moléculas extraidas, ya que al no emplear altas temperaturas no existe el

riesgo de degradacidn o dafio a los compuestos de interés.

En la figura 7 se presenta una imagen de cdmo se realiza la extraccion por maceracién, donde
observamos el material orgdnico inmerso en el solvente que realizard la extraccion pasado

cierto tiempo.

'] "\ e -
Figura 7.- Proceso de maceracion en frio (ejemplos) (Puente, 2009).

1.2.4 Propiedades de los extractos

Cuando se obtienen extractos de fuentes naturales, independientemente de la técnica
empleada para realizarlos, es necesario evaluar las distintas propiedades de los mismos. Su
actividad biolégica es de suma importancia, ya que normalmente se busca emplearlos en
aplicaciones de caracter terapéutico; por ejemplo, como auxiliares antitumorales o como un
medio antibacterial (Gavamukulya et al., 2017; Mostafa et al., 2018); por tanto, es necesario
entender como medir y realizar los analisis de dichas propiedades. A continuacién, se
mencionan algunas de las propiedades a considerar, asi como algunas de las técnicas existentes

para evaluarlas.
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1.2.4.1 Antitumorales

Las propiedades antitumorales de los extractos naturales corresponden a moléculas presentes
en dichos extractos con la capacidad de modificar el crecimiento de células cancerigenas, ya sea
deteniendo su produccién o modificando rutas metabdlicas para propiciar la muerte de dichas
células. Se han realizado multiples estudios analizando este comportamiento en diferentes
tipos de cénceres a partir de extractos naturales de distintas plantas, obteniendo resultados
prometedores, ya que existen distintas moléculas presentes en estos extractos con un potencial
terapéutico similar o incluso superior a los quimioterapéuticos utilizados actualmente,
reduciendo en muchos casos los efectos adversos que normalmente se presentan en

tratamientos antitumorales. (Fabiani, 2020)

Para la evaluacidn de dichas propiedades es necesario realizar pruebas de viabilidad celular que
permitan comprobar el efecto que tienen las moléculas de interés sobre las lineas celulares de
cancer que se desean combatir, asi como en células sanas con el objetivo de comprobar que
estas moléculas sean inocuas para las células sanas y generen el dafio esperado en las células
cancerigenas. Uno de los ensayos que se emplea con mayor frecuencia es el ensayo MTT que
permite medir la actividad mitocondrial de las células para determinar si aun pueden realizar

los procesos correspondientes a células vivas. (Santos et al., 2017)

1.2.4.2 Antibacteriales

Las propiedades antibacteriales de extractos naturales son de interés principalmente en
aplicaciones alimentarias, debido a la capacidad que tienen ciertos compuestos presentes en
estos extracto de eliminar bacterias que representan un riesgo a la salud para aquellos que
consuman dichos alimentos (Mostafa et al.,, 2018). La actividad antibacterial puede darse en
cualquier tipo de bacteria, o bien ser selectivo a bacterias gram (+) o Unicamente actuar sobre
bacterias gram (-), incluso la capacidad de ser selectivo sobre cierto tipo de bacterias puede
representar una ventaja en el uso de extractos si solo queremos eliminar una parte de las

bacterias o generar un efecto distinto sobre las mismas.
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1.2.4.3 Antioxidantes

La capacidad antioxidante de los extractos naturales es una propiedad de gran importancia, es
necesaria tenerla en cuenta, ya que los compuestos que presentan esta propiedad ayudan a
prevenir, e incluso a tratar, ciertas enfermedades, como son el cancer, la diabetes, Parkinson,
enfermedades del corazén, entre otras. Los antioxidantes actuan previniendo el dafio que
agentes oxidantes producen en macromoléculas como proteinas, lipidos, enzimas o incluso el
ADN. Es gracias a los antioxidantes que muchas plantas han sido utilizadas desde la antigliedad
en el tratamiento de diversas enfermedades, por esto actualmente las técnicas de obtencién de
los mismos se han mejorado, con la finalidad de incrementar los beneficios y su potencia
inhibitoria de los efectos negativos que los compuestos oxidantes pueden generar

(Gavamukulya et al., 2014).

1.3 Nanoparticulas

La nanotecnologia es la ciencia encargada de estudiar las propiedades de la materia a escala
nanométrica, incluyendo la creacién disefio, manipulacién y control de la misma; en los anos
recientes se han presentado logros significativos en diferentes disciplinas, incluyendo el area
médica. En dicha area se ha contribuido principalmente con sistemas nanoparticulados tanto
para el diagndstico como para el tratamiento, dentro de estos sistemas se incluyen a las
nanoparticulas, las micelas poliméricas, los puntos cudnticos, los liposomas, los dendrimeros,
entre otros (Bayat & Ghaidari, 2021; Gémez-Gaete, 2014; Santos-Espinoza et al., 2020). Todos
los nanomateriales antes mencionados se conocen como nanomedicinas, cuyo objetivo
principal es el balance entre la eficacia de los tratamientos y la toxicidad generada por el
sistema terapéutico, es decir incrementar la efectividad del tratamiento sin generar un dano en

el huésped, por dicho incremento (Bayat & Ghaidari, 2021).

Las nanoparticulas pueden obtenerse por diferentes rutas, existen métodos fisicos y quimicos,

siendo los primeros de mayor costo, mientras que los métodos quimicos suelen ser mas téxicos
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y de un mayor impacto ambiental negativo; es por esto que se han buscado nuevas opciones
para obtener nanoparticulas, entre estas la sintesis verde (Santos-Espinoza et al., 2020). Para
poder estudiar las propiedades de las nanoparticulas se requieren equipos especializados que
permitan estudiar sus propiedades, algunos ejemplos son los microscopios electrénicos, los
equipos de Difraccion de Rayos X, los espectrofotdmetros, entre otros. Estos nanomateriales se
pueden encontrar actualmente en diferentes industrias, como la textil, la cosmética, la
construccion, entre otras. En el caso de la industria médica se pueden emplear como vehiculo
de transporte de ciertos farmacos, mejorando la selectividad de los mismo; también se
emplean para mejorar el diagndstico de ciertas enfermedades, actuando como biosensores
debido a su capacidad de incorporar sustancias que faciliten el reconocimiento de células y

tejidos (Gémez-Garzon, 2018).

1.3.1 Naturaleza y Propiedades

Las nanoparticulas son aquellos materiales particulados que tienen por lo menos una
dimension de tamafio menor a 100 nm. Estas pueden tener una naturaleza distinta a partir del
material con el que se realizan. Se pueden dividir a partir de distintas caracteristicas, por
ejemplo del material con el que se realizan en: basadas en carbdn, metdlicas, semiconductoras,
ceramicas y poliméricas; sin embargo, no es la uUnica clasificacion existente (Khan, Saeed, &

Khan, 2017).

Las propiedades de las nanoparticulas pueden variar de acuerdo al tamafio de las mismas, al
material con el que estan hechas, entre otras caracteristicas por lo que no es posible definir
propiedades especificas para todas. Sin embargo, algunas de las propiedades que se han
observado que se modifican al trabajar con nanomateriales son el color, y la excitacién con
radiacion UV-Vis que les puede conferir propiedades dpticas uUnicas. También, debido a la
modificacion de tamafio, se genera un radio alto de superficie volumen lo que les confiere
propiedades particulares en aplicaciones de catalisis, biosensores y sensores quimicos. Incluso
se han encontrado propiedades antibacteriales y antitumorales de las particulas por si mismas

(Sharmin et al., 2021; Taghizadeh et al., 2019)
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Como se presenta en la figura 8, las nanoparticulas pueden estar formadas por distintos
materiales como polimeros, cerdmicos y metales. Existen distintas estructuras y formas de las
mismas. Dentro de las estructuras estan las nanocdpsulas y nanoesferas poliméricas, que como
diferencia presentan encapsulados dentro de una cubierta polimérica o entre la matriz
polimérica respectivamente. También existen las micelas poliméricas que se forman por
polimeros con una parte hidrofilica y una hidrofébica, de tal forma que es posible encapsular
compuestos hidrofébicos dentro de estas micelas. Ahora bien, en las nanoparticulas ceramicas
se pueden encontrar nanoparticulas mesoporosas de silice, los nanotubos de carbono u otras
estructuras de carbono como los fullerenos. Por uUltimo, existen las nanoparticulas metalicas
gue pueden ser nanoparticulas de 6xidos o de metales como el oro, o bien, los puntos
cudnticos. Como se sefiala antes, la forma es una propiedad importante para las aplicaciones
deseadas, y algunos ejemplos que se muestran en dicha figura son las estrellas los cubos, las

esferas, los alambres y los platos (Nagwa, 2021).

Nanoparticulas organicas Nanoparticulas Inorganicas

Nanoparticulas

]

Tamafio >
Nanoesfera polimérica 0 Nanoparticula mesoporosa de silice
\ ™
100 nm 1nm
(AT T T AT Ty
Nanocdpsula polimérica
Forma Nanotubo de carbono
Miscela polimérica S % ) ( )
o, A = \\,,/ Nanoparticula de oxido de
gvo%e Estrella Cubo Esfera hierro
g

8
BN /,/ = %
Liposomas %ﬁ Nanoparticula de oro
% Plato Alambre

Dendrimeros Punto cuantico

Figura 8.- Posibles estructuras, tamafios y formas de las nanoparticulas (Nagwa, 2021).
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1.3.2 Nanoparticulas metalicas

Las nanoparticulas metdlicas han sido consideradas como una opcidn viable para multiples
aplicaciones en los ultimos afos debido a la posibilidad de optimizar su uso gracias a las
grandes areas superficiales que se logra obtener a partir de la reduccion de tamafios de dichas
particulas. Esto abre la posibilidad de emplearlas en multiples aplicaciones como catdlisis,
sensores, celdas solares, deteccion de sustancias e incluso en aplicaciones de caracter medico
como antimicrobianas y anticancerigenas (Sankar et al., 2021). En aplicaciones de catélisis las
propiedades mas importantes son la forma, el tamafio y el recubrimiento que tienen las
nanoparticulas, debido a lo ya mencionado de la relacion de superficie-volumen y que dichas
propiedades contribuyen a esta relacion. Actualmente se busca entender con mayor
profundidad las propiedades biolégicas de las nanoparticulas que no se han estudiado en
totalidad, a diferencia de las propiedades fisicoquimicas que han sido ampliamente exploradas

(Taghizadeh et al., 2019).

Existen dos categorias distintas de los procesos empleados para la obtencién de nanoparticulas,
una se conoce como de arriba-abajo y la otra es de abajo-arriba. Se entiende como arriba-abajo
cuando la nanoparticula se obtiene a partir de la ruptura de un material de gran escala hasta el
tamafo nanométrico, empleando métodos que pueden ser fisicos o quimicos. Sin embargo,
para realizar estos procesos se requieren equipos especiales y complejos que son de alto costo
y de una manufactura complicada. Por otro lado, el proceso de abajo-arriba las nanoparticulas
se obtienen de pequefios bloques, por ejemplo, iones metalicos. Esto se puede realizar también
con métodos fisicos y quimicos; teniendo la ventaja de un mayor control de las geometrias de
las particulas, asi como del tamafio y una reduccién de las imperfecciones, teniendo menores

gastos que en los procesos de arriba-abajo (Taghizadeh et al., 2019; Vera et al., 2017).

Para la sintesis de las nanoparticulas metalicas normalmente se emplean rutas donde son
necesarias altas temperaturas, condiciones de vacio y algunos instrumentos muy sofisticados.
De igual forma, se emplean reactivos que pueden ser altamente tdxicos y contaminantes por lo
gue actualmente se buscan alternativas que permitan obtener particulas con caracteristicas
adecuadas para la aplicacién, a través de rutas de sintesis mds amigables con el medio

ambiente, asi como poder reducir los costos de las mismas (Sankar et al., 2021).
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Las nanoparticulas metalicas se pueden obtener a partir de compuestos que contienen un
metal, por ejemplo, sales, dxidos, entre otros. En el caso de nanoparticulas metdlicas con fines
biomédicos normalmente se usa hierro, zinc, cobre, oro y plata. El uso de aceites esenciales en
la obtencion de estas nanoparticulas va en aumento, aprovechando los grupos funcionales de
distintos metabolitos secundarios presentes en dichos aceites; estos metabolitos actian como

reductores y estabilizadores de las nanoparticulas (Kuchur et al., 2020; Sankar et al., 2021).

1.3.2.1 Nanoparticulas de Oro

Las nanoparticulas de oro han llamado recientemente la atenciéon debido a las multiples
cualidades que se han demostrado que presentan en una relacién directa con su tamafio y
morfologia. Debido a esto las aplicaciones que se han encontrado para las mismas
corresponden a campos como catalisis, procesos de liberacidén de drogas, terapias fototérmicas
entre otras. Los métodos tradicionales de obtencidon de nanoparticulas de oro como reduccion
fotoquimica, ablacion laser, entre otros han presentado distintos conflictos al momento de
emplearlos, tales como el costo, los riesgos a la salud e incluso el empleo de reactivos quimicos
toxicos que generan un dafio al medio ambiente (Bayat & Ghaidari, 2021; Gangapuram et al.,

2018; Priya M R & lyer, 2020; Taghizadeh et al., 2019).

Las nanoparticulas de oro se han analizado para aplicaciones en tratamientos de distintos tipos
de cancer, ademas se ha notado que presentan propiedades antibacteriales (Taghizadeh et al.,

2019).

La primera sintesis reportada de nanoparticulas de oro se da en el afio 1940 a partir de una
reaccion entre HAuCls y citrato de trisodio, lo que dio como resultado oro coloidal. A partir de
ese momento el proceso se ha modificado buscando optimizar las caracteristicas del material
de acuerdo a la aplicacion deseada, siendo el procedimiento de reduccidon quimica de una sal
metalica en presencia de un agente estabilizante el mas empleado desde hace tiempo. Existen
aun desafios para poder controlar caracteristicas de las nanoparticulas ademds de encontrar
métodos que sean rentables y mas amigables con el ambiente (Bayat & Ghaidari, 2021; Priya M

R & lyer, 2020; Taghizadeh et al., 2019). Las nanoparticulas de oro se han convertido en un
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material de interés ya que se han logrado obtener diferentes geometrias como esférica,
octaédrica, decaédrica, tetraédricas, entre otras, esto le confiere distintas propiedades ya que,

como se menciond antes, la geometria de las particulas le confiere propiedades particulares.

Actualmente se emplea también lo que se conoce como sintesis verde. Esta consiste en una
sintesis con extractos naturales de plantas, el uso de bacterias, hongos, entre otros como
precursores, ademds de las sales metalicas de acuerdo al tipo de nanoparticula que se desea.
Este tipo de sintesis se considera amigable con el ambiente, rentable econdmicamente e
incluso permite tener cierto control sobre las estructuras y distribuciones de tamanos
obtenidos. Este tipo de sintesis presenta una importante oportunidad para contribuir en el uso
de las AuNP en el drea biomédica, principalmente en tratamientos y deteccion de cdncer, ya
gue dentro de esta ruta se evita el uso de sustancias quimicas tdxicas para la obtencién del
material, por lo tanto se evade el riesgo de afectar al cuerpo con residuos de la sintesis (Bayat &

Ghaidari, 2021; Priya M R & lyer, 2020).

La presencia del plasmén de resonancia de superficie en las nanoparticulas de oro que se
muestra en la caracterizacidon con espectrémetro UV-Vis es una propiedad que permite su
identificacién en los procedimientos de sintesis, asi como un primer acercamiento a ciertas
propiedades ya que la intensidad y forma de dicho plasmén estan relacionadas con el tamafio,
la forma, la estructura y la composicidn de las particulas asi como con la constante dieléctrica
del medio en el que dichas particulas se encuentran (Bayat & Ghaidari, 2021; Taghizadeh et al.,

2019).

