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I. RESUMEN
El carcinoma hepatocelular (CHC) representa uno de los principales problemas de

salud relacionados con el cancer en México y se asocia estrechamente con la cirrosis hepatica.
Los tratamientos actuales son invasivos o de alto costo, por lo que se requiere el desarrollo
de terapias complementarias mas accesibles y efectivas. En este proyecto se propone el disefio
de hidrogeles basados en nanoparticulas de quitosano enriquecidas con extractos naturales de
Tradescantia zebrina (matali) como una alternativa coadyuvante para el tratamiento del
CHC.

El quitosano, un polisacarido derivado de la quitina, destaca por su biocompatibilidad,
propiedades antimicrobianas y capacidad para formar nanoparticulas, mientras que el
alginato ofrece una estructura ideal para la formacion de hidrogeles y la liberacion controlada
de compuestos bioactivos. La combinacion de ambos polimeros busca generar un material

con propiedades fisicas, quimicas y de encapsulacion mejoradas.

Los extractos de T. zebrina contienen fitoquimicos como flavonoides, cumarinas,
saponinas, fenoles y B-sitoesterol, asociados con efectos antioxidantes, antiinflamatorios,
antimicrobianos y anticancerigenos. Dado que su biodisponibilidad y estabilidad son
limitadas, el proyecto contempla su extraccion, purificacion y encapsulamiento en las
nanoparticulas de quitosano dentro del hidrogel, con el fin de evaluar in vitro su liberacion

controlada, biocompatibilidad y potencial anticancerigeno frente al carcinoma hepatocelular.

Se comprob6 la composicion fitoquimica de T. zebrina, obteniéndose los mayores
rendimientos de extraccion con acetona, metanol y la mezcla EtOH/H-0 (75:25), con valores
de 23.52% 18.91% y 22.20% respectivamente. Las nanoparticulas de quitosano sintetizadas
presentaron tamafios entre 100 y 300 nm, rango en el cual se conserva la naturaleza
nanomeétrica del polimero y se favorece la inclusion de los extractos naturales. Los analisis
de los extractos evidenciaron una excelente capacidad antioxidante, con un contenido
fendlico de hasta 60.22 + 0.75 y una actividad ABTS de hasta 322.59 + 0.50. Asimismo, el
perfil de liberacion de los extractos desde la matriz polimérica mostré un comportamiento
constante y una velocidad de liberacion favorable, sugiriendo una potencial aplicacion como

tratamiento coadyuvante.
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I1. ABSTRACT

Hepatocellular carcinoma (HCC) represents one of the main cancer-related health
problems in Mexico and is closely associated with liver cirrhosis. Current treatments are
either invasive or expensive, necessitating the development of more accessible and effective
complementary therapies. This project proposes the design of hydrogels based on chitosan
nanoparticles enriched with natural extracts of Tradescantia zebrina (matali) as an adjuvant

alternative for the treatment of HCC.

Chitosan, a polysaccharide derived from chitin, stands out for its biocompatibility,
antimicrobial properties, and ability to form nanoparticles, while alginate offers an ideal
structure for the formation of hydrogels and the controlled release of bioactive compounds.
The combination of both polymers seeks to generate a material with improved physical,

chemical, and encapsulation properties.

T. zebrina extracts contain phytochemicals such as flavonoids, coumarins, saponins,
phenols, and B-sitosterol, associated with antioxidant, anti-inflammatory, antimicrobial, and
anticancer effects. Given their limited bioavailability and stability, the project contemplates
their extraction, purification, and encapsulation in chitosan nanoparticles within the hydrogel,
in order to evaluate their controlled release, biocompatibility, and anticancer potential against

hepatocellular carcinoma in vitro.

The phytochemical composition of T. zebrina was tested, with the highest extraction
yields obtained with acetone, methanol, and the EtOH/H-O mixture (75:25), with values of
23.52%, 18.91%, and 22.20%, respectively. The synthesized chitosan nanoparticles ranged
in size from 100 to 300 nm, a range that preserves the nanometric nature of the polymer and
favors the inclusion of natural extracts. Analysis of the extracts revealed excellent antioxidant
capacity, with a phenolic content of up to 60.22 = 0.75 and an ABTS activity of up to 322.59
+ 0.50. Furthermore, the release profile of the extracts from the polymer matrix showed
consistent behavior and a favorable release rate, suggesting potential application as an

adjuvant treatment.
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I11. INTRODUCCION
I11.1. Carcinoma Hepatocelular (CHC)

El CHC es un tipo de neoplasia, la cual es un crecimiento anormal de células que
pueden formar una masa o tumor. Se caracteriza por presentarse en el 80-90% de todos los
casos de cancer de higado, ademas de que presenta un alto grado de mortalidad. Usualmente
se presenta como una causa subyacente a una disfuncion en el higado, siendo una de las mas
comunes, la cirrosis, aunque no se descarta su aparicion por infecciones como la hepatitis, la
diabetes o la obesidad [1].

Su desarrollo es complejo pero similar a cualquier otra neoplasia, por ende, conlleva
una serie de procesos gque provienen de una combinacion de factores genéticos y ambientales
en donde las células sanas se transforman en células invasivas, resultado de varias secuencias
preneoplésicas. En general esta secuencia se conforma de una proliferacion incontrolada de
células las cuales no mueren, una inestabilidad genémicay la capacidad de perturbar o alterar

tejidos locales como distantes, o sea, hacer metastasis [2].

Investigaciones han demostrado que la hepatocarcinogénesis (proceso por el cual las
células del higado se transforman en células cancerosas), involucra la accién de muchos
mecanismos celulares como la necro-inflamacion, el estrés oxidativo y un microambiente
tumoral. Ademas, se ven involucrados cambios en los mecanismos de transcripcion y
activacion de las citocinas y quimiocinas. Diversos estudios clinicos han demostrado una

importante relacion entre la inflamacidon de tejido y el desarrollo de tumores malignos [3].
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I11.11. Tradescantia zebrina “matali”

El empleo de la herbolaria como tratamiento auxiliar
en diversas enfermedades nos confiere otra rama de la
ciencia que continla siendo explorada. Las plantas
medicinales han sido utilizadas desde las épocas antiguas,
es por eso que en la actualidad su estudio ha cobrado
relevancia debido a sus propiedades terapéuticas. En este

caso la Tradescantia zebrina conocida cominmente como

“matali”.

Figura 1. Tradescantia zebrina o
“matali”. (Fotografia por L. H. Bailey,
El “matali” es una planta rastrera originaria de en la Standard Cyclopedia of
Horticulture, 1963, Vol. IV.)

México, aunque también puede encontrarse distribuida
desde el sur de Canada hasta Argentina. Su altura va desde los 20 cm a 1 metro, caracterizada
por tener hojas ovaladas con color verde y rayas plateadas y el envés morado o purpura,
presentando una flor color violeta (figura 1). Tradicionalmente, se consume en infusion, al
cual se le agrega limon y miel o azlcar. Sus propiedades suelen extraerse mediante procesos

de maceracion [4].

Esta especie es rica en compuestos fendlicos, los cuales son moléculas bioactivas que
poseen propiedades antioxidantes. Estos han sido ampliamente estudiados debido a su papel
en la neutralizacion de radicales libres, proceso que resulta fundamental en la prevencion de
mecanismos relacionados con el estrés oxidativo, como el desarrollo de céancer, diversas

enfermedades o el envejecimiento prematuro [5].

Cabe mencionar que existe una diferencia entre la capacidad antioxidante, que se
entiende como la cantidad total de radicales libres que cierta sustancia puede eliminar en
condiciones controladas, y la actividad antioxidante, que es la eficiencia o velocidad de la

reaccion entre un antioxidante en particular y un radical libre o un agente oxidante [5].

10
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Existe evidencia donde los extractos metanolico y acuosos de Tradescantia zebrina
mostraron un descenso en la proliferacion de células cancerosas presentando caracteristicas
inhibitorias frente a modelos de lineas celulares cancerigenas. Otra investigacion estudié por
cinco dias el rango de inhibicion del extracto en modelos celulares como el SCC-13'y A-549,
obteniendo resultados prometedores mediante la reduccion de la proliferacion celular y la
induccidn de efectos antiinflamatorios y antioxidantes. Ademas, los mecanismos de accion
han demostrado promover la apoptosis mediante la activacion de caspasas y la inhibicion de
sefiales de supervivencia [6].