Aplicaciones de las nanoparticulas de oro
Como se menciona anteriormente las nanoparticulas de oro tienen multiples posibilidades de
aplicaciones. A continuacién, se detallan algunas de dichas aplicaciones dentro del diagndstico y

tratamiento del cancer hepatico.
e Aplicacién en imagen

Las nanoparticulas de oro (AuNP) se han perfilado como candidatas a su uso como agentes de

contraste en las tomografias por rayos X, debido al mayor nimero atdmico en comparacion al
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Yodo que es el usado actualmente, ademas de que las AuNP presentan un coeficiente de
absorcién de rayos X mayor, asi como la presencia del efecto del plasmdn de superficie. Debido
a esas caracteristicas Opticas Unicas de las nanoparticulas se pueden emplear tanto en la
deteccion como en la focalizacién de ciertos materiales, en este caso para identificar tejido
cancerigeno. Algunas de las pruebas que se han realizado actualmente consisten en la unién de
las nanoparticulas con anticuerpos, su recubrimiento con polimeros biocompatibles e incluso la
incrustacion en materiales compuestos con silice y acrilicos; logrando mayor resolucién de

imagenes o aumento en el efecto de fluorescencia de las particulas (Taghizadeh et al., 2019).
e Aplicacion en liberacién de medicamentos y genes

La entrega de medicamentos a zonas especificas es una accion muy buscada en la actualidad y
las AUNP han mostrado posibilidades de realizar esta accién, ya que es posible conjugar las
nanoparticulas con moléculas terapéuticas y ajustar la velocidad de liberacién, llevandolo a los
tejidos donde es necesaria la accidon terapéutica. Incluso, con la modificacion superficial
correcta, las AuNP pueden ser empleadas como tratamiento en ciertos tejidos tumorales.
Actualmente se ha probado como transporte para medicamentos con Doxorrubicina,
Capecitabina y Cisplatino. También se ha encontrado que en la sintesis verde con plantas como
el Sargassum glaucescens las AUNP presentan un potencial de agente antitumoral al actuar in

vitro sobre la linea celular HepG2 (Bayat & Ghaidari, 2021; Taghizadeh et al., 2019).
e Aplicacion radioterapia

La radioterapia es uno de los tratamientos mas empleados para combatir el cancer. A pesar de
usar otro tipo de tratamiento, los pacientes normalmente se benefician de la radioterapia como
complemento. Lo que se ha buscado es sensibilizar a los tumores, de tal forma que la
efectividad del tratamiento de radioterapia sea mayor y los efectos secundarios disminuyan;
para esta aplicacion uno de los principales candidatos son las AuNP, ya que, como se ha venido
mencionando, sus propiedades dpticas le confieren la capacidad de realizar dicha aplicacién de
manera localizada. Cuando se encuentran presentes nanoparticulas de oro en las células

cancerigenas se produce estrés oxidativo en las mismas, asi como dafio en el ADN y efectos
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sobre el ciclo celular. Se ha mostrado en estudios que es posible mejorar la ablacién térmica

por ondas de radio con ayuda de las nanoparticulas (Taghizadeh et al., 2019).

1.3.3 Efecto toxico de las nanoparticulas

Para poder determinar la biocompatibilidad de cualquier material es necesario realizar una
serie de pruebas que permitan estudiar su comportamiento y evaluar si es preciso eliminar
productos o componentes que puedan causar una lesiéon o dafio en los tejidos u érganos del
cuerpo humano. Existen tres fases de pruebas antes de que un producto sea considerado apto
de salir al mercado y usarse en aplicaciones terapéuticas, siendo las primarias aquellas que
evallan la citotoxicidad y genotoxicidad en cultivos celulares; son estas pruebas a las que se

realiza un acercamiento en el presente proyecto. (Restrepo & Ardila, 2010)

Por otro lado, existen materiales que presentan actividad antibacterial y es preciso determinar
esta actividad para conocer si, ademas de no generar un dafio en el cuerpo humano, se puede
generar un efecto preventivo a infecciones bacterianas o bien ayudar en el combate del
presente aumento en la resistencia bacteriana a las sustancias antibacteriales actualmente

empleadas (Ramirez Aristizabal & Marin Castaio, 2009).

En el caso particular de las nanoparticulas de oro es importante analizar si interfieren en la
viabilidad celular, ya que aun existe un debate sobre si estas particulas son totalmente seguras,
ya que se han encontrado resultados donde se producen especies reactivas de oxigeno (ROS),
dafio a la mitocondria e incluso necrosis (Bayat & Ghaidari, 2021). Si bien el oro elemental (con
valencia cero) es considerado inerte se ha encontrado que en el caso de las nanoparticulas la
toxicidad puede depender del tamaio, la forma, la estructura cristalina y su composicién

superficial o conjugados presentes (Krishnamurthy et al., 2014).
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1.3.3.1 Actividad antibacterial

Existen multiples métodos que permiten evaluar la susceptibilidad /n vitro de las bacterias ante
agentes microbianos, sin embargo, cada uno de los métodos puede generar variantes en los
resultados, por lo que debe elegirse el correcto para obtener los resultados adecuados. Estas
variantes son dependientes del método, los microorganismos empleados e incluso el grado de
solubilidad de cada uno de los compuestos evaluados (Ramirez Aristizabal & Marin Castafio,

2009).

Los principales métodos se clasifican en: métodos de difusidon y métodos de dilucién. En general
es propuesto que se empleen los métodos de difusidn si sabemos que la muestra a evaluar
presenta compuestos polares principalmente; en cambio se sugiere emplear métodos de
dilucion cuando se evalilan muestras con compuestos polares y no polares.
Independientemente de la metodologia empleada se considera la estandarizacion de la
concentracion bacteriana a utilizar, de esta forma se evita el uso de una mayor cantidad de
agente bactericida en algunas muestras y se evita una mayor dispersidon en los resultados.
Actualmente se ha estandarizado la concentracién de bacterias usada en estudios de
susceptibilidad en el laboratorio a 5 x 10° unidades formadoras de colonias (ufc)/mL. El método
de macrodilucién es un caso particular de los métodos de dilucidon, empleado para determinar
el nivel de reistencia que se puede presentar hacia el extracto. En este método se busca
establecer la concentracion minima inhibitoria, que es aquella dilucién mas alta a la que se

previene el crecimiento bacterial. (Ramirez Aristizabal & Marin Castaiio, 2009).

1.3.3.2 Viabilidad celular
El analisis de la viabilidad celular se realiza para determinar si una sustancia genera dano en
cierta linea celular. Suelen evaluarse lineas no tumorales y lineas tumorales para estudiar la

selectividad de los agentes estudiados.

Las células IMR-90 son fibroblastos de pulmdén de un feto femenino humano de 16 semanas de
gestacion, comercializadas por la ATCC. No se les considera agentes de riesgo bioldgico. La linea

HepG2 por su parte son derivadas de un carcinoma hepatocelular, bien diferenciadas, de un
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hombre caucdsico de 15 afios de edad, también comercializadas por la ATCC. Al igual que las

IMR-90 no se consideran de riesgo bioldgico.

Uno de los métodos mas empleados para determinar los efectos citotdxicos, asi como la

viabilidad celular de emplear ciertas sustancias es el ensayo MTT.

Ensayo MTT

El ensayo MTT es un estudio realizado para evaluar los efectos citotéxicos de las sustancias.
Esta basado en la evaluacion de la reduccion metabdlica del Bromuro de 3-(4,5-dimetitiazol-2-
ilo)-2,5-difenitetrazol (MTT) realizada por la enzima mitocondrial succinato-deshidrogenasa en
un compuesto coloreado de color azul (formazan), con lo que se determina la funcionalidad
mitocondrial de las células. De esta forma se mide la supervivencia y proliferaciéon celular

evaluando la cantidad de formazan producido (de Castro de Pardo, 2006).

1.4 Métodos de Sintesis

Los métodos de sintesis para la obtencidn de nanoparticulas, independientemente de la
naturaleza de la misma son variados. Se presenta uno que se emplea en la obtencion de
nanoparticulas metalicas, recientemente muy estudiado debido a la posibilidad de emplear
extractos naturales que les otorguen propiedades extras a las mismas particulas de acuerdo a la
aplicacion deseada, asi como disminuir el uso de agentes tdxicos en la obtencién de dichas

nanoparticulas, este método se conoce como sintesis verde.

1.4.1 Sintesis Verde

La quimica verde se encarga de desarrollar e innovar procesos quimicos que permitan obtener
materiales de tal forma que se evite el uso de compuestos toxicos, se reduzca la energia
empleada y se proteja al medio ambiente. Es aqui donde se desarrolla la sintesis verde. Como
se menciona anteriormente la sintesis verde consiste en la reducciéon de un precursor metalico
a través de medios naturales, como pueden ser extractos de plantas, algas, bacterias, hongos,

etc. Algunos de los metales mas explorados en las sintesis verdes son: cobalto, cobre, plata,
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oro, paladio y platino (Parveen, Banse, & Ledwani, 2016; Santos-Espinoza et al., 2020; Vera

et al., 2017).

En el caso de emplear extractos de plantas el proceso de sintesis consiste en mezclar el
precursor metalico en solucién con el extracto en una relacién especifica, ya sea en volumen o
peso, permitiendo que pase un tiempo determinado para que se lleve a cabo la reaccidn. Se
considera como un proceso de un solo paso ya que no es necesario realizar otros
procedimientos para obtener las nanoparticulas. Se puede modificar las caracteristicas de las
particulas aplicando agitacién, modificaciéon del pH de la reaccidn, aplicacion de temperatura
entre otros (Parveen etal., 2016). Los polifenoles, grupo mas grande de antioxidantes
existente, se consideran como uno de los principales participantes en la sintesis y estabilizacion
de las nanoparticulas en la sintesis verde (Latif M S, Abbas S, Kormin F, & Mustafa MK, 2019;

Santos-Espinoza et al., 2020; Vera et al., 2017).

De acuerdo con la literatura, los polifenoles deben su potencial reductor a la presencia de
grupos hidroxilo en su estructura. Este potencial reductor les confiere la capacidad de actuar de
manera importante en la sintesis verde de nanoparticulas metdlicas. Este tipo de sintesis
dependera del elemento metalico que se emplee, asi como del extracto utilizado; esto se debe
a que el potencial reductor global del extracto dependerd de la cantidad de polifenoles
presentes en el mismo, siendo esto responsable de la reducciéon y estabilizacion de las
nanoparticulas. Debido a esto los polifenoles se consideran como compuestos de gran

importancia en la sintesis verde (Santos-Espinoza et al., 2020).

El principal beneficio de la sintesis verde es evitar el uso de reactivos tdxicos, ademas de ser un
método efectivo en relacién al costo para sintetizar estos materiales ya que es posible
aprovechar sustancias que se pueden considerar como “residuos” (Krishnamurthy et al., 2014;
Priya M R & lyer, 2020). Ademas, las nanoparticulas obtenidas por medio de la sintesis verde
presentan una toxicidad significativamente baja, lo que brinda la posibilidad de un mayor uso

en aplicaciones de medicina (Santos-Espinoza et al., 2020).
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Capitulo 2.- Materiales y metodologia

La extraccion de los compuestos activos de la Annona cherimola Mill. fue la primera instancia
del proyecto, se realizd la evaluacién de sus propiedades. Posteriormente se emplearon los
extractos en la sintesis de AuNP. Como Uultima etapa se evaluaron las propiedades de las
nanoparticulas, asi como algunas posibles aplicaciones de las AuNP obtenidas y de los

extractos.

2.1 Extractos

Se realizo la extraccidn de los metabolitos secundarios de la Annona muricata (Guandbana) y de
la Annona cherimola (Chirimoya). Esta extraccion se llevé a cabo empleando distintos métodos:
extraccion con equipo Soxhlet, extraccién por maceracion y extraccidn asistida por ultrasonido
(UAE). Una vez realizadas las extracciones se hizo la comparacion de los métodos empleados;
para esto, se evaluaron los rendimientos de extraccién proporcionados por las distintas
técnicas, asi como diferentes propiedades empleando distintos métodos de caracterizacion:
Espectroscopia UV-Vis, Espectroscopia FTIR y Voltametria diferencial de pulso. De igual manera
se analizaron las diferencias de los extractos de acuerdo a los solventes empleados. Las
propiedades caracterizadas fueron capacidad antioxidante, cantidad de compuestos fendlicos y
cantidad de flavonoides, debido a que estas propiedades y compuestos pueden representar un

beneficio importante en las distintas aplicaciones donde se empleen dichos extractos.

2.1.1 Métodos de extraccion

Para la chirimoya se utilizaron los métodos de extraccion por soxhlet, maceracion en frio y UAE,
mientras que para la guanabana solo se empled la técnica de extraccidon por soxhlet, ya que el
extracto de guandbana Unicamente funciond como un comparativo con el extracto de
chirimoya. Los solventes usados fueron agua desionizada y etanol grado reactivo por separado.
En la tabla 1 se muestran las diferentes condiciones empleadas para las extracciones, asi como

la clave para identificarlas.
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Tabla 1.- Condiciones empleadas para realizar las extracciones de las especies de Annonaceae.

Tipo de . . . Rendimientos
L, Hojas usadas Solvente Muestra Tiempo Amplitud (%)
extraccion (%)
Agua GW-SX 28.3
Guandbana
Soxhlet Etanol GE-SX 12.8
48 horas NA*
(SX) Agua CW-SX 28.4
Chirimoya
Etanol CE-SX 12.5
Maceracion Agua Cw-MC 8.7
Chirimoya 7 dias NA*
Etanol CE-MC 3
MO)
CW-US13 5 min 12.7
CW-US16 10 min 100 124
CW-US19 15 min 11.9
CW-US73 5 min 9
Agua CW-US76 10 min 75 11.7
CW-US79 15 min 11.8
Extraccién CW-US53 5 min 0.8
asistida por
ultrasonido Chirimoya CW-US56 10 min 50 1.3
(VAE) CW-US59 15 min 3.6
CE-US13 5 min 5
CE-US16 10 min 100 3.9
CE-US19 15 min 3.5
Etanol
CE-US73 5 min 1.8
CE-US76 10 min 75 2.7
CE-US79 15 min 3.2
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CE-US53 5 min 0.8

CE-US56 10 min 50 1.3

CE-US59 15 min 2.8

*No aplica para extraccién por soxhlet ni maceracién.

Las primeras dos letras indican la especie utilizada en la extraccidn y el solvente de la misma. La
G es utilizada para la Annona muricata mientras que la C es Annona cherimola; la W es utilizada
para indicar el uso de agua mientras que la E es empleada para indicar que el etanol fue
utilizado. Las siguientes dos letras indican la técnica, SX es soxhlet, MC maceracion y US es

ultrasonido.

Dentro de la técnica UAE, los numeros indican la variacion en las condiciones de los
experimentos, el primer nimero indica la amplitud utilizada, 1=100%, 7=75% y 5=50%, mientras

que el segundo numero indica el tiempo, 3=5 min, 6=10 min y 9=15 min.

Para realizar todos los procesos de extraccidn se lavaron las hojas con agua y jabén, sin aplicar
trabajo mecdnico, posteriormente se secaron las hojas a 40 °C en un horno convencional. Una
vez secas, las hojas se molieron utilizando una licuadora convencional; después se pulverizaron
en un molino de café. Una vez en polvo se procedié a realizar la extraccidon como se describe a

continuacion.

2.1.1.1 Extraccion por Soxhlet

La extraccidon por soxhlet consiste en un reflujo del solvente a emplear en punto de ebullicién,
gue posteriormente es condensado sobre la muestra para generar la extraccién y el extracto se
concentra en un matraz bola. Para realizar el procedimiento se utilizé el polvo de las hojas de la
Chirimoya y Guanabana por separado. Diez gramos de polvo se colocaron dentro de un
cartucho de papel filtro. Este cartucho se introdujo dentro de la cdmara del equipo soxhlet. Se
utilizaron 150 mL de solvente que se depositaron en el matraz bola. El matraz se calenté
empleando una mantilla de calentamiento, dentro del matraz, junto al solvente, se colocaron

18 perlas de ebullicién de silice para contribuir a la estabilidad de la temperatura. El solvente se
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llevé al punto de ebullicién y el procedimiento se mantuvo por 48 horas hasta agotar la
muestra. Una vez terminado el procedimiento, el extracto se dejé enfriar y se guardd en frascos

ambar en condiciones de refrigeracién hasta su uso en los diferentes procedimientos.

2.1.1.2 Extraccion por maceracion

La extraccién por maceracién es uno de los métodos mas antiguos y consiste en colocar el
polvo de las hojas dentro del solvente y dejar en reposo. Para esto se armaron cartuchos de
papel filtro con 10 g de hojas en polvo, al igual que en el caso de extraccion por soxhlet. Este
cartucho se colocé dentro de 150 ml de solvente en un vaso de precipitado. El vaso se selld y se
mantuvo en condiciones ambientales durante 7 dias. Una vez finalizados los dias se almacené

en frascos dmbar y en refrigeracion hasta su posterior uso.

2.1.1.3 UAE

Para el procedimiento de extraccién asistido por ultrasonido (UAE) se utilizd wun
homogeneizador ultrasénico portatil UP200Ht de Hielscher. Se empled un gramo de polvo de
hojas y 15 mL de solvente para cada una de las pruebas. Como se muestra en la tabla 1 se
variaron condiciones en cada muestra buscando las mejores para igualar o estar préximo a

rendimientos de técnicas tradicionales como el Soxhlet y la maceracién.

Para este procedimiento se redujeron las cantidades empleadas de solvente y polvo de hojas,
debido a la cantidad tan amplia de muestras a realizar y con la finalidad de maximizar el
aprovechamiento de los recursos disponibles, sin embargo, se mantuvo la relacién de
muestra:solvente. Se emplearon tubos falcdn para incrementar la zona de contacto entre el

sonotrodo del equipo y el solvente.

El proceso consistid en colocar el polvo de las hojas en el solvente de manera directa, el
sonotrodo se introdujo en esta mezcla y se aplicé el ultrasonido durante el tiempo especificado
en la tabla uno, asi como la amplitud. Una vez concluido este procedimiento cada muestra se

filtré y se guardd en frascos ambar, en condiciones de refrigeracion.
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2.1.2 Secado

El procedimiento de secado es igual para todas las muestras. Se realizé una concentracién
utilizando un rotavapor BUCHI, bajo condiciones seleccionadas de acuerdo al solvente que se
deseaba eliminar. El proceso se mantuvo aproximadamente 5 minutos. Una vez concentrado se
deposité en una caja Petri y se colocd en un desecador a vacio durante 3 dias. Ya que estaba
seco, se raspd de la caja Petri, para poderlo emplear en las pruebas donde se requirio el

extracto seco, ademas de medir el rendimiento de extraccion de cada una de las técnicas.

2.1.3 Analisis espectroscopico de los extractos de las especies de Annonaceae (FT-IR y UV-
Vis)
Se obtuvo el espectro FT-IR de los extractos secos. Se empled un equipo Perkin EImer Spectrum
Two (Figura 9) para obtener la reflexion atenuada total (ATR) de 4000 a 400 cm™. Con esto se
obtuvieron los modos vibracionales caracteristicos de los principales grupos presentes en la
pasta formada por los extractos de las especies Annonaceae una vez que se secan. Los
resultados se compararon con la densidad tedrica funcional (DFT). Esta simulacion se realizé
sobre las principales acetogeninas presentes en las especies Annona cherimola Mill. y Annona

muricata L.

W

s

Figura 9.- Equipo empleado para las pruebas FT-IR
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Los cdlculos de las frecuencias tedricas de las dos acetogeninas, bullatacina y aromina fueron
realizados utilizando el software Gaussian. La geometria de ambas moléculas se optimizo
asumiendo una celda de integracién numérica ultrafina, sin restricciones de simetria y a una

temperatura de 278 K, empleando el funcional hibrido Becke 3-Lee-Yang-Par (B3LYP).

Una vez obtenida la geometria adecuada y no teniendo vibraciones imaginarias se considerd
como optima la simulaciéon y se pudieron analizar las vibraciones tedricas empleando el

software Gaussian View para compararlas con los datos experimentales.

También se obtuvo el espectro UV-Vis de cada muestra, los resultados obtenidos permitieron
determinar las mejores condiciones de la extraccion UAE, también se compararon los métodos
de extraccidn. Para la caracterizacidon UV-Vis todas las muestras se diluyeron en una relacion
1:200 v/v y se empled una celda de cuarzo. El equipo para realizar estas mediciones fue un
espectrometro VWR 1600-PC (Figura 10). De igual forma que en el caso de FTIR se empled una
simulacidon para obtener el espectro UV-Vis tedrico de la Aromina, una de las acetogeninas
presentes en la Annona cherimola Mill. de acuerdo a la literatura. Este espectro tedrico se

compard con los resultados experimentales.

Figura 10.- Equipo empleado para las pruebas UV-Vis
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2.1.4 Capacidad antioxidante

Se evalud la capacidad antioxidante de los extractos realizados de la Guanabana y la Chirimoya.
Para esto se emplearon las metodologias listadas a continuacién, con acido ascdrbico como
estdndar para la realizacion de las curvas de calibracién, empleando concentraciones de 100,

200, 400, 600 y 800 M.

2.1.4.1 DPPH
El método de evaluacién de actividad antioxidante DPPH se nombra de esta manera al
realizarse por la accidon del radical libre 2,2-difenil-1-picrilhidricilo (DPPH por sus siglas en

inglés).

Para la medicion se requirié una solucion de DPPH con una concentracion 50uM en metanol
“bufereado”. El metanol “bufereado” se prepard con una solucién de 100 mL donde 40 mL son
de buffer acetato (0.1 M, pH 5.5) y 60 mL de metanol. Utilizando este metanol se prepard la

solucién de DPPH.

En el caso de los extractos de Guandbana y Chirimoya se realizé una dilucion de 1:100 v/v antes
de colocar 150 pL de extracto diluido con 2850 uL de la solucién de DPPH. Se dejé incubar
durante 30 minutos en la oscuridad, transcurrido este tiempo se realizd la medicién de la

absorbancia a 515 nm usando el espectrémetro UV-Vis.

2.1.4.2 Capacidad Antioxidante Reductora CUPrica (CUPRAC)

El método de medicion de la Capacidad Antioxidante Reductora CUPrica (CUPRAC, por sus siglas
en inglés) consiste en realizar la mediciéon de la absorbancia que genera el complejo Cu(l)-
Neocuproina, que se genera una vez que se produce la reaccién REDOX entre los antioxidantes
presentes en la muestra y el reactivo CUPRAC. La absorbancia se mide en la longitud de onda

de 450 nm mediante un equipo UV-Vis (Ozyiirek et al., 2011).

La metodologia seguida fue la desarrollada por Apak (Apak, Giicli, Ozyiirek, & Karademir,
2004). El reactivo CUPRAC esta constituido por 1 mL de cloruro de cobre (102 M), 1 mL de

solucién de neocuproina (7.5 x 103 M) y 1 mL de buffer acetato de amonio (1 M, pH 7). El

34



reactivo CUPRAC se mezcld con 100 pL de extracto diluido. Para este ensayo los extractos se
diluyeron en una relacion 1:400 v/v con agua destilada. La solucidn formada se dejo en reposo

durante 1 hora. Y finalmente la absorbancia se midié a la longitud de onda antes mencionada.

2.1.3.3 Poder antioxidante/reductor del hierro (FRAP)

El ensayo del Poder antioxidante/reductor del hierro (FRAP, por sus siglas en inglés) consiste en
la reduccién de iones férricos a ferrosos en un pH bajo, partiendo de un complejo ferroso-
tripiridiltriazina (Fe"-TPTZ) que se reduce a Fe'", que tiene un color azul intenso con una
absorcion maxima en 593 nm de longitud de onda. Esta prueba ofrece una caracterizacién de
bajo costo para las propiedades antioxidantes o reductoras de diferentes soluciones o

compuestos (Benzie & Strain, 1996).

El procedimiento seguido es el dado por Benzie y Strain, donde se usé un reactivo FRAP
formado por buffer acetato (300mM, pH3.6), TPTZ (10mM) en HCI (40mM) y FeCls (20mM) en
una relaciéon de volumen 10:1:1, respectivamente. Se utilizaron 3 mL del reactivo FRAP y se
mezclaron con 100 uL de extracto diluido. Esta dilucidn se hizo en una relacién 1:100 v/v. Esta
solucidn se agité vigorosamente y se dejé reposar durante 10 minutos. Una vez terminado este

tiempo, la absorbancia se midié a 593 nm en un espectrometro UV-Vis (Benzie & Strain, 1996).

En la tabla 2 se resumen las condiciones, asi como los pardmetros obtenidos una vez que se
realizaron los ajustes lineales a las curvas de calibracién de cada una de las técnicas antes
mencionadas para la medicidn de la capacidad antioxidante. Para los ajustes lineales las curvas
se graficaron en Origin y se realizé el ajuste lineal preestablecido del programa, obteniendo una

buena aproximacién.
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Tabla 2.- Condiciones empleadas para la realizacion de las curvas de calibracion de cada técnica, asi como los pardmetros
obtenidos a partir del ajuste lineal de las mismas.

DPPH CUPRAC FRAP
Amax (NmM) 517 450 593
Concentracion 100 — 800 uM
Pendiente -3.2829 * 10* 2.0121 * 10* 1.6296 * 10*
Intercepcion -0.2841 -0.1163 -0.0748
Coeficiente de
0.9702 0.9845 0.9140

correlacion

2.1.5 Determinacion del Contenido Total de Fenoles (TPC) y el Contenido Total de
Flavonoides (TFC)

Es preciso no solo evaluar la capacidad antioxidante de los extractos, sino que es necesario

conocer la cantidad de compuestos fendlicos y flavonoides que estan presentes en dichos

extractos. Para esto se utilizaron dos técnicas espectroscdpicas distintas, empleando celdas de

cuarzo y el equipo UV-Vis VWR 1600-PC para el analisis de los resultados.

En el caso del contenido total de fenoles se empled el reactivo Folin-Ciocalteau de acuerdo a la
norma ISO 14502-1-2005 E (Agbor, Vinson, & Donnelly, 2014). Para realizar las mediciones el
extracto se diluyé en una relacion 1:100 v/v. Empleando 1 ml de los extractos diluidos se
procedid a mezclar con 5 mL de solucion Folin-Ciocalteau al 10% y con 4 mL de solucion de
carbonato de sodio (7.5% w/v). Una vez mezclados se dejo en reposo durante una hora y se
midié la absorbancia al final de este tiempo, empleando la longitud de onda de 765 nm en el

equipo UV-Vis.

Para este analisis se empled &acido galico como estandar para la curva de calibracidn,
empleando una concentracidon maxima para la curva de 50 pg/mL. Por lo tanto, los resultados

se expresan como microgramos por mililitro de acido galico equivalente. (ug/mL GAE).

Para el caso de la medicidon del contenido total de flavonoides se empleé el procedimiento
descrito por Baba y Malik (Baba & Malik, 2015) con algunas modificaciones. Al igual que en el
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caso de fenoles totales, se diluyo en un principio el extracto empleando una relacion 1:100 v/v.
Se tomaron 125 pul del extracto diluido y se mezclaron con 75 plL de soluciéon de NaNOsz al 5% y
se dejo en reposo durante 6 minutos. Posteriormente se agregaron 150 plL de solucién AlCls al
10% y se dejé en reposo durante 5 minutos. Finalmente 750 pL de NaOH (1M) se afiadieron y se
ajusto el volumen a 2500 uL en total con agua destilada. La solucién final se dejé en reposo
durante 15 minutos y se midid la absorbancia, una vez pasado el tiempo, empleando 510 nm de

longitud de onda en el espectrémetro UV-Vis.

El estdndar empleado para la medicidon del contenido de flavonoides fue quercetina y, de la
misma forma que con el acido galico, la concentracion maxima fue de 50 pug/mL. Por lo tanto,
los resultados se muestran como microgramos por mililitro de quercetina equivalente (ug/mL

QE)

En la tabla 3 se muestran los pardmetros que se obtuvieron al emplear el ajuste lineal de las
curvas de calibracion de ambos procedimientos antes descritos, asi como las condiciones

utilizadas para la medicion de la absorbancia.

Tabla 3.- Parametros obtenidos por el ajuste lineal a la curva de calibracion de TPCy TFC y condiciones usadas en la medicion de
la absorbancia.

Contenido Total de Contenido Total de
Fenoles (TPC) Flavonoides (TFC)
Amax (NmM) 765 510
Estandar Acido galico Quercetina
Rango de
10-50 pL
concentracion
Pendiente 0.0105 0.0058
Intercepcidn -0.0014 -0.0381
Coeficiente de
0.9956 0.9587

correlacion
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2.1.6 Analisis electroquimico del contenido total fendlico (e-TPC) y el contenido total de

flavonoides (e-TFC)

Con la finalidad de dar mayor validez a los resultados obtenidos a partir de los analisis
espectroscopicos se realizaron analisis electroquimicos del contenido total fendlico y del
contenido total de flavonoides por medio de voltametria diferencial de pulso (DPV, por sus

siglas en inglés).

La DPV ha mostrado ser una técnica rapida y precisa para la determinacidn y diferenciacion de
acidos fendlicos y flavonoides, empleando un electrodo de carbdn vitreo en valores de pH de 2

y 7.5 respectivamente.

Las mediciones de DPV se realizaron en una celda de tres electrodos: Carbdn vitreo, Platino y
Ag/AgCl (saturado con KCI) se usaron como electrodo de trabajo, contraelectrodo y electrodo
de referencia respectivamente. Entre mediciones el electro de trabajo fue pulido utilizando
alumina nanométrica seguido de un bafio ultrasénico por 10 minutos, todos los procedimientos

se hicieron por triplicado.

Como electrolito de soporte se empled el Buffer Britton Robinson (Solucién stock de acido
bérico, acido fosfdrico y acido acético 4mM) ajustandolo a dos pH distintos, como se menciona
anteriormente, para el caso de la medicién de contenido total fendlico se empled pH 2 con HCI
y para la medicién de contenido total de flavonoides se ajustd a 7.5 empleando NaOH para

dicho ajuste.

Los voltamperogramas fueron obtenidos empleando un potenciostato Bio-Logic VP-50 y el
software de adquisicion de datos fue el EC-Lab. Para el analisis se empled una velocidad de

escaneo de 5 mV/s y una amplitud de pulso de 70 mV.

Como estandares para la obtencidn de curvas de calibracion se usaron acido galico, en el caso
de fenoles, y quercetina para la estandarizaciéon de flavonoides, de tal forma que podemos
comparar los resultados obtenidos en las técnicas espectroscdpicas y electroquimicas. La curva

de calibracion se obtuvo en términos de corriente (HA) contra concentracién (uM) y los
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resultados se expresan como microgramos de acido galico equivalente por mililitro de extracto

(ug/mL GAE) y microgramos de quercetina equivalentes por mililitro de extracto (ug/mL QE).

Para la medicion se utilizaron 4 mL de electrolito soporte (Buffer Briton Robinson) y 1 mL del
estandar o bien del extracto, dependiendo si era una medicidn para la formacién de la curva de
calibracion o una medicion de las muestras seleccionadas para analizarse por medio de esta

técnica.

2.1.7 Determinacion de la presencia de acetogeninas (HPLC)

La cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC, por sus siglas en inglés) es un método
ampliamente utilizado para estudiar mezclas, por su capacidad de identificar y cuantificar
compuestos presentes en una muestra. Es una técnica muy empleada en industrias como la

farmacéutica, bioquimica, quimica forense, alimentaria, entre otras.

Uno de los principales problemas a los que se enfrenta quien emplea esta técnica es la
seleccion de pardmetros de medicidn, ya que estos dependen de la informacidn que se desea
obtener, asi como de las propiedades de la mezcla en si. La técnica consiste en la interaccion de
dos fases inmiscibles entre si, la fase mévil y la estacionaria, con la mezcla a analizar. Esto
permite la separacion y andlisis de los componentes quimicos de dicha mezcla. La funcién de la
fase movil, que siempre es liquida, es llevar la muestra a través de la fase estacionaria, que
puede ser sélida o liquida, y por diferentes fuerzas e interacciones los compuestos que estan en
la mezcla se detienen, a diferentes tiempos, debido a la afinidad de dichos compuestos con la
fase estacionaria; estos tiempos se conocen como tiempos de retencidn. (Suarez Ospina &

Morales Hernandez, 2018)

Antes de realizar las mediciones es preciso establecer ciertos parametros que se eligen a partir
de las propiedades de la mezcla y de las metas de separacién que se tengan. Entonces es
necesario determinar el nimero de compuestos presentes, o una aproximacién, la estructura
guimica de los mismos, asi como su espectro UV. También se debe conocer la solubilidad de la
muestra para elegir el solvente mas adecuado, asi como las fases a emplear. (Suarez Ospina &
Morales Hernandez, 2018)
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Para determinar la presencia de acetogeninas en los extractos acuosos y etandlicos de la
Annona cherimola Mill se empled el protocolo establecido por Yang y colaboradores (Yang
et al., 2010). La cromatografia se realizé6 empleando un HPLC Waters 600S, equipado con una
columna fase reversa RP-C18 (250 mm x 4.6 mm, 5 um) acoplado a un detector de red de
diodos. Para el analisis 1 mg de extracto seco fue reconstituido en 1 mL de una solucidn
metanol: agua 85:15 (v/v), filtrando con una jeringa de nylon Acrodisc de 0.45 um. La fase movil
consiste de la fase A (metanol) y la fase B (agua), siguiendo las siguientes condiciones de
gradiente: 85% fase A por 40 minutos, seguido de 85-95% fase B por 20 minutos. La velocidad

del flujo se establecié en 1 mL/min y la longitud de onda de deteccién en 220 nm.

2.2 Nanoparticulas metalicas

La sintesis de nanoparticulas metdlicas se realiz6 mediante la reduccién del HAuCls con los
extractos acuosos y etandlicos, sin secado previo. Este método de sintesis se conoce como
sintesis verde ya que se evita el uso de compuestos considerados como tdxicos. Para el

procedimiento se utilizd HAuCls trihidratado de la marca Sigma-Aldrich.

2.2.1 Sintesis

Para el procedimiento de sintesis de nanoparticulas de oro se utilizaron tanto los extractos
acuosos como los etandlicos obtenidos de la Annona cherimola Mill. El procedimiento consiste
en mezclar una solucién 5 mM de HAuCls con el extracto a evaluar. Los extractos utilizados

fueron los obtenidos por UAE en condiciones de 5 minutos de tiempo con 100% de amplitud.

Se realizaron pruebas con distintas relaciones extracto:HAuCls en volumen. Inicialmente se
evalud el extracto etandlico en estas concentraciones, debido a la posibilidad de que las
acetogeninas (metabolito de interés de la Annona Cherimola Miller) tenga una mayor presencia
en estos extractos, de acuerdo a lo reportado en la literatura. Las relaciones probadas en v:v se

enumeran en la tabla 4
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Tabla 4.- Relacion HAuCl,:Extracto de las muestras realizadas por sintesis verde.