Ademas, el andlisis fitoquimico de la planta ha permitido identificar diversos
metabolitos secundarios de interés, entre los que destacan flavonoides, acidos fendlicos y
fitoesteroles, particularmente el [-sitoesterol. Gracias a las propiedades antioxidantes,
antiinflamatorias y antiproliferativas, estos compuestos se consideran candidatos relevantes

para el desarrollo de tratamientos coadyuvantes contra distintas patologias [7].

No obstante, pese al creciente nimero de estudios que respaldan el potencial
terapéutico del “matali”, atin se requieren de investigaciones mas profundas que incluyan
modelos que validen su seguridad, biodisponibilidad y eficacia a nivel farmacolégico. En
este sentido, la integracion de conocimientos etnobotanicos con enfoques modernos como la
nanotecnologia nos abre nuevas posibilidades para el aprovechamiento de esta planta como

recurso natural en el tratamiento coadyuvante de diversas enfermedades [7].

I11.111. Nanoparticulas de quitosano

El quitosano, es un polisacarido que se obtiene a partir de la quitina, es considerado
el segundo biopolimero mas abundante en la naturaleza después de la celulosa. De manera
natural lo encontramos principalmente en los caparazones de los crustaceos, aunque también

puede aislarse de algunos insectos [8].

11
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Es un copolimero lineal formado por residuos de unidades de D-glucosamina y en
menor proporcion, por N-acetil D-glucosamina, distribuidos aleatoriamente en la cadena y
unidos mediante enlaces B-1,4. Su carécter catidnico lo distingue de otros polisacaridos, ya
que es soluble en soluciones acuosas &cidas, ademas de ser capaz de establecer interacciones
electrostaticas con biomoléculas y membranas celulares cargadas negativamente. Su nombre
de acuerdo a la IUPAC es poli(D-glucosamina), con férmula quimica CssH103N9O39 y un peso

molecular de 1526.464 g/mol en su forma parcialmente acetilada.

Las propiedades fisicoquimicas del quitosano dependen en gran medida de su peso
molecular y del grado de desacetilacion, ya que estos parametros determinan su solubilidad,
viscosidad, capacidad para formar peliculas y nanoparticulas estables. Estas caracteristicas,
sumadas a su biodegradabilidad, biocompatibilidad, mucoadhesividad y baja
inmunogenicidad, lo convierten en un biopolimero de gran interés para aplicaciones

biomédicas y biotecnoldgicas [9].

Es asi que el quitosano resulta atractivo para el desarrollo de nanoparticulas capaces
de actuar como matrices de carga, transporte y liberacion de compuestos biolégicamente
activos, tales como proteinas, acidos nucleicos (ADN y ARN), péptidos, farmacos, aceites
esenciales y extractos naturales. Gracias a su caracter cationico, las nanoparticulas de
quitosano pueden formar complejos estables con biomoléculas anidnicas, facilitando su
proteccion frente a la degradacion y mejorando su biodisponibilidad en el organismo. Esta
propiedad le da la ventaja al quitosano como sistema de administracién no viral frente a los

vectores virales tradicionales, ya que podria reducir riesgos inmunolégicos y de mutagénesis

9.

Se han reportado diversas vias de administracion para las nanoparticulas de quitosano,
entre ellas la oral, nasal, parenteral y a través del colon, lo que amplia sus posibilidades
terapéuticas. Sus aplicaciones son especialmente relevantes en la liberacion de farmacos,

terapias génicas, vacunas o como recubrimientos antimicrobianos.

12
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En la industria de tejidos se utiliza en el desarrollo de materiales con potencial
regenerativo. También el quitosano ha sido utilizado en otras areas, por ejemplo, en la
agricultura como biofertilizante o recubrimiento de semillas, o en la industria alimentaria

como conservador [10].

Existen diferentes métodos para la obtencion de nanoparticulas de quitosano, una de
las técnicas mas usadas gracias a su sencillez, bajo costo y ausencia de disolventes organicos
toxicos, es la gelificacion ionotropica, con la cual se han obtenido nanoparticulas de
quitosano cargadas exitosamente [10]. Este procedimiento se basa en la formacion
espontanea de nanoparticulas cuando una solucion acida de quitosano se mezcla rapidamente
con una solucion de tripolifosfato de sodio (TPP) bajo agitacion magnética constante. En este
proceso, los grupos amino del quitosano cargados positivamente interactan con los grupos
fosfato del TPP cargados negativamente, generando una red tridimensional estable, lo que
permite preservar la actividad de los compuestos bioactivos encapsulados. En la figura 2 se
muestra un esquema del mecanismo de reaccion para la formacién de nanoparticulas de
quitosano.

o o o
N“°‘—'i|' — !!' - !! —ONa*

O-Na*+ O-Na* O-Na*
Tripolifosfato (TPP)

Quitosano (CS) A0

Formacioén espontanea de
particulas de CS

Figura 2. Esquema del mecanismo de preparacidn de nanoparticulas de quitosano
[Rodriguez, N. (2010)].
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Por otra parte, existen otros métodos de sintesis, como la emulsificacién, la
precipitacion y el secado por aspersion, la diferencia entre estos métodos se basa en los tipos
de morfologias, tamafios y/o propiedades especificas que se busque obtener. En este sentido,
el quitosano representa un biopolimero versatil y sustentable que ha demostrado un amplio
potencial en el desarrollo de sistemas de liberacion de farmacos, destacando como una
alternativa innovadora en la investigacion biomédica y en la busqueda de nuevas estrategias

terapéuticas.

I11.1V. Hidrogeles de alginato

El desarrollo e investigacion de nuevos materiales ha impulsado la innovacion en
distintos &mbitos cientificos, particularmente en la biomedicina, donde se buscan alternativas
gue permitan tratamientos mas eficaces, menos invasivos y con mejores resultados clinicos.
Dentro de esta area, los hidrogeles han despertado gran interés, ya que se consideran

biomateriales 6ptimos para diversas aplicaciones terapéuticas, como la ingenieria de tejidos.

Los hidrogeles son materiales poliméricos hidréfilos con estructura tridimensional
reticulada, caracterizados por su notable capacidad de absorcion y retenciéon de agua, sin
llegar a disolverse en el medio. Esta propiedad les permite comportarse de manera similar a
los tejidos bioldgicos blandos, lo que favorece su biocompatibilidad y su uso en sistema de

liberacion controlada de farmacos, curacion de heridas y matrices para el crecimiento celular.

La naturaleza hidrofila de los hidrogeles se debe a la presencia de grupos funcionales
como hidroxilo (-OH), carboxilo (-COOH), amida (-CONHy) y sulfénico (-SOsH), unidos a
lo largo de las cadenas poliméricas. La resistencia a la disolucion, en cambio, proviene de las
reticulaciones entre dichas cadenas, generando una red tridimensional estable. Estas
interacciones, que incluyen enlaces de hidrogeno y fuerzas intermoleculares de cohesion,
evitan la desintegracion del material y regulan la porosidad, elasticidad y capacidad de
hinchamiento del hidrogel [11].

14
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Entre los materiales naturales o bioldgicos empelados en el ensamblaje de matrices
poliméricas para liberacion controlada destacan aquellos que son biodegradables,
biocompatibles y de baja toxicidad, ademas de ser renovables y de bajo costo. Los polimeros
naturales méas estudiados para la sintesis de hidrogeles incluyen carbohidratos como el acido
hialuronico, la quitina, derivados de celulosa, dextrano, almidon y alginato, asi como
proteinas como la gelatina, el colageno y el fibrindgeno, ampliamente utilizados por su

similitud con componentes de la matriz extracelular [12].

En particular, el alginato es uno de los polimeros mas empleados para la formacién
de hidrogeles debido a su naturaleza anidnica, su alta capacidad de gelificacion y su origen
natural. Este polisacarido lineal esta constituido por los monosacaridos D-manuroénico (M),
y L-gulurénico (G) enlazados mediante uniones O-glucosidico organizados alternamente
como lo podemos ver en la figura 3 [12]. La proporcion de estos bloques M/G influye
directamente en las propiedades mecanicas del hidrogel: los blogues ricos en G favorecen la
rigidez y estabilidad del gel, mientras que los bloques ricos en M le confieren mayor

elasticidad y flexibilidad.

Ms
M
M H M3 M 1\\
oM
Na*'00C HO
Mg

Figura 3. Estructura quimica del alginato [Shen, S. et al. (2021)].
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La gelificacion del alginato se produce principalmente por interaccion iénica con
cationes divalentes, siendo el Ca?* uno de los mas empleados. En presencia de sales como
CaCl o NaCl, los grupos carboxilato del alginato interactdan con los iones, formado una red
tridimensional estable a través del modelo conocido como “egg-box”. Este mecanismo
permite obtener hidrogeles de alginato con alta capacidad de retencion de agua y propiedades
ajustables en funcion de la concentracion del polimero, el tipo de cation y las condiciones de

sintesis.

Gracias a estas caracteristicas, los hidrogeles de alginato se utilizan en mdltiples
aplicaciones biomédicas, como sistemas de liberacidn controlada de farmacos, encapsulacion
de células o extractos naturales, andamios para la ingenieria de tejidos, apésitos para heridas
y matrices en terapias regenerativas. Su biocompatibilidad y la facilidad de sintesis mediante
procesos suaves y no toxicos los convierten en un material versatil y altamente prometedor

dentro de la investigacion en biomateriales.

16
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IV. JUSTIFICACION

El desarrollo y la investigacion de nuevos materiales han impulsado la innovacion en
diversos campos cientificos. En el ambito de la biomedicina, se busca crear materiales que
faciliten tratamientos més eficaces y menos invasivos. En particular, los tratamientos contra

el cancer suelen ser invasivos, costosos y con efectos secundarios considerables.

Uno de los campos en auge es el uso de nanoparticulas e hidrogeles como sistemas de
liberacion controlada, combinando las mejores propiedades de cada uno. Un ejemplo
representativo es el sistema basado en quitosano y alginato, en el cual ambos componentes
desempefian un papel fundamental: el quitosano aporta una estructura reticulada que da
estabilidad al sistema, mientras que el alginato contribuye a la encapsulacion y liberacion
controlada de los compuestos activos.

Por otro lado, el uso de la herbolaria como tratamiento complementario en diversas
enfermedades representa una rama de la ciencia con gran potencial. EI empleo terapéutico de
plantas es ampliamente conocido, y entre ellas destaca la Tradescantia zebrina, reconocida
por sus propiedades antioxidantes, anticancerigenas, antiinflamatorias y antialérgicas. Por
ello, el desarrollo de hidrogeles que integren nanoparticulas con extractos de Tradescantia
zebrina representa una alternativa prometedora como tratamiento auxiliar, eficaz y de

liberacion controlada para combatir el carcinoma hepatocelular.

V. DESCRIPCION DEL PROBLEMA

Los enfoques terapéuticos actuales en contra del carcinoma hepatocelular en etapas
iniciales como la extirpacién de tumores o el trasplante del 6rgano dafiado, pueden llegar a
ser rechazados por el organismo o llegar a tener efectos secundarios por diversas razones. Lo
que resalta la necesidad del desarrollo de tratamientos auxiliares o coadyuvantes que

contribuyan a la eficacia de los métodos ya existentes.
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VI. ANTECEDENTES

En Méxicoy en el mundo una de las enfermedades actuales mas comunes es el cancer,
que puede presentarse de muchas y diversas maneras, una de estas es el carcinoma

hepatocelular (CHC), el cual es el

tumor maligno més comdn en el
higado, llegando a ser del 80 al 85%
de las neoplasias primarias malignas
de este drgano y se sabe que ocurre
en la gran mayoria de los casos de

Se disemina a otros 6rganos

cirrosis, ademas de ser un tipo de
neoplasia que progresa rapidamente
siendo mayormente detectado en sus
ultimas etapas (figura 1) [13].

A nivel nacional el CHC

ocupa el noveno lugar en incidencia  Figura 4. Progresion del cancer de higado [Gonzalez R.
de neoplasias malignas, con una M., (2022)].
distribucion semejante en ambos sexos. En mortalidad por cancer ocupa el tercer lugar,

siendo el tercero en la mujer y el cuarto en el hombre [13].

Investigaciones han demostrado que las nanoparticulas de quitosano funcionalizadas
presentan efectos potentes en estudios in vitro contra las células de cancer de higado [14].
Ademas, existe evidencia de que el desarrollo de biomateriales de quitosano, funcionalizados
con grupos de acido succinico podria aumentar su eficacia [3].

Por otro lado, ademas de contener acido succinico se ha demostrado que la
Tradescantia zebrina tiene un contenido amplio de fitoquimicos de interés farmacoldgico por
lo que el uso de su extracto junto con las nanoparticulas de quitosano podria potencializar sus

propiedades [4].
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Durante la ultima década el avance en las
investigaciones que demuestran el diverso contenido
fitoquimico de las diferentes especies de Tradescantia ha
encontrado que esta familia contiene alcaloides, taninas,
flavonoides, compuestos fendlicos y fitoesteroles [4]. En
especifico, se ha estudiado el contenido total fendlico y de
flavonoides que contiene la Tradescantia zebrina dando
pauta a que el extracto de estos fitoquimicos pueda ser

estudiado en maltiples aplicaciones, ademas es una especie

que generalmente se usa de ornamento debido a su estética (\
A\
Figura 5. Tradescantia zebrina o

de que una dieta rica en fitoesteroles puede reducir el  “matali” [Butnariu, M., et al. (2022)].

- ], e
L TN

y color (figura 5) [15]. Cabe resaltar que existen reportes

riesgo de cancer en un 20% [15].

En 2023, Ramos-Arcos, et al., realizaron un estudio que demostré diversas
propiedades de la Tradescantia zebrina, con especial interés en su posible aplicacion como
agente antibacteriano, anticancerigeno, antitumoral, entre otros [7]. A partir de estos
hallazgos se puede suponer que el uso del extracto de esta planta podria tener efectos

prometedores contra el carcinoma hepatocelular.

Otros estudios con Tradescantia zebrina han demostrado también una buena actividad
inhibitoria contra la 15-Lipoxygenasa, que es una enzima que cataliza la peroxidacion de los
acidos grasos poliinsaturados y produce metabolitos que estdn implicados en muchas

enfermedades, como el cancer [16].

Por otro lado, Dash et al. [17] lograron identificar compuestos de interés en esta
especie, como lo son la ecdisona, el B-sitoesterol, el 3B,5a,6B-trihidroxi estigmasterol y el
acido succinico. Pese a que estas investigaciones han arrojado resultados prometedores, la
investigacion y desarrollo materiales con extractos de Tradescantia zebrina se encuentra ain

en una etapa emergente, generando asi una linea de investigacion innovadora.
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Como ya se menciond uno de los fitoquimicos de interés presentes en el extracto de
Tradescantia zebrina es el acido succinico, es un acido diprético dicarboxilico (figura 6), se
encuentra en la naturaleza en alimentos como el brdcoli, el ruibarbo y la cafia de azlcar.
También puede encontrarse en el &mbar y en algunas plantas y hongos, se ioniza facilmente
en soluciones acuosas para formar succinato. En los organismos vivos, el succinato
desempefia un papel clave como intermediario metabdlico que vincula el metabolismo celular
con la regulacion de la funcion celular, por lo que podria presentar efectos en la apoptosis y
en consecuencia en la proliferacion de células cancerigenas. Por ejemplo, los resultados de
Xiaoqi, F. (1992) demostraron una tasa del 43% de inhibicion para el acido succinico

(160mg/kg) contra la linea celular sarcoma tipo-180 [18].

H
HO ©

O

Figura 6. Estructura del acido succinico y p-sitoesterol (elaborado por el autor
mediante ChemSketch).

Por otro lado, el B-sitoesterol (figura 6) es otro fitoquimico de interés ya que ha
arrojado resultados favorables en la induccion de la anti-proliferacion y la apoptosis en
células humanas. Aungue el mecanismo por el cual se incrementa la apoptosis no se conoce
del todo bien, se sabe que este compuesto esta asociado con la degradacion de la poli-(ADP-

ribosa) polimerasa (PARP) y la activacion de la caspasa-3 [19].