Nombre de la Relacion
Extracto empleado
muestra HAuCl,:Extracto
Et2:1 2:1
Etl:1 CE-US13 1:1
Etl:2 1:2

Una vez mezclado el HAuCls con el extracto se dejé en agitacion magnética por 2 horas. Una vez
finalizado ese periodo de tiempo se dejé en reposo durante 24 horas para permitir que se
complete la reaccién. Después se analizd el espectro UV-Vis para observar el plasmén
caracteristico de las nanoparticulas de oro. De acuerdo a los resultados obtenidos se selecciond
la muestra Et2:1 como la mejor, por lo que se procedi6 a emplear la relacién 2:1

HAuCls:Extracto en volumen con todas las pruebas restantes.

Posterior a esto, se hizo la comparacién entre extractos. Se realizd una sintesis con el extracto
acuoso empleando la relacidon antes mencionada, el proceso fue exactamente igual al antes
descrito. Una vez finalizada la sintesis se midié el espectro UV-Vis. A esta muestra se le

denomind Aqg2:1.

Tanto la sintesis Et2:1 como la Ag 2:1 se lavaron, para esto se realizd una centrifugacion a 8000
rom durante 20 minutos. El sobrenadante fue desechado mientras que el precipitado se

dispersd en agua desionizada utilizando un bafo ultrasénico durante 30 minutos.

Una vez lavadas las muestras se midié el tamafio de particula por DLS, se analizé el potencial
Zeta y se observd la morfologia utilizando un MEB. De igual forma se obtuvo el patrén de
difraccidon por DRX y la sefial IR para observar los grupos organicos presentes en las particulas,

gue permanecen después del lavado.

De acuerdo a los resultados obtenidos se determind modificar el pH de la sintesis buscando
obtener una mejor distribucion de tamanos y una mayor estabilidad que la observada en el
potencial Zeta. Para estas modificaciones se usaron soluciones de NaOH a diferentes pH, 10, 12

y 14. Las pruebas realizadas se enlistan en la tabla 5.
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Tabla 5.- Muestras modificadas por solucion de NaOH con distintos pH.

Relacién pH solucion NaOH
Nombre de la
Extracto empleado  HAuCls:Extracto:solucion

muestra

NaOH
Aq2:1 10 2:1:1 10
Aq2:112 CW-US13 2:1:1 12
Ag2:114 2:1:1 14

Al igual que con las muestras anteriores una vez finalizado el procedimiento se obtuvo el
espectro UV-Vis. Se selecciond la modificada con pH de 12 como la mejor para realizar el
proceso de lavado, la medicidon de tamafio de particula y el potencial Zeta. Ademas, se observé

la morfologia utilizando el MEB.

2.3 Caracterizacidon

Las pruebas mencionadas en la seccion de caracterizacién, asi como las preparaciones
mencionadas, corresponden a los analisis realizados sobre las nanoparticulas de oro obtenidas

por sintesis verde.

2.3.1 Caracterizacion Composicional

Las distintas técnicas de caracterizacién composicional permiten definir cudles son los
compuestos, o bien la composicidon elemental, que conforma a un material o sustancia. Para
esto existen técnicas cualitativas, que permiten conocer solo la composicién; y técnicas
cuantitativas que permiten definir la cantidad de cada compuesto presente en la muestra. Estas
técnicas pueden ser por radiacidn incidida sobre la muestra, en las que se puede medir la
absorbancia o la transmitancia de la energia que se hace incidir en el mismo, o bien por
descomposicion de la misma en partes elementales, de tal manera que sea posible definir lo

gue se tiene en un material.
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2.3.1.1 Espectroscopia Ultra Violeta-Visible

La espectroscopia UV-Vis utiliza la radiacién del espectro electromagnético que se encuentra
entre los 100 y 800 nm de longitud de onda. Al incidir la radiacién de dicha longitud sobre los
electrones de la materia se provoca una excitacién del estado de energia, por lo que pasa de un
estado basal a uno excitado. Este proceso genera un gréfico, llamado espectro, donde se
muestra una sefial por cada transicion electrénica del estado fundamental al excitado, si se
trata de un dtomo veremos lineas agudas, mientras que las moléculas poliatémicas dan senales
en forma de bandas ya que la energia utilizada puede dar paso a otros fendmenos como

vibracidn o rotacién. (Litter, Armienta, & Farias, 2009)

Para el analisis de las nanoparticulas se empled un espectrémetro 1600 PC de VWR, empleando
cubetas de cuarzo. Se diluyeron las nanoparticulas, tomando 100 microlitros en 3 mL de agua
desionizada para realizar el analisis. El blanco empleado fue agua desionizada y se realizd la

medicion con un paso de 1 nm, en el espectro de 800 a 200 nm.

2.3.1.2 Espectroscopia Infrarroja

La espectroscopia infrarroja permite realizar un analisis cualitativo de la composicién de un
material, de acuerdo con la absorcién de radiacidén infrarroja de los grupos funcionales
presentes en la sustancia o material. La deteccion de las ondas infrarrojas se da en el infrarrojo
cercano, o bien, en el infrarrojo medio, dependiendo del detector del equipo; cada grupo
funcional presente en los materiales organicos muestra una accion diferente al ser sometido a
la radiacion infrarroja, lo cual manda una seial que funciona como identificador de dicho grupo

(Nicolet, 2001).

Para realizar este analisis sobre las nanoparticulas se secaron a 50 °C, de esta forma se elimina
el agua, pero se evita el dano a los compuestos orgdnicos presentes. La medicion se llevd a
cabo en un equipo Perkin Elmer Spectrum Two para obtener la reflexién atenuada total (ATR)

de 4000 a 400 cm™ teniendo las muestras en polvo.
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2.3.2 Caracterizacion estructural

2.3.2.1 Morfologia

Para el estudio de la morfologia de los materiales se emplean métodos de microscopia
electrénica, donde la resoluciéon es mil veces mayor que en un microscopio Optico, lo que
permite alcanzar tamafos de nandmetros. Tanto para la microscopia electrénica de barrido
como para la de transmision es necesario realizar el analisis en condiciones de bajo vacio, para
no generar ruido en la sefial por interferencia del aire con el rayo de electrones (Fahiman,

2007).

Microscopia Electrénica de Barrido (SEM)

La microscopia electrdnica de barrido utiliza un filamento que puede ser de distintos materiales
(tungsteno, hexaboruro de lantano, hexaboruro de cerio, etc.); este filamento se calienta hasta
superar la funcidn de trabajo del material y generar liberacién térmica de electrones (emision
termoidnica). Estos electrones se enfocan mediante lentes electromagnéticas y se aceleran a
través de la columna del microscopio hasta la muestra, donde los electrones interactian con
los 4tomos de la misma y producen diferentes tipos de dispersién, lo que da diferentes sefiales

e informacién (Fahlman, 2007).

En el caso de las nanoparticulas de oro se depositd una gota de las nanoparticulas ya lavadas en
suspension sobre una rejilla de Cu con membrana de carbdn ultradelgada de malla 300. Se dejo

secar en condiciones ambientales y una vez seco se procedié a la observacién en el equipo.

El equipo empleado fue un microscopio electrénico de barrido SEM/STEM Hitachi SU8230 con
filamento de emisidon de catodo frio. El analisis se realizé a 30 kV, con distancia de trabajo de

7.9mm y ampliaciones de x20, x50, x100, x200 y x400.
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2.3.2.2 Tamano promedio de particula

Dispersion de Luz

La dispersién de la luz por particulas se produce mediante diferentes fendmenos. Si las
particulas tienen un tamafio menor a la décima parte de la longitud de onda utilizada la
dispersién producida no dependerd de la direccidn en que incide la luz, lo que provocard una
dispersién eldstica, también conocida como Rayleigh. Si la particula tiene un tamafio menor
entonces si habra una modificacion en la energia y la dispersion dependera de la posicién
donde se incida, efecto conocido como dispersion Mie. Las particulas que se encuentran en un
sistema coloidal provocan una dispersidon de un laser que incide sobre ellas, la intensidad de la
luz dispersada es detectada por el DLS. En general el equipo consta de tres partes: laser,
muestra y detector de luz. El |dser otorga la fuente de luz monocromatica con una estabilidad
elevada; tiene un atenuador que permite la modificacién de la potencia del laser. La muestra se
coloca en celdas de vidrio o de plastico desechable que son traslucidas, y dicha muestra debe
estar limpia, ser homogénea y transparente sin precipitaciones; normalmente el volumen
utilizado ronda entre 1 y 2 mL. La preparaciéon de la muestra es importante para obtener
buenos resultados en el andlisis. El primer paso es la seleccién del solvente, debe interferir lo
menos posible con la muestra y ser capaz de suspender de manera adecuada las particulas de
tal manera que las muestras sean claras y homogéneas. Respecto a la concentracion de la
muestra no debe ser muy alta ni muy baja. En el caso de que sea demasiado alta esto puede
provocar un resultado donde el tamafio de particula sea menor por multiple dispersidon de la luz
lo que disminuye su intensidad antes de llegar al detector, ademas de la posible aglomeracién y
precipitaciéon que se puede provocar. En cambio cuando es muy baja la dispersién puede no ser

suficiente para generar una medicion (Bhattacharjee, 2016).

Para la medicién del tamafio de particula se empleé DLS; para esto se utilizd el equipo Litesizer
500. Se tomaron 100 plL de cada muestra y se dispersaron en 1 mL de agua desionizada. Se
utilizé la cubeta Univette que permite la medicién del tamafio de particula y el potencial Zeta

sin necesidad de cambiarla.
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2.3.2.3 Andlisis térmico

Andlisis Termogravimétrico

Los andlisis térmicos se realizan estudiando una propiedad de una muestra que puede verse
modificada con relacidn a la temperatura y el tiempo, ya sea en una atmosfera especifica o con
cambios programados de la temperatura. Particularmente en el andlisis termogravimétrico se
lleva el registro de la pérdida de peso de la muestra conforme se incrementa la temperatura.
Normalmente se realizan bajo condiciones controladas de calentamiento y pueden emplearse

diferentes atmosferas de reaccion. (Manals-Cutifio, Penedo-Medina, & Giralt-Ortega, 2011)

Es comun no solo utilizar la curva TGA para la interpretacién de los fendmenos ocurridos en
nuestra muestra; algunas de las curvas empleadas son: La primera derivada (DTG) que
proporciona la velocidad de la variacién de la muestra; la curva SDTA que muestra los procesos
exotérmicos o endotérmicos y la EGA (Evolved Gas Analisys) que permite el analisis de los gases
y vapores liberados. La mayoria de curvas TGA presentan pérdidas de peso, que se originan en
reacciones quimicas de descomposicién, combustion entre otras, y en transformaciones fisicas

como la evaporacién, la sublimacién, desorcion u otros (Widmann, 2001).

Se realizé un analisis TGA en un equipo Mettler Toledo TGA/DSC Model 2 Stare System, para
obtener la concentracion obtenida de nanoparticulas en solucion. Para esto se calenté hasta
250 °C para evaporar el agua y carbonizar los compuestos organicos. Obteniendo el contenido

total de oro en peso.

2.3.2.4 Potencial Zeta

El potencial zeta es una medida de la magnitud de la carga electroestatica o la carga de
atraccién-repulsidén entre particulas. Esta propiedad afecta directamente a la estabilidad lo que
se traduce en dispersidn o agregacion de las particulas, afectando en el caso de dispersiones,
emulsiones o suspensiones. El control de este potencial tiene importantes aplicaciones en
diferentes industrias, como la farmacéutica, la medicina, los electrénicos entre otros (Malvern

Panalytical, 2018).
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El potencial Zeta de las particulas en solucién se midié en el equipo Litesizer 500. Se tomaron
100 pL de cada muestra y se dispersaron en 1 mL de agua desionizada. Se utilizé la cubeta
Univette que permite la medicion del tamaio de particula y el potencial Zeta sin necesidad de

cambiarla.

Con el potencial Zeta se determind la estabilidad de las particulas en solucién en distintos pH.

Se emplearon pH 4cidos de 3y 5, pH neutro de 7 y basicos de 9y 11.

2.3.2.5 Cristalinidad

Difraccion de Rayos X

La técnica de difraccidon de rayos X se emplea para estudiar la cristalinidad de los materiales.
Para esto se emplea radiacion X, que es producida cuando una particula de masa pequefia con
alta energia, particularmente energia cinética, incide en un elemento material. Esta colision
genera una perturbacién en la materia que genera dicha radiacién. Normalmente se emplean

electrones como particulas de alta energia.

La difraccion de rayos X es un caso particular la radiacion dispersa coherente, basicamente se
trata de un proceso de interferencias constructivas, que se produce en direcciones concretas
del espacio. Esto permite definir el tipo de estructura presente, asi como la direccion de

crecimiento dominante en la misma.

El analisis de Difraccidn de Rayos x se realizé con la muestra en polvo, secandola a 50 °C, el
estudio se realizé por polvos cualitativos empleando la longitud de onda de 1.54A,
correspondiente a la radiacion del cobre. El intervalo de medicidén es de 5 a 80° en 26 con una
velocidad de 10°/min con DTeX y de 2°/min con Centelleo. Esto se realizd en un difractémetro

Rigaku modelo Ultima IV.
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2.4 Actividad antitumoral

Para la actividad antitumoral se empleé el ensayo MTT, se emplearon 3 lineas celulares
diferentes: IMR-90 (Fibroblastos de pulmén, no tumoral), MCF-7 (cancer de mama), HepG2

(Hepatocarcinoma).

Se evalud el extracto acuoso y las nanoparticulas de oro obtenidas con extracto acuoso. Se
emplearon 96 pocillos con medio DMEM, suplementado con SFB al 10% y 1% de
antibidtico/antiflingico, se dejaron las células durante 24 horas a 37 °C con el 5% de CO,.
Pasadas las 24 horas se aplicaron los tratamientos, manteniendo el medio y el antibiético,
mientras que el SFB se cambié al 2% por otras 24 horas. Pasado el tiempo se retird el
tratamiento y se administraron 150 pL de MTT en soluciéon con una concentracién de 0.5
mg/mL en DMEM, esto se incubd durante 4 horas. Se retiré el medio y se adicionaron 100 pL de
DMSO, dejandolo en agitaciéon durante 16 horas. Por ultimo, se leyd la absorbancia en un

espectrofotdmetro a 595 nm.

Como control negativo se empled el medio DMEM vy todas las pruebas se realizaron por

triplicados. El porcentaje de viabilidad celular se obtuvo con la ecuacién 1:

% Viabilidad celular = —Apsorbancia tratamiento 4 (1)

Absorbancia contro negativo

2.5 Actividad antibacterial de los extractos etandlicos de Annona

cherimola Miller

La actividad antibacterial de los extractos se midié empleando el método de macrodilucion en
tubo. Las pruebas se realizaron en tres experimentos independientes, uno para cada método de
extraccidon (Soxhlet, Maceracion y UAE (US-CE13)) y en duplicado. Cada extracto se suspendid
en agua a diferentes concentraciones: 2000, 1000 y 200 pg/mL, respectivamente. Estas
concentraciones se seleccionaron a partir de lo reportado para otras acetogeninas Annonaceae
(Bento et al., 2013; da Trindade et al., 2020). A la par un inoculo de Staphylococcus aureus ATCC

No. 6538 se hizo crecer a 37 °C en medio LB por 16 horas, este se diluyé a una concentracién
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final de 2 x 10° CFU/mL. Las suspensiones de los extractos se sonicaron por 2 minutos al 70% de
amplitud para homogeneizarlos. Cada muestra se colocé en tubos Eppendorf estériles (1mL) y
se mezcld con 1ml de la suspension de bacterias, esta solucidn se incubd durante 1y 2 horas
respectivamente. Se tomd una alicuota de 50 pL de cada muestra extracto/bacteria y se
plantaron en agar LB, incubandolos por 16 horas a 37 °C para realizar el conteo de bacterias
vivas. Se empled Bufer fosfato estéril (PBS) como control positivo. La actividad antibacterial
(AA) fue calculada de acuerdo a la ecuacién 2, Donde Co es el numero de colonias
sobrevivientes en el control PBS y C son las colonias sobrevivientes en cada muestra de

extracto.

(AA) % = (Co — C/Co) * 100 2)
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Capitulo 3.- Resultados

Los resultados obtenidos en la presente investigacidn se resumen en este capitulo, presentados

en el mismo orden en que se describe la metodologia.

3.1 Extractos

3.1.1 Meétodos de extraccion

En todas las extracciones realizadas con agua se obtuvo un extracto color café, variando en
intensidad de color de acuerdo a la técnica empleada; por otro lado, en el caso de los extractos
etandlicos, se obtuvieron extractos verdes brillantes, con una variacion similar en la intensidad

del color que en el caso de los extractos acuosos.