Segun la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), el empleo de hierbas o productos
a base de hierbas para las necesidades basicas de atencion médica es comunmente utilizado
en las poblaciones, esto como consecuencia del fracaso de las terapias modernas o los efectos

secundarios de los medicamentos contra las enfermedades cronicas, asi como la resistencia
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microbiana, aungue también se emplean como auxiliares terapéuticos. El uso de una planta
nativa de facil acceso como lo es la Tradescantia zebrina y que ademas tiene propiedades de
interés medicinal por su contenido de fitoquimicos, convierten a esta planta en una potencial

especie para la aplicacion en tratamientos auxiliares o coadyuvantes.

Ahora bien, el quitosano es un biopolimero que combina propiedades fisicoquimicas
como la capacidad de formar sistemas tipo hidrogeles, micro y nanoparticulas, con
propiedades biolégicas como la bio y mucoadhesividad. Esto lo hace particularmente
atractivo en la ingenieria y disefio de materiales empleados en ciencias de la salud [20].

Las nanoparticulas de quitosano (QNPs) son polisacaridos que han demostrado su
gran estabilidad, baja toxicidad y su facil método de preparacion. Ademas de proveer una
ruta versatil de administracion de farmacos, ya que presentan gran capacidad para encapsular
y liberar de manera moderada, asi como su capacidad para dirigirse a tejidos especificos, lo
cual las convierte en biomateriales prometedores para mejorar la eficacia y reducir los efectos

secundarios de los tratamientos convencionales [21]. Tripolitostato (TPP)
4

Por lo tanto, pueden ser utilizadas como
sistemas de liberacion controlada de principios
activos brindando un método coadyuvante a los
tratamientos convencionales. Existen distintos tipos
de sintesis, pero la formacion de QNPs a través de la

gelacion ionica tiene un alto potencial en la

obtencion de tamarfios de particula entre 100 — 300

nm los cuales resultan Optimos para la absorcion

OH
1 H H
dentro de sistemas endoteliales y en la liberacion de H_0 N “/‘to/
HO
farmacos, sin interferir con las propiedades del mismo  HO 8 Nﬂyo - 5
2
quitosano [22]. H H H OH

Figura 7. Estructura del quitosano y la formacién de
nanoparticulas de quitosano-tripolifosfato por reticulacion o
gelacién ionotrépica [Khademibami et al. (2020)].
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Durante los altimos afios los efectos de las QNPs en tratamientos contra el CHC han
sido investigados y hasta ahora, no se han encontrado evidencias que pudieran presentar un
riesgo al organismo, al contrario, se ha demostrado que pueden ser un biomaterial prometedor
en este tipo de tratamientos, esto porque se logran acumular selectivamente en los tumores,

gracias a su efecto de permeacion y retencion [23].

Por ejemplo, existe evidencia de que los oligémeros del quitosano poseen efectos
antitumorales probados de manera in vitro, como in vivo; de igual forma sus propiedades
fisicoguimicas y su superficie moldeable juegan un papel crucial en su actividad citotoxica,
ademas de que atacan directamente algunos tipos de canceres que suelen crecer muy

rdpidamente [24].

También existe evidencia de que nanoparticulas que contengan quitosano inducen
muerte celular regulada dependiente del tipo de linea celular, ademéas de mostrar una baja
toxicidad en las células mononucleares. EI mecanismo por el cual promueven la muerte
celular es mediante la induccién en la produccion de especies reactivas de oxigeno, generando
dafio mitocondrial y nuclear, por ejemplo, para células CEM inducen apoptosis y en células
K562 necroptosis [24].

Por otro lado, el uso de hidrogeles de alginato presenta aplicaciones biomédicas en el
tratamiento de heridas cronicas o agudas, asi como en la ingenieria de tejidos [25]. Al ser
materiales poliméricos hidréfilos de estructura tridimensional reticulada, se caracterizan por
su gran capacidad hidro-absorbente, reteniendo y cediendo grandes cantidades de agua sin
disolverse. Son blandos, elasticos e incrementan su volumen al hincharse en presencia de
agua, mientras que en su forma deshidratada son cristalinos y suelen denominarse como

xerogel [25].

Pueden ser de origen natural o sintético, siendo estos primeros los mas estudiados
dada su abundancia en la naturaleza. Investigaciones han demostrado que el uso de estos
como sistemas de liberacion controlada permite una matriz con mayor biodisponibilidad [26],
por ende, su empleo como vehiculos de administracion en tratamientos coadyuvantes de

diversas enfermedades, resulta innovador para el desarrollo de este tipo de biomateriales.
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En general la investigacion en el uso de hidrogeles de alginato en tratamientos contra
el carcinoma hepatocelular se encuentra aun en desarrollo, pero ha demostrado tener una
buena capacidad de encapsular y proteger agentes terapéuticos. Por ejemplo, el alginato ha
sido usado en combinacion con materiales como 6xido de grafeno creando matrices que
mejoran la viabilidad celular y la resistencia mecanica, lo cual lo vuelve candidato
prometedor para estudios preclinicos en el area de la oncologia como la liberacion de

medicamentos dirigidos a células tumorales [26].

Aungue no existe evidencia directa de su uso clinico, los hidrogeles de alginato
podrian utilizarse como complemento en diversas situaciones. Al infundir analgésicos,
antiinflamatorios o sustancias bioactivas, se permite una liberacion mas prolongada y
controlada de estas sustancias, lo que puede ser beneficioso para reducir las molestias o la
inflamacién postoperatoria o al promover la reparacion de tejidos y la cicatrizacion [27].
Gracias a su capacidad de crear barreras fisicas y sellar los sitios de cortes quirdrgicos se
podrian utilizar para minimizar tiempos de cicatrizacion en procedimientos comunes para

etapas iniciales como resecciones quirargicas (extirpacion del tumor) o trasplante de higado.

Es asi que la evidencia actual nos sefiala que los hidrogeles de alginato podrian
resultar efectivos para liberar medicamentos de manera sostenida y controlada, ademas de
que pueden proteger compuestos sensibles, mientras que las nanoparticulas de quitosano

permiten una liberacién mas dirigida hacia células cancerigenas.
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VII. HIPOTESIS

La incorporacién de nanoparticulas de quitosano cargadas con extracto natural de
Tradescantia zebrina “matali” en un hidrogel podria permitir el desarrollo de un vehiculo de
administracién con posible capacidad de ejercer un efecto coadyuvante en tratamientos

anticancerigenos.

VIIl. OBJETIVOS
VII1.1. Objetivo general

e Desarrollar un vehiculo de administracion (hidrogel) que sea capaz de actuar como
acarreador de nanoparticulas de quitosano cargadas con extracto natural de
Tradescantia zebrina como posible tratamiento coadyuvante en tratamientos

anticancerigenos.

VI11.11. Objetivos particulares

e Caracterizar e identificar la muestra de la planta “matali” utilizada para garantizar su
origen e identidad.

e Obtener el extracto de la planta a utilizar y realizar su cromatografia en placa y
columna para la separacion de los compuestos de interés.

e Caracterizar mediante UV-Vis y FT-IR las fracciones obtenidas en la columna
cromatografica.

e Sintetizar y caracterizar nanoparticulas a base de quitosano.

e Sintetizar y caracterizar un hidrogel a base alginato que contenga las nanoparticulas
de quitosano (QNPs).

e Evaluar el perfil de liberacion del hidrogel cargado con nanoparticulas y compuestos

de “matali”.
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O Para la seccion del extracto de Tradescantia zebrina:
REACTIVOS
e Planta triturada MATERIALES

e Silice para columna
e Acetato de etilo grado técnico de
Golden Bell.
e De Sigma-Aldrich:
o Acetona grado industrial.
o Metanol grado industrial.
o EtOH grado industrial.
o Hexano grado técnico.
o Buffer salino de fosfatos
o 2,2-Difenil-1-picrilhidrazil
o +6-Hydroxy-2,5,7,8-tetrametil -
chromane-2-acido carboxilico
(TROLOX) 97%.
o Acido 2,2-azino-bis-(3-
etilbenzotiazolina-6-sulfénico) 98%
o Reactivo fenol de Folin & Ciocalteu