Los distintos métodos de extraccidn generaron variacion en los rendimientos de extraccidn. En
la tabla 1 se muestran los mencionados rendimientos, correspondientes a cada uno de los

métodos utilizados y los solventes empleados.

En el caso de las extracciones obtenidas con el método UAE observamos mayores rendimientos
con amplitud del 100% y en tiempos de solo 5 minutos, al aumentar el tiempo de extraccion los
rendimientos disminuyen cuando se mantiene la amplitud de 100%. Ahora bien, si disminuimos
la amplitud utilizada se obtienen mayores rendimientos al incrementar el tiempo de extraccion,
como podemos observar en los casos de 75% y 50% de amplitud. Sin embargo, estos
rendimientos no superan a los obtenidos en el caso de tener la amplitud al 100% por 5 minutos;
toda esta informacidn se resume en la figura 11 donde podemos observar dichos rendimientos
y queda en evidencia que las mejores condiciones, independientemente del solvente usado,

son la amplitud de 100% y un tiempo de extraccién de solo 5 minutos.
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A)

B)

UAE etanol

UAE agua

Rendimiento de extraccion (%)

Rendimiento de extraccion (%)

I 100% amplitud

i 75% amplitud

i 50% amplitud

6 6
54 54 5
4 4 4

w
i 1 i

[h%)
1

-
1

0
10 10 5 10 15
Tiempo (min) Tiempo (min) Tiempo (min)
I 100% amplitud 75% amplitud I 50% amplitud
12 12 4
10 10
8
6
4 4
2
0
5 10 15 5 10 15 5 10 15
Tiempo (min) Tiempo (min) Tiempo (min)

Figura 11.- Rendimientos de las extracciones realizadas por UAE con a) etanol y b) agua.
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A partir de esto, se toman los resultados de la UAE con 100% de amplitud durante 5 minutos en
ambos casos de los distintos solventes, con la finalidad de comparar los diferentes métodos de
extraccion. Se observa un mayor rendimiento en las extracciones realizadas con agua como
solvente, y aquellos obtenidos por el método de Soxhlet. Esto se presenta con mayor detalle en
la figura 12 donde vemos una comparacién de los rendimientos de cada uno de los métodos y

la comparacién entre si de los dos solventes empleados.

304 o84 Z] Agua
B Etanol

N
[$)]

N
o

-
o

Rendimiento de extraccion (%)
» >

Soxhlet Maceracion UAE

Figura 12.- Rendimientos de las diferentes técnicas de extraccion
Si observamos exclusivamente los rendimientos obtenidos por cada uno de los métodos, queda
en evidencia que se realiza una mayor extraccion al emplear el método de soxhlet; sin
embargo, al tener en cuenta los tiempos de extraccidon, tenemos una disminucion del tiempo
superior al 99% al usar el método UAE, donde tenemos rendimientos cercanos al 50% del
rendimiento de soxhlet. Por lo tanto, el método UAE se considera como un método adecuado

para la extraccion, considerando la relacion tiempo-rendimiento.

Es importante destacar que los rendimientos estan expresados como porcentaje en peso del

material original empleado en la extraccién.

52



3.1.2 Analisis espectroscopico de los extractos de Annona cherimola Mill (FT-IR y UV-Vis)
En las siguientes paginas, se muestran los resultados obtenidos a partir de los analisis realizados
a los extractos, por IR y UV-Vis. En estos se muestran tanto resultados experimentales como

aquello obtenido por las simulaciones.

3.1.2.1 FTIR Experimental vs DFT

Como podemos observar en la figura 13 los espectros IR de los extractos de las hojas de las dos
especies de la familia Annonaceae son muy similares. La principal diferencia es en el ancho de
las bandas, asi como en la intensidad. Esto nos indica que se tiene una composiciéon quimica
similar entre ambos. Este resultado es esperado debido a que ambas plantas pertenecen a la
misma familia. Los principales modos vibracionales (figura 13 a)) reportados para la Annona
muricata L. estdn presentes en ambos extractos; una banda gruesa localizada en 3340 cm™ que
se atribuye al estiramiento de los enlaces O-H, en 2396 y 2846 cm™ se presentan las vibraciones
simétricas y asimétricas de los alcanos C-H respectivamente. Una banda importante es la
presente en 1735 cm™ que se asigna a las vibraciones de estiramiento del enlace C=0. La banda
que se localiza en 1608 cm™ se atribuye a la vibracién de estiramiento de un alqueno C=C,
mientras que en 1040 cm™ estd la vibracion de estiramiento atribuida a los anhidridos C-O. Por
ultimo, se encuentra una banda localizada en 826 cm™ que se refiere a las estructuras de
bencenos sustituidos. De manera mdas puntual hay pequefias bandas en las zonas que se
marcan dentro de rectangulos con el nombre de Zona | y Zona Il. En la primera existen bandas
en 1512 cm, 1456 cm™, 1369 cm™, 1238 cm™ que se consideran sefial de vibracién de flexion
de alquenos, una banda multiple de grupos aromaticos C=C, una vibracion por movimiento de

los enlaces C-C de los alcanos y una banda del grupo éster =COC, respectivamente.

Finalmente, en la Zona Il, la banda que se presenta en 716 cm™ se asigna a los grupos C-H
presentes en anillos aromaticos y fuera del plano, la banda localizada en 666 cm™ es de grupos
cloruro (C-X), y la banda en 765 cm™ que solamente se presenta en la Annona cherimola Mill y

es asignada a anillos benceno tri o bi sustituidos.
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Todos los grupos que se mencionan anteriormente, particularmente aquellos que hacen
referencia a enlaces O-H y C=0 se atribuyen y consideran como parte de flavonoides,
triterpenoides y compuestos fendlicos. También puede hacerse mencién a las acetogeninas,

gue por su estructura puede presentar algunas de estas sefiales.
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Figura 13.- Resultados de las pruebas realizadas por FT-IR. a) Espectros experimentales, b) Simulacion de la sefal de las
acetogeninas mds representativas de la guandbana y la chirimoya, c) Estructura optimizada de la bullatacina, d) Estructura
optimizada de la aromina.

Como parte del analisis por seiales IR se realizd la simulacion mencionada en la metodologia y
se obtuvo la tabla 6. Como se puede observar, en esta tabla se presentan las senales de
vibracidn obtenidas a partir de la estructura optimizada de dos de las acetogeninas presentes
en la Annona cherimola Mill y la Annona muricata L., esta presencia va de acuerdo a lo
reportado en la literatura (C. Chen, 1999; Yang et al., 2010), asi como la comparacién con las
sefiales obtenidas de manera experimental. Al igual que en el caso de los espectros
experimentales, tenemos coincidencia en las sefiales generadas por las dos acetogeninas;

dividiendo las sefiales en 4 grupos. En el primer grupo (1) estan las sefiales que se atribuyen a
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los enlaces OH. En el grupo (2), se tienen las sefiales que corresponden a CH, y CH. En el grupo
(3) se presentan las sefiales correspondientes a la presencia de enlaces C=0 y C=C. Por ultimo,

en el grupo (4) hay seinales atribuidas a enlaces CH,, OH, CH, C-C-C, C-C-O y CH,-CHa.

Tabla 6.- Vibraciones tedricas obtenidas de la Aromina y la Bullatacina

Frecuencia tedrica [cm™] Frecuencia Experimental [cm™] Asignacion
3829w
3340 v[—OH]
3779m
3118m Vos[—CH;]
3104s
T Vas[_CHZ]
3095s
3079s Vs[—CH,; —CHs]
3056vs
2936 V.s[—CH,;]
3040s
3010vs 2846 Ve[-CH,]
2982s
v[—CH]
2963s
1837vs
1735 v[C = 0]
1779s
1705w 1608 v[C = C]
1517w
1512
1505w
T[CH,]
1490w
1456
1460w
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1439w

1418w

1403m

1382m

1365w

1339s

1319m

1299w

1287w

1256w

1234w

1216w

1186w

1167w

1145w

1121s

1113m

1064vs

1043vs

1029m

1014vs

971m

951m

901s

1369

1280

1238

1196

1159

1040

914

S[—OH; —CH]

S[—CH]

p[CH,]

S[—CH]

p[CH,]

S[-OH; —CH] p[CH,]

p[CH;]

S[—CH]

S[-OH; —CH] p[CH,]

p[CH;]

p[CH,]

Vas[C — 0 —C]

Vs[C = €] 6[-CH]

p[CH; — CH,]
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879w

795w
760w 765 p[CH,]
728w
700w
670w Vs[C — C]
644w
567w p[CH,]
557w Vas[0 = € = C]
542w Vos[C—C = C]
507vs 6[—OH]
406w
349w p[CH,]
309w
216vs --- 6[—OH]
199w
189w

pICH,]
170w
31w

* v = muy; s = fuerte; m = medio; w = debil; v = estiramiento; v s = estiramiento simétrico; v as =
estiramiento asimétrico; &6 = doblamiento; y = vibracioén; t = rotacion; p = balanceo.
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3.1.2.2 UV-Vis sefial experimental vs TD-DFT

La sefial UV-Vis que se presenta en la region de los 200 a 300 nm puede atribuirse a la presencia
de ciertos compuestos en un extracto natural, entre estos estan los compuestos polifendlicos y
las acetogeninas. En la figura 14 se muestra el espectro generado de manera experimental en la
extraccion por soxhlet con agua, comparado con el que se predice a partir del cdlculo TD-DFT
de la acetogenina aromina en presencia de agua. En el caso del espectro experimental se
destacan dos bandas, una en 205 nm y otra débil en 265 nm; mientras que el tedrico se obtiene
la presencia de solo una banda con un maximo en 257 nm. Previamente se ha reportado que
los cdlculos de espectros de UV-Vis por B3LYP (que es el mismo perfil empleado en esta
investigacion) se producen corrimientos de la sefial generada de manera experimental, debido
a que en la simulacién no se tienen en cuenta las interacciones con otras moléculas y la

temperatura se considera cercana a 0 K (Hidalgo et al., 2019).
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Figura 14.- a) Espectro experimental obtenido por UV-Vis, b) Sefial tedrica obtenida de la acetogenina aromina

En la investigacidn se presenta este corrimiento de 205 nm a una longitud de onda mayor (257
nm), como se menciona antes, estas diferencias se atribuyen a la interaccion entre moléculas,
situacidon que no se toma en cuenta en la simulacién. Las bandas se asocian a transiciones de
electrones en los enlaces 1t de las uniones C=C y C=0 que estan presentes en el anillo y-lactona
gue esta presente en la acetogenina aromina. Por su parte la banda que se localiza en 265 nm
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suele atribuirse a compuestos ricos en enlaces OH, como pueden ser los polifenoles, por lo
tanto, se debe tener cuidado al tratar de definir la presencia de acetogeninas con la técnica de
FTIR y UV-Vis, ya que las sefales arrojadas por las acetogeninas se pueden confundir y traslapar

con las sefiales dadas por otros compuestos, principalmente compuestos polifendlicos.

Es importante resaltar que, la presencia de polifenoles en el extracto cubriendo la sefial de las
acetogeninas, no se considera como algo negativo, ya que, al tener una alta presencia de
polifenoles, es posible emplear los extractos de la Annona cherimola Mill en aplicaciones de
sintesis verde, como lo plantea el presente proyecto. Ahora bien, es importante destacar que, si
bien las acetogeninas son aquellas a las que se les atribuye el mayor potencial antitumoral, no

son los Unicos metabolitos secundarios presentes en esta planta con dicho potencial.

El andlisis UV-Vis no solamente se empled para considerar un acercamiento a la presencia de
acetogeninas, sino también como una herramienta de seleccidon de parametros adecuados para
la extraccién por UAE. En conjunto con la medicion de los rendimientos en porcentaje por peso
se realizé una medicidén del espectro de cada uno de los extractos, obteniendo los resultados
mostrados en la figura 15. En esta figura se comparan los espectros obtenidos al variar la
amplitud, el solvente y los tiempos. Como es posible observar, tal como se hacia mencién
Unicamente con los rendimientos en porcentaje de peso, tenemos que las extracciones
realizadas con agua presentan una mayor intensidad en la sefal dada en la regidn de interés
(200-400 nm). Sin embargo, existe una variacidon con respecto a los rendimientos, ya que al
tener 15 minutos con el 100% de amplitud los rendimientos disminuyen, pero la calidad de la
sefial se incrementa, lo que nos indica, una mayor presencia de compuestos, ya sean
polifenoles o acetogeninas. Aun asi, tanto en el caso de extracciones con etanol, como con
extracciones con agua, al realizarse por 5 minutos con el 100% de amplitud, tenemos una mejor
sefial, con mayor intensidad y definicion de las bandas antes mencionadas, lo que coloca a estas
muestras como las éptimas en condiciones de extraccion tanto por el rendimiento como la

presencia de compuestos de interés.
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Figura 15.- Absorbancia de UV-Vis presentada por los extractos en distintos tiempos. a) 5 minutos, b) 10 minutos, c) 15 minutos

Al comparar las tres técnicas de extraccidn se tiene que, como se muestra en la figura 16, en
todas las técnicas, el solvente mds efectivo es el agua, esto confirma los resultados ya
obtenidos en el rendimiento de extraccidon en porcentaje de peso. En esta figura, se presentan
las técnicas de izquierda a derecha: maceracién, soxhlet y UAE. Ahora bien, al revisar la
intensidad de las sefiales tenemos el siguiente orden en efectividad de extraccion SX>UAE>MC.
Esto aplica tanto en agua como en etanol como solvente. De nueva cuenta, al revisar los
tiempos que requiere cada una de las técnicas, la extraccion por UAE presenta una ventaja

importante ya que la sefial otorgada es mas que aceptable y los tiempos son muy pequefios en

comparacion con las otras técnicas.
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Figura 16.- Absorbancia UV-Vis de cada una de las técnicas de extraccion analizadas: a) Maceracion, b) Soxhlet, c) UAE.
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3.1.3 Capacidad antioxidante

En la tabla 7 se resume la informacién respecto a la capacidad antioxidante obtenida con cada
una de las técnicas espectroscépicas. Puede observarse que, en el caso de las pruebas de FRAP,
los valores mas altos de uM equivalentes de acido ascdrbico fueron obtenidos en los extractos
etandlicos, mientras que en el caso del DPPH y CUPRAC, los valores mas altos fueron obtenidos

con los extractos acuosos.

Tabla 7.- Resultados de las pruebas realizadas de capacidad antioxidante.

Muestra DPPH CUPRAC FRAP
Abs. Concentracion Abs. Concentracion Abs. Concentracion
(UM AE-g™) (UM AE-g™) (WM AE-g?)

GW-SX 0.059 638.02 0.3686 679.59 0.2023 783.15
GE-SX 0.1075 537.92 0.2539 356.27 0.2088 822.68
CW-SX | 0.0346 759.88 0.3327 577.11 0.1745 612.22
CE-SX 0.0935 580.26 0.2934 466.79 0.1872 690.05
CW-MC | 0.1852 309.66 0.1073 152.252 0.1104 218.70
CE-MC | 0.2473 235.95 0.13332 31.75 0.1218 288.66
CW- 0.1616 373.02 0.1700 266.83 0.1255 311.37
US13

CE- 0.2066 301.13 0.1470 83.94 0.1452 432.26
US13

Estos resultados brindan un acercamiento a los posibles mecanismos antioxidantes de los
extractos evaluados. Todas las muestras reaccionaron en las tres pruebas, sin embargo, cada
una de las pruebas otorgan informacién distinta de los posibles mecanismos antioxidantes. El
gue reaccione al ensayo DPPH nos indica que existe un mecanismo mixto de transferencia de
electrones y transferencia de atomos de hidrogeno. La diferencia en los resultados de las
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pruebas de FRAP y CUPRAC se pueden explicar debido al potencial de oxidacion mas alto de
FRAP (0.7 V) respecto al de CUPRAC (0.6 V) lo que provoca que los compuestos fendlicos se

oxiden mas rapido.

Es importante destacar que la Annona cherimola presenta valores mds altos en las
metodologias DPPH y CUPRAC que la Annona muricata, mientras que para la metodologia FRAP
los valores de guandbana son mas altos que de la chirimoya. Esto refuerza la idea de que se
presentan diferentes mecanismos de acuerdo a los compuestos fendlicos extraidos, e incluso
puede estar relacionado a una mayor presencia de acetogeninas, ya que se ha relacionado en
algunos casos que la presencia del anillo lactona que se encuentra en las acetogeninas

contribuye en la actividad de la metodologia DPPH.

Comparando todos los métodos de extraccién es posible hablar de consistencia en los
resultados. Existe una mayor capacidad antioxidante en los extractos por Soxhlet, seguido por
UAE vy finalizando con Maceracién; esto coincide con los resultados encontrados en el
rendimiento y, como se verd mds adelante, con la presencia de contenido fendlico. Esto nos
indica una relacion directa entre la capacidad antioxidante y el contenido fenélico, que como se
ha reportado, son compuestos que se consideran como los principales responsables de dicha
capacidad. Por lo tanto, entre mas concentracién de fenoles exista, se tendra una mayor

capacidad antioxidante.