3 Para la seccion de las nanoparticulas de quitosano:
MATERIALES
e Vasos de precipitado de 100 mL
e Probeta de 100 mL
e Parilla con agitacion
e Matraces aforados de 50mL y 10mL
e Pipetas volumétricas de 5mL y 1mL

0 Para la seccion del hidrogel de alginato de sodio:
MATERIALES
e Vasos de precipitado de 100 mL
e Probeta de 100 mL
e Parrilla con agitacion
e Espatula

e Matraces Erlenmeyer de 50mL

e Papel filtro Whatman

e Embudos de vidrio

¢ Vasos de precipitado de 100 mL,
30mL y 10mL

e Soporte universal

e Pinzas de tres dedos

e Espéatula

e Parrilla con agitacion

e Columna cromatografica

REACTIVOS
¢ Quitosano de peso molecular medio.
Sigma-Aldrich
e Tripolifosfato (TPP) Sigma-Aldrich
e Acido acético Sigma-Aldrich
e Agua destilada

REACTIVOS
¢ Alginato de sodio. Sigma-Aldrich
e Cloruro de Calcio de Sigma-Aldrich
e Etanol Sigma-Aldrich
o Buffer de fosfatos pH=7.4
¢ Agua destilada
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IX.11. Extracto de Tradescantia zebrina

Primeramente, la planta fue identificada por el Herbario de Querétaro “Dr. Jerzy
Rzedowski” (QMEX), confirmando que se trata de la especie Tradescantia zebrina, la cual

ingreso a su coleccion con el nimero QMEX00002651.

La planta se lavd y se dejo secar a temperatura ambiente, posteriormente se trituro
con la ayuda de un molino y una malla tamizadora. Se realizaron cuatro extracciones por
maceracion: con Acetato de Etilo, Acetona, MetOH y una mezcla H.O/EtOH (75:25), por 72
horas en agitacion constante, con el objetivo de determinar cual solvente permitia extraer

compuestos fitoquimicos de interés.

De cada extracto, se evalud el rendimiento obtenido mediante la siguiente ecuacion:

gramos de producto obtenido Ec. 1

100

% de rendimiento = — —
rendimiento telrico

Para la identificacion preliminar de los compuestos fitoquimicos de interés, se
realizaron pruebas colorimétricas especificas como fueron: Shinoda para flavonoides,
Liebermann-Buchard para fitoesteroles y Salkowski para esteroles o metilesteroles [28].

A los extractos de Acetonay la mezcla H.O/EtOH (75:25) se les realiz6 una columna
cromatografica (Figura 8), con el fin de separar a los compuestos de interés segin su

polaridad.

Figura 8. Montaje de la columna cromatografica (foto tomada por el autor).
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Por otro lado, la cuantificacion de compuestos fenolicos totales se realizo por el
método Folin-Ciocalteu (FC), el cual se basa en la reduccion del reactivo homoénimo y se
determina a 765 nm con espectrofotometria UV-Vis. [7]. Ademas, se evalud la capacidad
antioxidante de los extractos utilizando varios métodos, los cuales fueron: el de CUPRAC
(Capacidad Antioxidante Reductora Cubica), la eliminacién de radicales libres 2,2-difenil-1-
picrilhidrazilo (DPPH) y el de ABTS (Acido 2,2-azino-bis-(3-etilbenzotiazolina-6-
sulfonico)). Estos ensayos fueron modificados y ajustados al experimento de acuerdo a la
metodologia reportada por VVuolo, M. M., (2019) [33].

Para cada andlisis se realizdé una curva de calibracion de la cual se obtuvieron las

siguientes ecuaciones de linea recta. Los datos fueron tratados con base en estas ecuaciones.

Ec.2 y = —0.0003x + 0.6878 Ec.3 y = —0.0012x + 0.5131

ABTS y—0.6878 DPPH y— 05131
00003 00012
Ec4 vy = 0.0005x + 0.0045 Ec.5 y = 0.0086x + 0.022
0.0045 +0.022
CUPRAC YT — FC y _
0.0005 0.0086

IX.111. Nanoparticulas de quitosano (QNPs)

Se prepararon por el método gelacion idnica usando como agente reticulante el
tripolifosfato pentasodico (TPP). Se realizaron soluciones de TPP de diferentes
concentraciones (0.1% y 0.2%) las cuales se hicieron en agua destilada mientras que la
solucion de quitosano se prepard usando una solucion acuosa de &cido acético al 1 % v/v
[10].
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La incorporacion del extracto a las nanoparticulas se llevo a cabo mediante dos
métodos. En el primero, se sintetizaron inicialmente las nanoparticulas, las cuales fueron
posteriormente resuspendidas para incorporar el extracto. En el segundo método, el extracto
se afiadi6 directamente a la solucion &cida de quitosano antes de la formacion de las

nanoparticulas.

IX.1V. Hidrogeles de alginato de sodio

Para la sintesis del hidrogel se emple6 alginato de sodio. Se pesaron 0.5 g de alginato
y se disolvieron en 50 mL de agua destilada bajo agitacién constante. También, se pesaron
0.5 g de CaCl, los cuales se disolvieron también en 50 mL de agua destilada. Posteriormente,
la solucion de alginato se afiadid a la solucion reticulante de CaClz y se agito hasta obtener
una mezcla homogénea. Una vez formada, la solucion se dejé reposar a temperatura ambiente

sin agitacion durante 24 horas.

Después de este tiempo, el hidrogel se dejo precipitar con etanol durante otras 24
horas. Una vez obtenido este material se centrifugd a 3000 rpm durante 20 minutos y
posteriormente se lavé con una mezcla etanol/agua (1:1 v/v). El gel obtenido se dejo secar

durante 3 dias a temperatura ambiente [11].

Finalmente, al gel seco se le incorporaron las nanoparticulas cargadas con extracto de
Tradescantia zebrina, utilizando como medio una mezcla etanol/agua. Cabe mencionar que,
si la incorporacion de las nanoparticulas de quitosano se realiza inmediatamente después de

la reticulacion, no es necesario secar previamente el hidrogel.

IX.V. Pruebas de caracterizacion

e Los extractos con diferentes polaridades fueron caracterizados mediante
cromatografias en capa fina y pruebas de FT-IR, Cromatografia en columna y

Espectroscopia UV-Vis.
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o Paralos analisis en espectroscopia UV-Vis se emplearon volumenes de 3 mL
para las muestras y de aproximadamente 1 mL para los analisis de capacidad
antioxidante y cuantificacion de polifenoles.

e Las nanoparticulas se caracterizacion mediante andlisis de Dispersion de Luz
Dinamica (DLS) y Potencial Z.

e Adicionalmente se realizaron los ensayos de Folin-Ciocalteu para cuantificar la
presencia de polifenoles y ABTS, DPPH y CUPRAC para medir la capacidad
antioxidante de los extractos.

e Los perfiles de liberacion del extracto se llevaron a cabo usando una membrana de
dialisis y se midieron por espectroscopia UV-Vis para evaluar la cantidad de extracto

liberado.

IX.VI. Perfil de liberacién

Una de las pruebas importantes para evaluar la capacidad de las nanoparticulas e
hidrogeles de expulsar un extracto o algun principio activo es el perfil de liberacion.
Primeramente, se dejaron secar muestras de nanoparticulas e hidrogeles de referencia y
cargados con los extractos de acetona y la mezcla agua/EtOH, esta muestra seca se introdujo
dentro de bolsas de dialisis las cuales fueron contenidas en tubos Eppendorf llenos de buffer

de fosfatos a pH = 7.4 y se dejaron reposar en bafio maria.

Figura 9. Montaje del sistema para la prueba de liberacion (foto tomada por el autor).
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Posteriormente se fueron tomando 3 mL de muestra en lapsos de tiempo
correspondientes a 1h, 2h, 3h, 24h, 48h, 72h y 7 dias, cabe mencionar que por cada toma de
muestra se hizo una adicion del buffer de fosfatos para mantener el mismo volumen del medio
de liberacion. Finalmente, a todas se les midié su absorbancia, todas las muestras fueron

evaluadas por triplicado.

IX.VIl. RECURSOS

O EQUIPOS:
Espectrofotometro UV-Vis. Perkin Elmer, Lambada 365.

e El equipo debe estar calibrado y limpio.

e Losresiduos deben desecharse de acuerdo las Buenas Précticas de Laboratorio.
Espectrofotometro FT-IR. Perkin EImer, Spectrum two.

e Debe estar calibrado y limpio.

e Las muestras deben estar secas.
Equipo de Dispersion de Luz Dinamica (DLS). Anton paar Litesizer 500.

e Los residuos deben neutralizarse y desecharse en contenedores especiales.

O RENOVABLES:
Flora
e Extracto de Tradescantia zebrina bosse. Nombre comin: matali.
e Los residuos organicos pueden compostarse o desecharse en contenedores

especiales.

O INFORMACION:
Normas de trabajo en un laboratorio
e Uso de equipo de proteccién adecuado: bata de laboratorio, guantes, gafas de

seguridad, mascarillas.
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e Conocer la ubicacion de los extintores, botiquines de primeros auxilios,
duchas de emergencia y salidas de emergencia.

e Leer las hojas de seguridad (MSDS) de los productos antes de usarlos.

e Etiquetar correctamente los productos y almacenar los reactivos segun sus
caracteristicas (por ejemplo, inflamables, corrosivos, toxicos).

e Mantener un ambiente limpio y ordenado.

e Evitar la contaminacion cruzada y seguir protocolos de limpieza rigurosos.

e Calibrar y mantener los equipos segun las especificaciones del fabricante.

e Realizar los procedimientos de acuerdo con los protocolos establecidos y
verificar los resultados.

e Disponer adecuadamente de los residuos quimicos, bioldgicos y otros
materiales peligrosos en contenedores especificos.

Consideraciones éticas
e Evaluar los posibles efectos toxicos de las nanoparticulas, tanto a nivel celular
como sistémico, y su impacto ambiental.
e Considerar el riesgo de liberacion de nanoparticulas al ambiente durante el
proceso de fabricacion, uso o eliminacion.
e Garantizar que los resultados y hallazgos relacionados con los riesgos sean
reportados con transparencia.

e Informar adecuadamente sobre los posibles peligros para los trabajadores y

para las personas que puedan estar expuestas a estas particulas.

e Cumplir con las normativas de seguridad y los estandares éticos

internacionales sobre la investigacion con nanomateriales.
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X. RESULTADOS Y DISCUSION

A lo largo del proyecto se realizaron diversos ensayos orientados a la caracterizacion
del extracto vegetal y a la separacion e identificacion de los compuestos bioactivos presentes
en Tradescantia zebrina, empleando técnicas de cromatografia en capa fina (CCF) y
cromatografia en columna (CC). A partir de las fracciones obtenidas mediante la
cromatografia en columna se seleccionaron aquellas con mayor interés fitoquimico para su
posterior incorporacion a la matriz de quitosano. En el caso de las nanoparticulas de
quitosano y del hidrogel formulado, se efectuaron analisis de caracterizacion fisicoquimica,
asi como la determinacion de su eficiencia de encapsulacion, perfil de liberacion controlada.
Los resultados obtenidos permitieron evaluar la funcionalidad del sistema desarrollado,
estableciendo su comportamiento fisicoquimico, su perfil cromatografico y su perfil de

liberacion.

X.l. Extractos de Tradescantia zebrina

Los analisis fitoquimicos preliminares a los extractos fueron cualitativos, utilizando
ensayos colorimétricos (Tabla 1) [28]. A los extractos, obtenidos por maceracion en 4
diferentes solventes (Acetona, Acetato de Etilo, Metanol y EtOH/H,O 75:25, fueron

analizados por tres pruebas de identificacion:

» Prueba Salkowski: Identificacion de esteroles, metilesteroles e indoles, en donde se
debe observar un viraje de amarillo a rojo. Si una muestra no contiene esteroles, el
color de la solucion analizada permanece con su color original.

Los 4 extractos resultaron en un viraje color naranja-rojizo, dando positivo a la

prueba.

» Prueba de Shinoda: Es utilizado para la identificacion de flavonoides y flavonas, en
donde la coloracion se debe a la reduccion de los flavonoides a leucoantocianidinas
por la accion del magnesio y el acido clorhidrico. Se debe observar un viraje a verde

0 azul. Todos los extractos tuvieron un viraje verde oscuro.
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*= Prueba de Liebermann-Buchard: Es usada comunmente para identificacion de

fitoesteroles. Se basa en la reaccion de esteroles con anhidrido acético y &cido

sulfarico, produciendo una coloracion caracteristica. La prueba es positiva a

fitoesteroles cuando se observa un viraje a naranja oscuro o azul.

Prueba

Identificacion

Tabla 1. Pruebas colorimétricas para todos los extractos.

Resultado para Imagen
todos los extractos

SalkowskKi

Shinoda

Liebermann-
Buchard

Esteroles y

Metiesteroles

Flavonoides y

flavonas

Fitoesteroles y
esteroles

+
Prueba positiva Salkowski
(elaborado por el autor).
+
Prueba positiva de Shinoda
(elaborado por el autor).
+

RESRT

Prueba positiva de Liebermann-Buchard
(elaborado por el autor).
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De igual manera, todos los extractos obtenidos en los diferentes solventes fueron
analizados mediante espectroscopia FT-IR y espectroscopia UV-Vis con el objetivo de
observar sus perfiles caracteristicos y determinar cuales presentaban una mayor presencia de

compuestos de interés, principalmente flavonoides y fenoles.

En estos extractos se identificaron sefiales asociadas a compuestos como el acido
succinico y el B-sitoesterol, los cuales se han relacionado con propiedades antioxidantes y
otras actividades bioldgicas relevantes.

1.8
1.6
1.4

1.2

0.8

Absorbancia (A)

0.6
0.4

0.2
2\

200 300 400 500 600 700 800 900

Longitud de onda (nm)

A acetona  =———A AcetE  e=———A MetOH ———A EtOH/H20 75:25

Figura 10. Absorbancias de los extractos obtenidos con diferentes solventes.

En la figura 10 se puede observar el espectro de absorcion UV-Vis de los extractos
de Tradescantia zebrina obtenidos con diferentes solventes (acetona, acetato de etilo,
metanol, etanol/agua 75:25). En general, todos los extractos presentan una alta absorbancia
en la region ultravioleta (200-300 nm), siendo esto caracteristico de la presencia de
compuestos fenolicos, flavonoides y otras moléculas con sistemas conjugados con dobles
enlaces [29], asi como fitoesteroles, de los cuales se reportan sefiales entre los 400 y 500 nm
[30].
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El extracto que presento una mayor absorbancia fue el de acetona (200 nm), seguido
de los extractos en la mezcla EtOH/H20, metanol y por ultimo el de acetato de etilo. Esto
puede sugerir que el comportamiento de los compuestos con alta absorcion, favorece una

mayor extraccion en acetona.

Asimismo, se observaron pequefias bandas entre los 250-300 nm que pueden
atribuirse a ciertas transiciones electronicas =1 — =* de grupos carbonilicos o anillos

aromaticos, tipicos en flavonoides y &cidos fendlicos [30].

Hay una ligera sefial entre los 400-420 nm que podria indicar la posible presencia de
antocianinas o pigmentos asociados, de lo cual también podemos suponer del color
morado/violeta, caracteristico de la Tradescantia zebrina. Después de los 500 nm, todos los
extractos muestran una disminucion significativa en la absorbancia, aunque cabe resaltar que
todos muestran sefiales correspondientes a la clorofila alrededor de los 640 y 670 nm. Esto
también confirma que los metabolitos mayoritarios absorbentes se concentran en la region
UV [30].

A una longitud de onda de 205 nm observamos para el extracto en acetona una
absorbancia de 1.6 A, a diferencia de la mezcla EtOH/H20 75:25 que arroja una absorbancia
de 1.16 A, para el extracto en metanol fue de 0.7 y para el acetato de etilo de 1.07, por lo que
los extractos de acetona y de la mezcla fueron los solventes mas eficientes en la extraccion
de compuestos con alta respuesta en la region UV, lo que concuerda con la polaridad
intermedia de dichos solventes y su capacidad para solubilizar metabolitos fenolicos o

flavonoides en la T. zebrina.