Estos resultados muestran que, si bien la maceracién es aun muy utilizada, no es el mejor
método de extraccidn para obtener buenos resultados y alta efectividad en dichas extracciones.
De nueva cuenta, considerando que la UAE tiene una capacidad antioxidante de al menos el
50% de la que presenta la extraccidn por Soxhlet, y que sus tiempos de extraccidon se reducen

en mas del 99% se convierte en una opcion altamente atractiva.
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3.1.4 Determinacion del Contenido Total de Fenoles (TPC) y el Contenido Total de
Flavonoides (TFC)
Determinar el contenido total de fenoles y flavonoides presentes en un extracto natural es de
suma importancia debido a que son metabolitos secundarios responsables en gran medida de
la capacidad antioxidante del mismo, y por lo tanto de la capacidad reductora; capacidad que es
fundamental al utilizar dichos extractos en aplicaciones como la sintesis verde, o aplicaciones
alimentarias y médicas. Como se observa en la tabla 8, la mayor concentracién de compuestos
fendlicos esta en las muestras obtenidas por la extraccion soxhlet, tanto en el caso de la
extraccidn con agua como en las de etanol, estas concentraciones fueron de 12.82 y 9.69 pg/mL
GAE, respectivamente. Con estos resultados nuevamente se comprueba que con agua como
solvente se obtiene un mayor rendimiento de compuestos fendlicos. Los resultados de
contenido fendlico coinciden con lo arrojado por la prueba de medicién de flavonoides,
manteniendo la tendencia de una mayor presencia en extractos acuosos que en etanolicos con
concentraciones de 10 y 9.37 ug/mL QE, respectivamente. Sin embargo, la mayoria de las
muestras analizadas no muestran presencia de flavonoides, y en particular la muestra CW-US13
presenta un mayor contenido de flavonoides que de fenoles lo cual no puede ser, ya que los
flavonoides siempre se identificaran como parte del contenido fendlico. Estos resultados
contradictorios obligaron a realizar una prueba de mayor precisién para determinar la

presencia de estos compuestos.

Tabla 8.- Resultados de las pruebas de contenido fendlico y flavonoides.

Muestra Fenoles Flavonoides Fla/Fen e-Fenoles e-Flavonoides
Abs. Concentracién Abs. Concentracién Corriente Concentracién Corriente (mA)
(uM GE-mL1) (uM QE-mL?) (mA) (uM GE-mL1)
CW-SX 0.133 12.82 0.020 10 0.78 0.00784 51.27 -
CE-SX 0.100 9.69 0.016 9.37 0.97 0.00737 4639 0 -
CW-MC | 0.064 6.29 - - -—-- NM NM NM
CE-MC 0.246 2.48 - -—-- -—-- NM NM NM
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CW- 0.070 6.80 0.010 9.32 1.37 0.00639 36.19 0 -
Usi3

CE- 0.032 3.16 == = = 0.00364 759 -
Usi3

En conclusidn, es importante que la relacion Flavonoides/Fenoles nunca sea superior a uno, de
lo contrario debemos considerarlo como un falso positivo y por lo tanto buscar analisis de

mayor precision.

3.1.5 Analisis electroquimico del contenido total fendlico (e-TPC) y el contenido total de

flavonoides (e-TFC)

Como se menciona antes el analisis de contenido fendlico y flavonoides por electroquimica es
una técnica mas precisa que los métodos espectroscdpicos, ademds de ser un método rapido. El
aumento en la precision responde a que la cuantificacidon se realiza a partir del potencial
electroquimico de las especies y no de su absorcion de luz, por lo que no hay otros compuestos
gue puedan traslapar la sefial y por tanto generar interferencia y falsos positivos. En este caso
el analisis se realizé unicamente sobre las muestras obtenidas de Soxhlet y UAE que son las de

principal interés debido a lo ya observado respecto al rendimiento y sefial UV-Vis.

Uno de las principales observaciones a destacar es que en ninguna de las muestras se logra
identificar la presencia de flavonoides, lo que nos indica la existencia de un falso positivo en las
pruebas espectroscépicas, ademas de confirmar lo ya observado en los espectros UV-Vis donde
no se observaron las bandas caracteristicas de los flavonoides. Si bien se ha reportado la
existencia de flavonoides en especies de Annonaceae como el caso de la Annona muricata L.,
donde se han observado hasta 29 flavonoides distintos estos suelen encontrarse en la pulpa y
no en las hojas, ademas de que la extraccion suele realizarse con otros solventes como metanol

y metanol acido.
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En el caso de los fenoles tenemos una coincidencia en la tendencia que nos mostraban las
pruebas espectroscopicas, donde la mayor presencia esta en la muestra CW-SX, seguida de CE-
SX, después CW-US13 y por ultimo CE-US13. Sin embargo, la presencia detectada en la prueba
electroquimica es de casi 5 veces mas, por lo que se confirma la mayor sensibilidad de la prueba
electroquimica. La presencia de fenoles reportada coincide con lo reportado para la Annona

cherimola Mill.

3.1.6 Determinacion de la presencia de acetogeninas en las extracciones (HPLC)

De acuerdo a los resultados obtenidos se generaron los cromatogramas que se muestran en la
figura 17. En los cromatogramas pertenecientes a Soxhlet ((a) agua y (b) etanol)) se tienen
tiempos de retencion entre 5 y 13 minutos, con perfiles muy similares. Estos tiempos de
retencién se pueden atribuir a la presencia de 12,15-cis-squamostatin-A y Annoglaxina. Debido
a que no existe suficiente informacién en la literatura respecto a los perfiles fitoquimicos de la
Annona cherimola Mill se atribuyen a estas acetogeninas de acuerdo a lo reportado por Yang y
sus colaboradores (Yang et al., 2010). Sin embargo, aun se considera la posibilidad de que
existan otras acetogeninas presentes; de igual forma, para confirmar que se trata de dichas
acetogeninas es preciso emplear otras técnicas de caracterizacién, como resonancia magnética
nuclear. Es preciso destacar que no se hizo uso de esta técnica ya que el principal interés es
utilizar el extracto completo, aprovechando todas las caracteristicas benéficas de los
metabolitos secundarios presentes en la chirimoya, y no Unicamente las acetogeninas, por lo
tanto, solo se requiere conocer la presencia de las mismas, mas alld de la identificacién exacta.
No obstante, se tiene en cuenta que para futuros proyectos es importante definir de que
acetogeninas se trata, ya que estas pueden influir de manera directa e importante en la
toxicidad hacia las células sanas, de acuerdo a la aplicacidon que se le quiera dar a los extractos,

asi como a los materiales derivados de los mismos.
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Figura 17.- Cromatogramas obtenidos de los extractos acuosos y etandlicos de las técnicas de Soxhlet (a) y b))

Por otra parte, en la misma figura 17 pero en el apartado (c) y (d), que corresponden a los
extractos por UAE con agua y etanol respectivamente, se observa una variacion en los tiempos
de retencidn, principalmente en el correspondiente al etanol. En el caso del extracto realizado
con agua tenemos que su perfil es muy similar al obtenido en Soxhlet, teniendo tiempos de
retencién de 5y 13 minutos, lo que se atribuye a la presencia de squamostatin-A y annoglaxina;
pero en el caso de la extraccién con etanol se presentan otros tiempos de retencién, que se
encuentran en tiempos de 11-17 minutos y 30-54 minutos. Todos estos tiempos de retencién se
atribuyen a la presencia de acetogeninas como annoglaxina, sgquamostatin-A,
isodesacetiluvaricina, asiminecina, murisolina y desacetiluvaricina de acuerdo a lo que Yang ha
reportado (Yang et al., 2010). De esta manera, al observar el cuadro completo de los analisis

HPLC se tiene que, el utilizar agua como solvente, no es lo mdas recomendable para tener una
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extraccion eficiente de acetogeninas, siendo caso contrario cuando empleamos etanol,
particularmente con el método de extraccidn UAE; el cual muestra un excelente rendimiento;
por lo que se puede considerar como una extraccion selectiva orientada a acetogeninas,

utilizando las condiciones de extraccién particulares de esa muestra.

Como se hace mencion antes, todo esto esta restringido a las acetogeninas estudiadas por Yang
y sus colaboradores, sin embargo, es posible que en realidad exista una mayor presencia de
acetogeninas, asi como que no corresponda a la presencia de las acetogeninas aqui
mencionadas. A pesar de esto, se considera que es posible obtener acetogeninas usando el

método de extraccidon UAE y etanol como solvente.

3.2 Nanoparticulas metalicas

A continuacién, se resumen las observaciones y resultados obtenidos a partir de la aplicacion

de las metodologias tratadas en el capitulo 2 para la obtenciéon de las nanoparticulas metalicas.

3.2.1 Sintesis

Como se menciona en la metodologia se inicid buscando la relacidn ideal de HAuCls:extracto.
Para esto se realizaron pruebas con el extracto etandlico, durante la sintesis se observé un
cambio progresivo de coloracion de la solucién, partiendo de un color amarillo claro hasta un
rojo intenso oscuro. Sin embargo, una vez que se realizé el procedimiento de lavado se obtuvo
un color rosa ligero. Para determinar la mejor relaciéon de sal:extracto se utilizé la técnica de
UV-Vis, con esta se monitoreo la sefal del plasmén de resonancia de superficie de las
nanoparticulas de oro, que aparece en la regién de 540 nm aproximadamente. Esta sefial suele
recorrerse de acuerdo al tamano de particula, ademas de mostrar una mayor definicién entre

menor distribucién de tamanos y formas se tengan.
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En la figura 18 se presentan las lecturas de absorbancia de las diferentes relaciones sal:extracto
gue se evaluaron. Como es posible observar, en la relacion 1:2, donde se tiene menor presencia
de sal, se presenta una sefal saturada que se atribuye a la presencia de una alta cantidad de
extracto que no ha reaccionado. Durante el proceso de esta sintesis se observd un rapido
cambio de color, quedando de un color rojo oscuro, casi negro. La sefial del plasmén no es
definida y por lo tanto no se considera como una reaccion ideal, ya que se ha notado que al
tener una reaccidn violenta las propiedades de las nanoparticulas formadas no son las ideales,

debido principalmente a la variedad de formas o tamafios de las particulas.
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Figura 18.- Sefiales UV-Vis del plasmdn de resonancia de las diferentes relaciones Sal:Extracto.

En el caso de la relacidén 1:1, de nueva cuenta se tiene una mayor intensidad de sefal debido a
la parte del extracto que no ha reaccionado con la sal; en este caso la definicion del plasmdn de
superficie es mayor que en el caso de la relaciéon 1:2. Sin embargo, se observa una mayor
definicion del plasmdn en la relacién 2:1, ademas de que el proceso de sintesis es mas lento, lo
gue permite una mejor formacién de las nanoparticulas, asi como de los tamanos. A partir de
esta prueba inicial, realizada con el extracto etandlico, se decidié utilizar la relacion 2:1

Sal:Extracto en todas las pruebas y caracterizaciones siguientes.
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Comparacion entre extractos

Para realizar la comparacién de las sintesis entre los extractos etandlicos y acuosos, como se
menciond antes, se empled la relacidn 2:1 Sal:extracto. Se observd una coloracion mas rojiza en
el caso de la sintesis con extracto acuoso en comparacion al extracto etandlico donde los tonos
tendian mayormente al morado. En la figura 19 se presentan los espectros de estas dos sintesis,
tanto antes del proceso de lavado como posterior al mismo. Una de las principales diferencias
es que previo al lavado se tiene una sefial saturada, debido a la presencia de los restos de
extracto que no reaccionaron en la sintesis. De igual forma, al realizar el lavado se generd un
corrimiento de la sefial maxima del plasmdn de superficie, viendo la sefial correcta del plasmén

al lavar las particulas.
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Figura 19.- Espectros de la sintesis con relacion sal:extracto 2:1 previo al lavado (izquierda) y posterior al lavado (derecha)

Algo importante a destacar es que al realizar el lavado se genera una disminucién de la sefial
del plasmdn, pero la definicidon de dicha sefial no varia demasiado. Ahora bien, analizando las
diferencias entre la senal arrojada por la muestra Aq2:1 y Et2:1 se nota una mayor intensidad
en la sefial del plasmén de las particulas obtenidas con el extracto acuoso y una longitud de
onda menor, lo que nos indica una mayor presencia de particulas y un tamafio menor de las
mismas. De acuerdo a la longitud de onda y la forma de la sefial es posible indicar que la

mayoria de particulas tendran forma cubica o de decaedros, segun lo reportado en la literatura.
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Ya teniendo las particulas lavadas se procedié a la caracterizacién mas detallada, tanto de las

particulas de la muestra Ag2:1 como de las particulas Et2:1.

Ahora bien, de acuerdo a los resultados de las caracterizaciones que se muestran mas adelante,
se decidié modificar la sintesis, de tal forma que el pH empleado fuera mas basico, ya que se ha
determinado en diferentes investigaciones que el uso de pH bdsico puede contribuir a una

menor distribucidon de tamafios, e incluso a una reduccion de los mismos.

Para determinar el pH adecuado de la solucién modificadora se emplearon 3 soluciones con pH
de 10, 12 y 14 realizando tres sintesis individuales con cada extracto. En la figura 20 se observan
los espectros obtenidos con las diferentes modificaciones de pH, tanto con el extracto acuoso
como con el extracto etandlico. Se puede notar que, en ambos casos, al modificar con Ia
solucion de NaOH de pH 14 no se obtiene ninguna sefial que pueda atribuirse al plasmén de
superficie de las nanoparticulas de oro, y, por lo tanto, a la existencia de las mismas, es decir,

con esta modificacion no obtenemos un buen resultado.
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Figura 20.- Espectros de la modificacion de pH. Extracto acuoso (izquierda), extracto etandlico (derecha).
Ahora bien, en el caso de la modificacién con pH 10 se tiene que en la sintesis con extracto
acuoso se intensifica la sefal del plasmén, por lo que se puede considerar un incremento en la
presencia de nanoparticulas; sin embargo, el maximo de la sefal presenta un corrimiento hacia
la derecha, lo que significa que el tamafio de las particulas aumentd. Esto no sucede de la

misma forma en el caso del extracto etandlico. En esta sintesis el espectro no presenta una

70



sefial clara que pueda adjudicarse al plasmoén de resonancia de superficie, por lo que se

considera que no existid una produccidn de nanoparticulas de oro,

Por ultimo, esta la modificacidn con una solucién de pH 12, como es posible observar, la seial,
tanto en el extracto acuoso como en el etandlico, tiene un incremento sobresaliente. En el caso
del extracto acuoso el maximo de la sefial presenta un corrimiento a la izquierda, que, si bien es
pequefio, puede indicar la disminucién del tamafo de particula. El aumento de la sefial se
puede atribuir a una mayor presencia de nanoparticulas. En el caso de la sintesis con extracto
etandlico en este pH es en el Unico donde la banda del plasmdén de resonancia se expresa, v,
por tanto, se considera como el pH ideal para la mejora de las nanoparticulas en tamafio y
distribucidén, de acuerdo a la senal obtenida, sin embargo, para tener un resultado concluyente

es preciso complementar con las técnicas que se describen mas adelante.

En la figura 21 se tiene la comparacién de las sefales de las nanoparticulas obtenidas con
extracto acuoso, en color negro se observa la absorbancia generada por las particulas sin
modificacion del pH y en rojo se tiene la absorbancia de las particulas con el pH modificado con
una solucidon de NaOH en pH 12. Como se ha comentado antes se percibe un aumento de la
sefial del plasmdn al modificar el pH. Ademas del corrimiento ligero de la sefial maxima. En esta

comparacion, estos cambios se hacen mas visibles.
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Figura 21.- Comparacion de la sefial del plasmdn de resonancia de las particulas obtenidas sin modificar el pH (negro) y de las
modificadas (rojo).
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3.3 Caracterizacion

En la seccion de caracterizacion se resumen los resultados obtenidos con las diferentes pruebas
de caracterizacién realizadas, se dan a conocer las propiedades de las nanoparticulas de oro
con mayor detalle. Entre estas propiedades estan la composicién, el tamafio, la forma, la

estructura cristalina y su estabilidad en suspensién.

3.3.1 Caracterizacion composicional

En la caracterizacion composicional se mencionan los resultados de las pruebas que definen la
composicion de las particulas, es decir que compuestos estan presentes. Aqui se mencionan los
resultados de espectroscopia infrarroja; también los resultados antes mencionados de UV-Vis

son resultados de una caracterizacién composicional.