De manera complementaria se obtuvo el rendimiento de cada extracto, y como
podemos observar en la Tabla 2, la mezcla EtOH/H-O obtuvo el mayor rendimiento seguida
por el metanol, siendo indicio esto de la afinidad de los fitocompuestos presentes en la planta.

A pesar de esto el extracto en acetona también presentd un rendimiento considerable.
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Tabla 2. Rendimiento de los extractos obtenidos.

Extracto Rendimiento
EtOH/H20 75:25 23.52%

Acetona 18.91%

Metanol 22.20%
Acetato de Etilo 19.28%

Todos los extractos fueron analizados por FT-IR con el fin de identificar los grupos
funcionales asociados a los compuestos de interés. Los resultados obtenidos se muestran en
los gréficos del 2 al 5. Esta técnica resulta particularmente Gtil en el analisis de extractos
naturales, ya que permite conocer sefiales caracteristicas de enlaces quimicos presentes en

compuestos fendlicos, acidos organicos y fitoesteroles.

De acuerdo a la literatura, es posible asignar ciertas sefiales caracteristicas a grupos
funcionales relevantes, lo que facilita la identificacion preliminar de los compuestos
presentes en los extractos analizados (graficos 2, 3, 4 y 5). De este modo, el espectro FT-IR
constituye una herramienta de apoyo para confirmar la presencia de metabolitos secundarios
relevantes, en conjunto con otras técnicas cromatograficas y espectroscopicas. Como
referencia comparativa, los espectros FT-IR correspondientes al B-sitoesterol y al &cido
succinico, dos compuestos de interés dentro de este trabajo, se encuentran en el Anexo 1, lo
que nos permite contrastar sefiales caracteristicas con las obtenidas en los diferentes
extractos.
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Grafico 1. FT-IR correspondiente al extracto obtenido en Acetona. 36
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Grafico 2. FT-IR correspondiente al extracto obtenido en la mezcla EtOH/H.0 75:25.
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Gréfico 3. FT-IR correspondiente al extracto obtenido en Metanol.
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Gréfico 4. FT-IR correspondiente al extracto obtenido en Acetato de Etilo.
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En el espectro FT-IR del extracto obtenido con acetona (grafico 2) se aprecia una
banda ancha alrededor de ~3400 cm™, la cual se atribuye a la vibracion de estiramiento del
grupo —OH caracteristicos de compuestos fendlicos. Al comparar con los espectros de los
extractos obtenidos con la mezcla EtOH/H20 75:25 (gréfico 3) y con metanol (gréafico 4), se
observa la misma sefial, aunque con mayor intensidad, lo cual podria atribuirse tanto a una
mayor proporcion de metabolitos polares presentes en estas extracciones como a la posible

presencia de restos del solvente.

En todos los extractos analizados se identificaron bandas en ~2900 y ~2800 cm ™, que
corresponden al estiramiento de enlaces C—H de grupos metilo y metileno. Estas sefiales son
comunes en compuestos de naturaleza lipofilica y suelen estar asociadas con la presencia de
fitoesteroles y otros metabolitos secundarios de interés farmacoldgico [31]. De manera
adicional, en los extractos obtenidos en acetona y acetato de etilo (graficos 2 y 5) se registro
una banda en torno a ~1700 cm™!, atribuida al estiramiento del grupo carbonilo (C=0). Esta
sefial puede estar relacionada con la presencia de &cidos organicos, como el &cido succinico,
compuesto al que se le han reconocido propiedades antioxidantes y posibles efectos

moduladores en procesos celulares [32].

Otra region de interés de localiza entre 1600-1510 cm™, donde aparecen bandas
caracteristicas que se relacionan con vibraciones de estiramiento de C=C. Dichas sefiales son
indicativas de la presencia de compuestos fendlicos y flavonoides, metabolitos que han sido
ampliamente estudiados por su capacidad antioxidante, antiinflamatoria y anticancerigena,
lo que otorga un sustento experimental del uso terapéutico de los extractos de Tradescantia

zebrina.

En conjunto, estos resultados, en comparacion con la literatura, sugieren que los
extractos contienen flavonoides, fitoesteroles y fenoles, todos ellos reconocidos por su
potencial en aplicaciones bioldgicas y médicas. Desde un punto de vista practico, el extracto
obtenido con EtOH/H.0 (75:25) resulta particularmente atractivo por su posible aplicacion
terapéutica, dado que esta mezcla de solventes favorece la extraccion de compuestos polares

con alta relevancia biologica.
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Por otro lado, el anélisis de los espectros FT-IR sugiere que el extracto con mayor
concentracion de fitoquimicos corresponde al obtenido con acetona, lo que lo convierte en

un candidato clave para una caracterizacion més detallada.

Por estas razones, ambos extractos, el obtenido con EtOH/H20 (75:25) y el obtenido
con acetona, fueron seleccionados para su posterior separacion mediante cromatografia en
columna y anélisis complementarios, lo que permitird avanzar en la identificacion especifica
de los metabolitos presentes y su correlacion con actividades bioldgicas de interés, mediante

una separacion en columna cromatografica.

Con base en los resultados obtenidos de estas columnas cromatogréficas (graficos 6
y 7) se escogieron varias fracciones a las que se les realizaron caracterizaciones mediante
FT-IR y UV-Vis. Considerando que el acido succinico es un compuesto polar y el B-
sitoesterol es no polar, las fracciones de interés se recuperaron principalmente en solventes
polares como etanol/metanol para la separacion del acido succinico, y en mezclas menos
polares como hexano/acetato para obtener el -sitoesterol. Por lo tanto, se tomaron aquellas
fracciones con mayor concentracion de muestra correspondientes a los sistemas de solventes

en los que era mas probable encontrar dichos compuestos de interés.
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Grafico 5. FT-IR Fracciones de la columna cromatogréafica. Extracto en Acetona. 39
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Grafico 6. FT-IR Fracciones de la columna cromatografica. Extracto obtenido en la mezcla EtOH/H20 75:25.

Las fracciones seleccionadas fueron caracterizadas mediante FT-IR y UV -Vis,
ademas de someterse a pruebas de actividad y capacidad antioxidante al igual que a los
extractos crudos. Estas técnicas se emplearon con el fin de obtener informacion de la
naturaleza estructural de los compuestos presentes, permitiendo establecer una relacion mas

solida entre el perfil quimico y las propiedades funcionales de los metabolitos extraidos.

Como se mencioné previamente, los espectros de referencia del FT-IR del B -
sitoesterol y el &cido succinico se encuentran en el Anexo 1. Al compara estos con los
espectros obtenidos para las fracciones mas representativas de la columna en acetona
(gréficos 8, 9y 10), se identifico una banda caracteristicas del grupo hidroxilo (~3400 cm™),
indicativo de la presencia de compuestos fendlicos, cuya presencia se asocia a propiedades
antioxidantes y protectoras frente al dafio oxidativo. Considerando la baja polaridad del -
sitoesterol, es posible suponer que este compuesto se encuentra mayoritariamente en las

fracciones obtenidas con solventes no polares.

40

v UANWI(E AV " T\ WAVAN NV F 40N



UNIVERSIDAD AUTONOMA DE QUERETARO

FACULTAD DE INGENIERIA

Asimismo, en todos los espectros se identificaron bandas en la region de ~2900 y
~2800 cm™!, atribuibles a la presencia del estiramiento de enlaces C—H presentes en ambos
fitoquimicos de interés. Estas sefiales son comunes a una amplia gama de metabolitos,
incluidos tanto los fitoesteroles como los acidos orgénicos. Por otro lado, la sefial en ~1700
cm™!, asociada a grupos carbonilo y/o dobles enlaces. Esta sefial mostré mayor intensidad en
las fracciones polares, lo que sugiere una concentracion significativa de acido succinico,

compuesto polar que ha sido reportado por su papel en la modulacién de rutas metabdlicas y
en la regulacion del estrés oxidativo a nivel celular [33].
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Gréfico 7. FT-IR de la fraccion Hexano/Acetato de Etilo 25:75. Columna del extracto en Acetona.
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Gréafico 8. FT-IR de la fraccion Acetato de Etilo/Etanol 50:50. Columna del extracto en Acetona.
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Gréfico 9. FT-IR de la fraccion Etanol/Metanol 50:50. Columna del extracto en Acetona.