3.3.1.1 Espectroscopia infrarroja

Los resultados de la espectroscopia infrarroja se dividen en dos; en la figura 22 se muestran las
bandas detectadas en las nanoparticulas obtenidas con el extracto etandélico. Como se observa,
se detecta la presencia de los grupos ya analizados en el extracto por si mismo. Esto nos indica
qgue las nanoparticulas tienen una especie de recubrimiento organico que puede potencializar
las propiedades de las particulas en si. Como se hace mencidon en el marco tedrico, las
nanoparticulas de oro tienen potencial como tratamiento antitumoral, al igual que las
moléculas conocidas como acetogeninas que estdn presentes en los extractos; cabe destacar
gue no solo las acetogeninas tienen este potencial, sino que los compuestos polifendlicos

también contribuyen a los efectos antitumorales.
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Figura 22.- Sefial de infrarrojo de las nanoparticulas obtenidas con extracto etandlico.

Dicho esto, esas propiedades antitumorales se pueden ver beneficiadas al estar en conjunto las
nanoparticulas de oro con los compuestos del extracto. Es importante destacar que en la zona
de 3300 cm™ se tiene aun presencia de enlaces O-H, lo que significa que es posible que aun
haya una alta presencia de compuestos polifendlicos, que, de acuerdo al analisis de los
extractos, son los compuestos con mayor presencia en dichos extractos y que contienen este
enlace. Si hacemos referencia a lo estudiado en el marco tedrico, podemos inferir que esta
presencia de compuestos polifendlicos se traduce en una reduccién de produccion de
nanoparticulas, ya que estos compuestos son los principales responsables del proceso de

sintesis.

Ahora, en la figura 23 se presenta el espectro infrarrojo de las nanoparticulas de oro obtenidas
con el extracto acuoso. A diferencia del espectro de la muestra Et2:1, se notan mas cambios

respecto a la sefal que se tenia en el extracto solo. Si bien estdn presentes algunas de las
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bandas, la intensidad es menor, lo que indica una menor presencia de dichos compuestos.

Nuevamente, es importante analizar la zona de 3000 cm-1 donde existe aln una seiial débil

pero que indica una disminucion significativa de los compuestos que tienen enlaces O-H, es

decir, de compuestos polifendlicos
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Figura 23.- Sefial de infrarrojo de las nanoparticulas obtenidas con extracto acuoso

El hecho de que se reduzca dicha banda nos indica que una gran cantidad de polifenoles

participaron en la sintesis y explica porque la sefial obtenida en los espectros UV-Vis es mas

intensa en el caso de Ag2:1 que Et2:1, ya que de nueva cuenta se deduce que existe una mayor

cantidad de nanoparticulas.
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3.3.2 Caracterizacion estructural
Dentro de la caracterizacion estructural se analizaron las propiedades de forma, tamaiio,
cristalinidad y estabilidad de las particulas. Todos los resultados de dichas pruebas se resumen

en la presente seccidn.

3.3.2.1 Morfologia

Para analizar la morfologia de las particulas se empled un microscopio electrénico,
aprovechando las sefiales de electrones transmitidos de alto angulo (SE(L)), que también se
conoce como contraste Z, electrones transmitidos de barrido (BFSTEM) junto con la sefial SE(L),
la sefial de electrones secundarios SE(U) y el conjunto de sefiales de SE(U) y SE(L), de tal forma
gue es posible observar la zona donde se encuentran las nanoparticulas de oro, rodeadas de
una capa de material organico, que, de acuerdo a lo estudiado por IR, corresponde a la

presencia de los extractos.

Microscopia Electrénica de Barrido (SEM)

En las nanoparticulas obtenidas con agua se obtuvieron micrografias que muestran una
tendencia de las particulas a formar agregados. Como se puede apreciar en la figura 24 se
presentan zonas grandes con presencia de particulas pequefias que se aglomeran. En la seccidn
a) de la figura se observa la sefal SE(L) que permite apreciar la presencia de las particulas, sin
embargo, para un mayor contraste y una mejor definicién de la zona donde se localizan las

particulas se emplea la sefal BF+SE(L) que se muestra en la figura 24 b).

AUW 30.0kV 7.9mm x50.0k SE(L) AUW 30.0KV 7.9mm x50.0k BF+SEL+OFF

Figura 24.- Micrografias de las nanoparticulas obtenidas con el extracto acuoso. a) Sefial SE(L) b) Sefial de BF+SE(L) .
Magnificacion de x50, escala de 1 um
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Ahora bien, se buscaron particulas que estuvieran separadas y permitieran tener una
aproximacion al tamano de particula y su morfologia. Esto se puede observar en la figura 25; en
la micrografia a) se presenta la sefial SE(U), que permite observar el tamafio de la particula con
la cubierta orgdnica, lo que le confiere un didmetro de aproximadamente 60 nm. Buscando
observar a mayor detalle la presencia de oro y la forma de la particula se usa la sefial BF + SE(L)
gue se muestra en la micrografia b); se puede notar que la morfologia corresponde a particulas

decaédricas.

E

AuW 30.0kV 7.8mm x200k SE(U)

AuW 30.0kV 7.9mm x200k BF+SEL+OFF

Figura 25.- Micrografias de las nanoparticulas obtenidas con el extracto acuoso. a) Sefial SE(U) b) Sefial de BF+SE(L) .
Magnificacion de x200, escala de 200 nm

Si bien se obtuvieron particulas con tamafnos aproximados de 60 nm, la tendencia a generar
agregados puede contribuir a que no presenten un comportamiento adecuado en la aplicacién
deseada, ademds en una técnica como dispersién de luz es posible obtener tamafios de

particula mayores debido a la presencia de dichos agregados.

Por otra parte, las nanoparticulas obtenidas con el extracto etandlico presentan diferentes
morfologias. Se pueden encontrar decaedros, asi como tetraedros; también, hay algunas
particulas que no se percibe del todo la morfologia. Ahora bien, respecto a la dispersién de
tamaios se observa una gran dispersién, teniendo particulas de gran tamafio y otras muy
pequefias. Como se presenta en la micrografia de la figura 26 a) se observan tamafios de

particula superiores a 100 nm, mientras que hay otras particulas que su tamafio no supera los
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20 nm, esto nos habla de una gran dispersidon de tamafios; situacién que se observa con mayor

claridad en la figura 26 b) donde se ve la sefal SE(U) + SE(L), esto muestra la presencia de oro

de un color verde brillante.

AuEt 30.0kV 7.9mm x50.0k SE{U)

Figura 26.- Micrografias de las nanoparticulas obtenidas con extracto etandlico. a) Sefial SE(U) b) Sefial de SE(U)+SE(L) .
Magnificacion de x50, escala de 1 um

En la figura 26 ya se presentan ciertas morfologias que se mencionaban anteriormente, sin
embargo, en la figura 27 se pueden observar estas morfologias de tetraedros y decaedros con
mayor claridad. Lo tamafios de estas particulas son de aproximadamente 40 nm. En la
micrografia a) observamos la sefial SE(L) mientras que en la micrografia b) se presenta la sefal

SE(U)+SE(L) lo que nos otorga una mayor claridad de donde se encuentra el oro.

AuEt 30.0kV 7.9mm x200k SE(L) AuEt 30.0kV 7.9mm x200k SE+SEL+OFF

Figura 27.- Micrografias de las nanoparticulas obtenidas con extracto etandlico. a) Sefial SE(L). b) Sefial de SE(U)+SE(L) .
Magnificacion de x200, escala de 200 nm
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3.3.2.2 Tamafio de particula

El tamano de las particulas se obtuvo a través de la técnica de DLS; en la figura 28 se muestran
las distribuciones de tamafio que generaron los dos extractos diferentes al actuar en la sintesis.
En el caso de las AuNP obtenidas con el extracto acuoso se tiene una distribucidon de tamafos
reducida, de 150 nm a 350 nm con un maximo en 240 nm. Estamos hablando de un tamafio
grande, considerando que aproximadamente en 60 a 80 nm es donde se ha establecido una
mayor facilidad de accién de las nanoparticulas de oro en las células. Sin embargo, solo hay una
variacion de tamafios de 200 nm. Al comparar estos resultados con los tamafios de las
particulas obtenidas de la sintesis con extracto etandlico, se nota que existe una mayor
cantidad de particulas en tamafnos pequefios (60 nm aprox.); no obstante, la distribucién de

tamafios es muy grande teniendo particulas de hasta 600 nm.

18- I AuNP Chirimoya agua 18 - I AuNP Chirimoya etanol |
60.73
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Figura 28.- Distribuciones de tamario de las nanoparticulas sintetizadas. Extracto acuoso (izquierda), extracto etandlico
(derecha).

La distribucién de tamafios va de 50 nm hasta 650 nm, lo que representa una diferencia de 600
nm, esta distribucién es muy grande y al querer emplear estas particulas en alguna aplicacién
terapéutica, dicha distribucién tan grande de tamafios puede causar conflictos en el correcto

funcionamiento de las particulas en la aplicacion deseada.
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Como se observd en la seccion anterior, los tamafios mostrados en la sintesis con extracto
acuoso pueden deberse a la tendencia a formar agregados, lo que genera tamafos mayores de
lo que realmente se tiene. Ahora, para mejorar la estabilidad y reducir los tamanos se
determind la modificacidon del pH de la sintesis, hacia un pH mas bdsico. En la figura 29 se
muestra la distribuciéon de tamafios obtenida con dicha modificacién. Como se observa, al
realizar dicho procedimiento, los tamafios de las particulas, obtenidas con el extracto acuoso,
cambian de un maximo de 240 nm a un maximo de 10 nm, con una distribucién de tamanos de
8 a 18 nm, lo que representa una variacién de Unicamente 10 nm. Esta reduccién de tamafios
puede considerarse como un resultado positivo, ya que se tiene una significativa reduccion de
tamafios. No obstante, es necesario, antes de emplear las particulas obtenidas en este
procedimiento de modificacion de pH en alguna aplicacion, realizar pruebas que evalten
seriamente la toxicidad de dichas particulas, ya que algunas investigaciones mencionan un
posible aumento en la toxicidad de las mismas, al reducir los tamafios de las nanoparticulas

hasta tamafos muy pequefios.

Il A uNP Chirimoya agua pH modificado |
(10.22)

20 +

Frecuencia relativa (%)

5 10 15 20

Diametro de particula (nm)
Figura 29.- Distribucion de tamafios de la sintesis realizada con pH modificado
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Una observacion importante es que la reduccion mostrada en el analisis puede no deberse
Unicamente a una reduccién real, sino a un aumento en la estabilidad de las particulas, lo que

evitaria la formacién de agregados y, por lo tanto, generar una medicién mas precisa.

3.3.2.3 Andlisis térmico

La prueba realizada dentro de los analisis térmicos fue un analisis termogravimétrico, para
determinar el contenido de nanoparticulas presentes en cada mililitro de solucién. El
conocimiento de esta concentracion de nanoparticulas permite establecer las concentraciones
necesarias en las pruebas antitumorales que se mencionan mds adelante. A continuacién, se

muestran los resultados obtenidos.

Andlisis Termogravimétrico

Como se menciona la prueba realizada se empled para conocer el contenido en peso que existe
de nanoparticulas de oro. Si bien esta prueba se puede realizar con particulas secas, debido a la
informacién requerida también puede hacerse en suspensidn, obteniendo un resultado que no
varia en demasia con el resultado que se obtendria si se secan primero las nanoparticulas. Por
esto se decidid hacer en suspension. En el analisis TGA se realizé de manera simultanea un
analisis de DSC; en la figura 30 se muestran las sefiales de las particulas obtenidas con el
extracto acuoso. En el DSC se observa un cambio en la energia alrededor de los 100 °C, esta
sefial corresponde a la evaporacion del agua y la calcinacién de los compuestos organicos. En la
sefial de TGA se observa la pérdida de peso en la misma zona de 100 °C, quedando Unicamente
el contenido de nanoparticulas de oro en la muestra tomada. La concentracién de las particulas

obtenidas con extracto acuoso es de 4.75 mg/mL.
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Figura 30.- Sefial obtenida del andlisis térmico de las nanoparticulas obtenidas con extracto acuoso. DSC (superior) y TGA
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En la figura 31 por su parte estan los resultados de las particulas obtenidas con el extracto de

etanol. De nueva cuenta en la sefial DSC se presenta el cambio de energia alrededor de los 100

°C donde se presenta la evaporacion del agua y la calcinacién de los compuestos organicos. En

el TGA la pérdida de peso se genera coincidiendo con el cambio de energia que se observé en el

DSC. La concentracion de particulas con extracto etandlico fue de 2.25 mg/mL.
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Figura 31.- Sefial obtenida del andlisis térmico de las nanoparticulas obtenidas con extracto etandlico. DSC (superior) y TGA
(inferior)

3.3.2.4 Potencial Zeta

Como se menciona en la metodologia, el potencial zeta permite conocer la estabilidad de una
solucidn, es decir, si se formaran agregados o se mantendran dispersas las particulas conforme
pase el tiempo. En el caso de las AuNP los resultados obtenidos se muestran en la figura 32. Se
puede observar que existe una tendencia similar entre las nanoparticulas obtenidas con
extracto acuoso que las obtenidas con extracto etandlico. Es preciso aclarar que en los
resultados de esta prueba se busca tener valores muy negativos o muy positivos. Se puede
considerar como estable aquella solucién que presente un potencial zeta de 30 mV o0 mas, o
bien, -30 mV o menos. Al tener pH acido (3), la estabilidad es casi nula, observamos valores de -

10 mV en el caso de las acuosas y -11 mV en el caso de las etandlicas.
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Figura 32.- Potencial Zeta de las AuNP en distintos pH.

Ahora bien, al modificar hacia pH mdas bdsico la estabilidad tiene una mejora significativa.
Cuando se analizé en un pH de 5 los resultados para las particulas acuosas y etandlicas fueron
de -28 mV y -31 mV respectivamente. Si bien en el caso de las particulas obtenidas con extracto
acuoso aun no se supera el valor para considerarse realmente estable, las de extracto etandlico
si lo hacen, manteniendo este valor de -31 mV al pasar a pH de 7. Esta estabilidad mostrada por
las AUNP de extracto etandlico aumenta en pH 9 hasta -33 mV y disminuye ligeramente al subir
el pH a 11, llegando a -32 mV. Por su parte, las AuNP de extracto acuoso aumentan la
estabilidad al pasar a pH 7, logrando valores de -30 mV, lo que representa una suspension
estable. Ahora bien, cuando se aumenta el pH a 9, la estabilidad lograda se pierde y se regresa a
valores por debajo de -30. Sin embargo, cuando se aumenta aun mas este pH hasta 11 se

alcanzan valores de -32 mV.

Existen dos resultados importantes de lo obtenido con esta prueba. El primero es que la
estabilidad de estas particulas aumenta al aumentar el pH, particularmente las AuNP de
extracto acuoso que logran ser estables solo si el pH aumenta a 7 u 11; esto se debe a que la

suspension se aleja del punto isoeléctrico, lo que le confiere una mayor estabilidad. El segundo,
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y tal vez mas importante, es que, al tener un pH de 7, que se considera neutro, tanto las AUNP
de extracto acuoso como las de extracto etandlico son estables. Al ser este el pH del cuerpo
humano es posible considerar que las nanoparticulas conservaran parte de su estabilidad al

ingresar al cuerpo.

Ahora bien, estos resultados permiten realizar con mayor certeza la modificacion del pH
durante la sintesis. En la figura 33 se muestra la comparacién entre la estabilidad mostrada por
las particulas sin modificacién con las modificadas; estas nanoparticulas, como ya se ha

mencionado, se obtuvieron con extracto acuoso.

—H— AuNP Chirimoya agua

—@— AuNP Chirimoya agua pH modificadas
-10 1 l-10.74855
15
-20 -
= -21.0367"
S ®
é .25 ]
8
@ -30 1 P l%
.o W 322621
Q
c .35 -34.6636
g ®
o
407 @-41330¢
@-1230344 /
451 \.46 14405
-50 T T T T T T T T T ]
2 4 6 8 10 12

pH
Figura 33.- Potencial Zeta de las nanoparticulas con modificacion de pH durante la sintesis

Es evidente que existe una mejora significativa en la estabilidad de las particulas al modificar la
sintesis. De igual manera que en los resultados mostrados en el tamafio de las particulas, con la
reduccion de tamafio muy notoria, las AuNP con el pH modificado tienen una estabilidad
mucho mas alta en todas las condiciones de las pruebas. Desde el pH de 3 presentan un valor
de -21 mV, que, si bien no son estables, tienen un valor al doble de lo que presentan las
nanoparticulas sin modificar. Por otro lado, al ir en aumento el pH la estabilidad lo hace de Ia
misma forma, llegando a un maximo en el pH 9 con -46 mV y reduciéndose al elevar el pH a 11.
Nuevamente se observd una buena estabilidad a pH 7, lo que les permitiria conservar dicha

estabilidad en el cuerpo humano; es importante destacar que esto se menciona sin tomar en
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cuenta otras variables que pueden modificar el comportamiento de las particulas y que

requieren de otro tipo de pruebas.

3.3.2.5 Cristalinidad

Es importante conocer cual es la estructura cristalina de los materiales a emplear. En el caso de
las nanoparticulas es necesario conocer cudl es su estructura y su plano de preferencia, ya que
esto nos puede indicar algunas caracteristicas de las mismas, asi como su comportamiento.
Para esto se empled la técnica de difraccién de rayos X; a continuacidn, se muestran los

resultados de dicha prueba.

Difraccion de Rayos X

En la figura 34 se presentan los picos correspondientes a cada uno de los planos cristalinos de
las nanoparticulas de oro obtenidas con extracto acuoso. Debido a las sefales mostradas se
clasifica la celda con una celda cubica centrada en las caras. Siendo esta la estructura cristalina
caracteristica de las nanoparticulas de oro. La mayor sefal se ubica en la regién de 38.14° lo
qgue corresponde al plano (1 1 1), este plano es aquel en el que se presenta la preferencia de

crecimiento (Krishnamurthy et al., 2014).

Ag2:1
(38.14)(111)

B
2
e} -
©
R
(0]
C
2
£

| (44.32) (200

(64.66) (22 0) (77.6)(311)
| A Ane
I I I I I : . ; r T T T 1
I T A 0 60 70 80

2Theta (Grados)

Figura 34.- Sefial obtenida en la prueba de DRX para las nanoparticulas obtenidas con extracto acuoso
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En resumen, debido a las sefiales mostradas, se considera que las nanoparticulas de oro
obtenidas con extracto acuoso son cristalinas, con una estructura cubica centrada en las caras y

preferencia en el plano (11 1).

Ahora bien, en la figura 35 se muestran las sefales obtenidas por las AuNP de extracto
etandlico. En este caso se observa una sefial mas limpia, lo que puede indicar un tamafio de
cristalita mas pequeio, asi como una mayor pureza de las nanoparticulas. De nueva cuenta
tenemos las senales que corresponden a una celda cubica centrada en las caras, con la mayor
intensidad en la sefial de 38.2°, que corresponde al plano (1 1 1), indicando que es el plano

preferente de crecimiento, justo como se menciona en la literatura (Krishnamurthy et al.,

2014).
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Figura 35.- Sefial obtenida en la prueba de DRX para las nanoparticulas obtenidas con extracto acuoso
Al igual que con el extracto acuoso se concluye que las nanoparticulas obtenidas con el extracto
etandlico presentan una estructura cristalina cubica centrada en las caras con la mayor
intensidad en la sefial de 38.2°, que corresponde al plano (1 1 1), de tal forma que este es el
plano preferente de crecimiento, tal y como se menciona en la literatura (Krishnamurthy et al.,
2014). Independientemente del extracto empleado se obtuvieron nanoparticulas cristalinas con

los planos correspondientes a la estructura cubica centrada en las caras.
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3.4 Actividad antitumoral

Para evaluar la actividad antitumoral se empleé el ensayo MTT, en el ensayo, como se
menciona en la metodologia, se empled el extracto puro y las nanoparticulas. Se realizaron
pruebas preliminares para determinar las concentraciones adecuadas; a continuacion, se

resumen los resultados de dicha prueba.

3.4.1 Viabilidad celular

3.4.1.1 Ensayo MTT

A partir de las pruebas preliminares se determind evaluar con las concentraciones de 100
pug/mL, 400 pg/mL y 800 pg/mL. Como se ha mencionado la técnica MTT consiste en una
técnica colorimétrica que evalua la reduccién enzimatica de bromuro de 3- [4,5-dimetiltiazol-2-
il] -2,5-difeniltetrazolio (MTT) a formazdn, en presencia de sucinato deshidrogenasa
mitocondrial, de tal forma que se mide la absorbancia del tratamiento y del control negativo;
de esta manera es posible hacer una relacidn entre estas absorbancias y obtener un porcentaje

de células que aun son viables.

En la tabla 9 se presentan los resultados obtenidos para el extracto, luego de realizar los
calculos correspondientes con la ecuacién 1. Se observa que a altas concentraciones el extracto
presenta toxicidad para los fibroblastos IMR-90, lo que indica que no es posible emplear
concentraciones tan altas del extracto en un tratamiento ya que generariamos un dano a las
células sanas. Por su parte las MCF7, que corresponden a cancer de mama, no se ven afectadas
de manera significativa por el extracto, incluso al aumentar las concentraciones al maximo; no
siendo de la misma forma con las células HepG2, donde al aumentar a concentraciones de 400
ug/mL se tiene mas del 50% de células muertas. Esto indica una posible selectividad del

extracto acuoso de la chirimoya, que no necesariamente se comporta de una forma positiva.
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Tabla 9.- Resultados de viabilidad celular obtenida de la prueba MTT para los extractos acuosos de Chirimoya.

CONCENTRACION IMR-90 MCF7 HEPG2
DE EXTRACTO

100 (uG/ML) ‘ 56.33 72.44 62.12
400 (uG/ML) ‘ 45.86 72.44 43.08
800 (uG/ML) ‘ 32.65 71.04 43.30

En la tabla 10 se resumen los resultados de viabilidad celular en porcentaje para el caso de las
nanoparticulas de oro. Es posible observar un comportamiento muy diferente al mostrado por
el extracto solo. Iniciando con los fibroblastos, no importa cudnto se eleve la concentracién de
nanoparticulas, no se genera muerte celular. En el caso de las células MCF7, se mantiene el
hecho de que no se exista muerte celular en las primeras concentraciones; sin embargo, al
aumentar la concentracién en esta linea celular, se propicia el desarrollo de la misma, situacion
gue debe tenerse muy presente en las posibles aplicaciones a desarrollar. Por altimo, en el caso
de la linea celular HepG2, se genera muerte celular, alcanzando el IC50 (concentracidn
necesaria para lograr el 50% de la muerte celular) en una concentracion de 800 pg/mL.
Logrando muerte celular, pero de una forma muy poco efectiva ya que se requieren altas dosis

para conseguirlo.

Tabla 10.- Resultados de viabilidad celular obtenida de la prueba MTT para las nanoparticulas de oro obtenidas con el extracto
acuoso.

CONCENTRACION DE IMR-90  MCF7 HEPG2
EXTRACTO

100 (uG/ML) 98.88 80.46 69.22
400 (uG/ML) 87.51 86.61 61.08
800 (uG/ML) 100 91.17 47.05
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En la figura 36 se muestran estos resultados de manera grafica, esto permite comparar de
manera visual los resultados ya mencionados. Se presenta una mayor muerte celular en el caso
del extracto puro en comparacién de las nanoparticulas. Las nanoparticulas incrementan la
selectividad, sin embargo, es preciso buscar nuevas pruebas para determinar qué tipo de
muerte se genera, asi como si es posible incrementar la muerte inducida por las nanoparticulas
de oro, ya sea con una modificaciéon superficial o bien mezclado con otro terapéutico ya

establecido en el mercado que permita reducir las dosis requeridas para alcanzar el IC50.

B 100 (ug/ml)
B 400 (ug/ml)
I 800 (ug/mi)

@22 100 (pg/mi)
E222 400 (pg/ml)
800 (pg/ml)

100 +

90 +

% viabilidad (%)

IMR-90 MCF7 HepG2 IMR-80 MCF7

HepG2

Extracto puro NP Extracto Ag.
Figura 36.- Resultados de la prueba MTT del extracto puro (izquierda) y las nanoparticulas de oro (derecha)

3.5 Actividad antibacterial de extractos etandlicos de Annona
cherimola Mill.

La actividad antibacterial se evalud tanto en bacterias gram positivo como en bacterias gram
negativo. El primer resultado observado es que ninguno de los extractos evaluados presentd
actividad en las bacterias gram negativa, en este caso la bacteria P. aeruginosa. Esto sugiere

que la estructura que presenta la bacteria gram positiva S. aureus tiene un papel importante en

la interaccion con los compuestos de los extractos.
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En la figura 37 se muestra la actividad presentada por cada uno de los extractos acuosos contra
la bacteria S. aureus. Es evidente que todos los extractos son dependientes de la concentracidn
para ejercer la actividad antibacterial. Cuando se emplea una concentracién de 2000 pg/mL, en
el caso de maceracién (Figura 37 a), se presenta una actividad antibacterial de 80-90%,
mientras que al disminuir a 1000 pg/mL la actividad disminuye hasta 60-80% 1-2 horas
respectivamente. Cuando llegamos a la menor concentracion que es de 200 pg/mL la actividad
decae hasta menos de 30%; en el caso del extracto por Soxhlet (figura 37 b) se observa un
comportamiento similar, sin embargo, la actividad antibacterial es menor, lo que es un
indicativo que la técnica de extraccién posiblemente degrada los compuestos que tienen dicha

actividad y perjudica en el rendimiento para esta aplicacién.
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Figura 37.- Porcentajes de la actividad antibacterial de los extractos acuosos de la chirimoya empleando diferentes métodos de
extraccion. a) Maceracidn, b) Soxhlet, c) UAE 5 min 50%, d) UAE 5 min 100%

90



Ahora bien, en los extractos de UAE la actividad antibacterial es sobresaliente, en la mayor
concentracion se tiene que la actividad evita totalmente el crecimiento, mientras que al
disminuir a 1000 pg/mL la inhibicién se mantiene por encima del 90%. Es importante notar que
cuando la amplitud de extraccion fue de 100% (figura 37 d) aun con la concentracién mas baja

de 200 pg/mL la actividad se mantiene por encima del 50%.

Se puede considerar que los compuestos antibacteriales que se encuentran en la Annona
cherimola Mill se ven afectados por la presencia de calor; ya que, a pesar de que la técnica de
extraccion por Soxhlet presenta un mayor rendimiento de extraccién en peso su actividad
antibacterial es muy pobre al compararlo con las otras dos técnicas. Tanto maceracién como
UAE presentan una mayor actividad antibacterial; ambas técnicas no requieren de tiempos

prolongados en presencia de temperaturas altas al momento de realizar la extraccién.

Por otro lado, los tiempos cortos de extraccidon necesarios en el método UAE en comparacion
con maceracion, ademds del rendimiento sobresaliente de accién antibacterial, vuelven a

colocar dicho método de extraccion como el mejor para esta aplicacion.
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Capitulo 4.- Conclusiones

Los extractos de Annona cherimola Mill. presentan una mayor capacidad antioxidante respecto
a aquellos que se obtuvieron de la Annona muricata L., esto convierte a la chirimoya en una
especie candidata a aplicaciones antioxidantes. Sin embargo, es necesario realizar estudios in

vivo de la actividad antioxidante, previo a considerar estos resultados como definitivos.

Ahora bien, respecto a los métodos de extraccidn empleados se demostrd que la extraccién por
Soxhlet y la UAE tienen mayores rendimientos de extraccion respecto al método de
maceracion. Es importante destacar que, los rendimientos pueden cambiar respecto al solvente
empleado, incluso dentro de la misma técnica. Al hacer la extraccidn usando agua como
solvente, el rendimiento es mayor en todas las técnicas, esto comparado con los rendimientos
cuando el solvente es etanol. De acuerdo a esto se establece que el agua funciona como un
mejor solvente para obtener mayores cantidades de compuestos presentes en las hojas de la

Annona cherimola Mill.

Se sugiere la presencia de acetogeninas en los extractos de chirimoya al observar los resultados
de las técnicas espectroscépicas FT-IR y UV-Vis en comparaciéon con los calculos tedricos
realizados para cada técnica, por DFT y TD-DFT respectivamente. Se confirmé dicha presencia
con la técnica de HPLC, donde los resultados muestran tiempos de retencidén que se pudieron
atribuir a determinadas acetogeninas de acuerdo a lo reportado en la literatura. La muestra CE-
US13 presentd la mayor definicion en los tiempos de retencidn, lo que indica una mayor
presencia de acetogeninas; debido a esto, se plantea que la UAE puede funcionar como una
extraccién selectiva de acetogeninas como el compuesto mayoritario, esto bajo ciertos

parametros de operacidn y con etanol como solvente.

La UAE presenta tiempos de extraccion que son 99.8% mas rdpidos que el método de Soxhlet,
ademas, permite obtener una presencia significativa de acetogeninas. A pesar de que los
rendimientos de extraccidn y la capacidad antioxidante es mas baja en comparacion al método
soxhlet, la UAE es un método apto para la obtencién de compuestos de chirimoya en tiempos

cortos y con un contenido fendlico y de acetogeninas aceptable.
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Empleando los extractos etandlicos y acuosos de la chirimoya se obtuvieron nanoparticulas de
oro que mantienen una capa de compuestos organicos provenientes de los mismos extractos.
Es importante destacar que los mejores resultados se obtienen al tener una mayor cantidad de
sal respecto al extracto, ya que esto permite una reaccion mas lenta y por lo tanto la morfologia

y los tamafios son mas definidos.

La sefial que se obtiene del plasmdén de resonancia es mas definida en las sintesis que se
realizan con el extracto acuoso, esto se atribuye a una mayor cantidad de polifenoles en estos
extractos, lo que provoca una mayor produccion de nanoparticulas de oro; ya que los
polifenoles son los compuestos que, se ha comprobado, tienen una mayor interacciéon en la

sintesis verde.

De acuerdo a los espectros que se obtuvieron de las AuNP se establecié que, en el caso de las
nanoparticulas obtenidas con extracto acuoso, hay un decremento de la sefial de compuestos
organicos. Esto indica una menor presencia de compuestos polifendlicos y/o acetogeninas; es
posible que estos compuestos fueran participes en el proceso de sintesis, generando una mayor
cantidad de AUNP, pero con menor cantidad de material orgdnico presente posterior a los

procesos de lavado.

Las morfologias observadas, principalmente son tetraédricas y decaédricas, estas son
morfologias que ya se han reportado en investigaciones de sintesis verde con otras especies de
la familia Annonaceae. De igual forma la estructura cristalina fue definida, clbica centrada en

las caras, que corresponde también a una estructura ya reportada.

La estabilidad de las AUNP en pH neutro es alta, esto permitiria el uso de las particulas en el
cuerpo humano, ya que este presenta un pH neutro. La estabilidad se elevé al modificar el pH
desde la sintesis hacia un pH mas basico, esto muestra una reduccién en el tamafio. Previo a la
modificacion de dicho pH se obtuvieron tamafios de aproximadamente 240 nm con el extracto
acuoso, y de 60 nm con el extracto etandlico, mientras que al modificar el pH los tamafnos son
de 10 nm aproximadamente en el extracto acuoso. Esta reduccidn se considera como una

reduccion por la desaparicion de agregados al aumentar la estabilidad en suspension de las
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particulas. La distribucion de tamafnos también disminuye cuando se realiza la sintesis en un pH

mas bdasico, de nueva cuenta contribuyendo el aumento de la estabilidad a esta situacién.

En el estudio de la actividad antitumoral los extractos por si mismos presentaron citotoxicidad
hacia las células cancerigenas HepG2. Sin embargo, con las MCF-7 no existié6 una importante
mortalidad; por otro lado, presentaron una peligrosa tendencia a dafiar fibroblastos, incluso en
las menores concentraciones; esta situacién hace que no sea viable emplear los extractos de
chirimoya en un tratamiento antitumoral. Ahora bien, cuando se emplearon las nanoparticulas,
esta situaciéon cambid, ya que ahora se mostrd una selectividad hacia las células HepGz2,
respetando a los fibroblastos IMR-90. No obstante se encontré que la concentracion ICso es
muy alta, lo que obliga a replantear si las nanoparticulas de oro obtenidas con los extractos de
chirimoya requieren una modificacion adicional que permita aumentar su efectividad en esta

aplicacion.

El estudio de la actividad antibacterial, muestra la oportunidad de tener agentes
antimicrobianos de bajo costo, ya que los extractos tuvieron un comportamiento sobresaliente
contra las bacterias Gram positiva, siguiendo la tendencia de eficiencia en los métodos de
extracciéon UAE>SX>MC. Esto indica, también, que el método UAE permite extraer compuestos

antibacteriales en lapsos de tiempo muy cortos.

Perspectivas a futuro

La presente investigacion abre la posibilidad a futuro para identificar con mayor precisién
cuales son las acetogeninas presentes en las hojas de la Annona cherimola Mill. También,
establece la posibilidad de completar el estudio de la actividad antioxidante con estudios In
vivo, de tal forma que permita establecer la capacidad de estos extractos para ser empleados

en distintas aplicaciones como antioxidantes.

Por otro lado, es posible realizar una investigacién mas profunda sobre la extraccién
empleando Unicamente la técnica UAE, de tal forma que se puedan refinar los parametros que

generen la mayor produccion de los compuestos deseados. Esto puede ir de la mano con
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pruebas de actividad antibacterial, buscando establecer condiciones que permitan extraer

compuestos que sean capaces de actuar contra bacterias Gram negativo.

Respecto a la actividad antitumoral se plantea la posibilidad de usar las AUNP obtenidas por
sintesis verde, en conjunto con otros quimioterapéuticos ya establecidos en el mercado, de tal
forma que se pueda evaluar un posible incremento de actividad antitumoral de ambos,

especificamente sobre la linea celular HepG2, manteniendo la selectividad mostrada en el

presente proyecto.
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