En las fracciones obtenidas en la columna correspondiente al extracto en EtOH/H20
75:25 (graficos 11, 12 y 13) también observamos bandas caracteristicas de grupos hidroxilo
(-OH) cuya intensidad fue mayor en las fracciones menos polares, lo que sugiere la presencia
de compuestos fendlicos con afinidad hacia estos solventes. Por otro lado, en las fracciones
polares se observan sefiales atribuibles a grupos carbonilo, que incrementan en intensidad al
aumentar la polaridad del sistema de solventes utilizados, lo que indica una mayor

concentracion de &cidos organicos como el succinico en dichas fracciones.

Cabe destacar que, en comparacion con el extracto en acetona, el extracto en
EtOH/H20, mostré un incremento en la intensidad de sefiales de interés, lo que lo posiciona
como el sistema méas compatible para pruebas biolédgicas. Esta preferencia se debe a que el
uso de mezclas hidroalcohdlicas minimiza la presencia de residuos toxicos, mientras que en
los extractos obtenidos con acetona existe el riesgo de que restos de solvente interfieran en
los ensayos, generando inhibicién celular no atribuible a los compuestos bioactivos. En este
sentido, el extracto hidroalcohdlico no solo resulta mas seguro para aplicaciones terapéuticas,

sino que ademas concentra metabolitos polares y fenolicos de gran interés.
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Grafico 10. FT-IR de la fracciéon Acetato de Etilo. Columna del extracto en EtOH/H,0 75:25.
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Gréfico 11. FT-IR de la fraccion Acetato de Etilo/Etanol 50:50. Columna del extracto en EtOH/H20 75:25.
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Gréfico 12. FT-IR de la fraccion Etanol//Metanol 50:50. Columna del extracto en EtOH/H»O 75:25.
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Otro aspecto importante a evaluar en los extractos obtenidos es su capacidad y
antioxidante (Tabla 3 y 4). Es un hecho bien establecido que estos extractos son ricos en
compuestos fendlicos, que actian como metabolitos secundarios de origen vegetal. Estos
compuestos son especialmente valorados por su notable capacidad para neutralizar el estrés
oxidativo. Este fenOmeno, esta intimamente asociado con el desarrollo y la progresion de una
amplia gama de enfermedades crénicas y degenerativas en organismos vivos, incluyendo
enfermedades cardiovasculares, neurodegenerativas y ciertos tipos de cancer. Por lo tanto, la
cuantificacion de la capacidad antioxidante no solo proporciona una medida de la calidad del
extracto, sino que también ofrece una indicacidn de su potencial terapéutico y preventivo en

la salud humana [34].

Tabla 3. Capacidad antioxidante de los extractos obtenidos.

Muestra DPPH FOLINC CUPRAC ABTS
Extracto H.O
- 131.55+0.79 56.88 + 0.93 19.08 + 0.44 372.94 +0.73
Extracto Acetona
1100 124.28 +1.05 4,42 +0.49 35.43+0.78 297.94 +£0.21
Extracto H.O
el 120.60 £ 0.62 34.32 +0.31 67.57 £ 0.50 493.12 +0.76
Extracto Acetona
110 124.15 +0.44 10.44 +0.38 42.18 +0.78 497.21 +0.33

En las Tablas 3 y 4 se muestra la capacidad antioxidante de los extractos de
Tradescantia zebrina, asi como de las fracciones de interés obtenidas mediante cromatografia
en columna, evaluados mediante los métodos DPPH, Folin-Ciocalteu, CUPRAC y ABTS.
Los resultados evidencian variaciones en funcion del solvente de extraccién y de la dilucion

empleada.
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Dentro de la Tabla 4 observamos que los extractos acuosos presentaron un mayor
contenido fendlico (particularmente en la dilucion 1:100) y, en consecuencia, una mayor
capacidad antioxidante en el ensayo DPPH, esto puede relacionarse con que también tuvo la
mayor cantidad de compuestos fenolicos (medido con Folin-Ciocalteau). Esto confirma que
los metabolitos fendlicos son determinantes en la capacidad de captar radicales libres, tal
como ha sido ampliamente descrito para flavonoides y otros polifenoles, en donde se observa
que la accién antioxidante depende del nimero y posicién de los grupos hidroxilo en la
estructura aromatica [35]. Por su parte, los extractos en acetona destacaron en los ensayos
CUPRAC y ABTS, evidenciando la contribucion de compuestos con distinta polaridad a la

capacidad antioxidante total.

Estos hallazgos son coherentes con estudios previos donde los extractos acuosos e
hidroalcoholicos de T. zebrina han mostrado una elevada capacidad antioxidante, atribuida

principalmente a la presencia de flavonoides, acidos fendlicos y fitoesteroles [4].

Tabla 4. Capacidad antioxidante de las fracciones obtenidos.

Columna Fraccion DPPH FOLIN C CUPRAC ABTS
1. Hex / AcEt
138.13 + 0.42 3.11 +0.53 45.40 +0.61 313.91 +0.79
(50:50)
2. Hex / AcEt
Extracto en H20 131.71£0.66  6022+075  4560+0.88 32259+ 0.50
(25:75)
3. EtOH 127.53 +0.51 27.34 +0.37 44.18 +0.29 409.33+0.25
1. Hex / AcEt
129.79 +0.29 6.71 +0.33 44 47 +0.78 471.29 +0.13
(50:50)
2. Hex / AcEt
Extracto en acetona (25:75) 128.95 + 0.40 12.41 +0.33 45.78 + 0.66 307.72 +0.16
3. EtOH 188.71 +0.95 11.67 +0.89 47.40 + 0.95 390.75 +0.39
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De acuerdo a la polaridad de los disolventes y de los fitocompuestos de interés se
espera que los fitoesteroles se encuentren dentro de las primeras fracciones obtenidas y, por
otro lado, los &cidos fendlicos se encuentren en las fracciones més polares. El sistema de
solventes utilizado en las columnas cromatograficas fue el siguiente:

1. Hexano

Hexano / Acetato de Etilo (75:25)
Hexano / Acetato de Etilo (50:50)
Hexano / Acetato de Etilo (25:75)
Acetato de etilo

Acetato de etilo / Etanol (50:50)
Etanol

Etanol / Metanol (50:50)

Metanol

©CoN kDN

En este caso, en las fracciones obtenidas, se observa un comportamiento diferente de
acuerdo al tipo de solvente empelado. En el ensayo DPPH, la fraccion 3 de acetona mostrd
el valor mas alto de todo el estudio, esto indica que la separacion cromatogréafica permitio
concentrar compuestos con una fuerte capacidad de donaciones de electrones, posiblemente
flavonoides con mdaltiples grupos hidroxilo libres. Por otro lado, el contenido fendlico en esta
fraccion no fue el més alto, lo que sugiere que otro tipo de metabolitos no estrictamente
fendlicos (fitoesteroles u otros antioxidantes secundarios) también contribuyen a la actividad
observada.

En cuanto al método CUPRAC, los valores fueron relativamente consistentes entre
las fracciones. Esto nos indica que la capacidad reductora frente a iones clpricos estd mas

distribuida entre los metabolitos presentes en todas las fracciones.

Con respecto al método ABTS, la mayor capacidad se registré en la fraccion 1 de
acetona, este resultado refuerza la idea de que la separacién por cromatografia nos permite

concentrar compuestos activos con afinidad por este radical.
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En las fracciones acuosas, destaca la fraccion 2 que present6 el mayor contenido
fenolico de todas y por lo tanto tuvo una actividad mayor en los métodos DPPH y ABTS. Sin
embargo, la fraccion 3 acuosa mostrd un valor significativo en el analisis de ABTS, por lo
que podemos decir que ademas de los compuestos fendlicos medidos, existen otras moléculas

que pueden neutralizar eficazmente el radical ABTS".

Revisando el estado del arte nos encontramos con reportes donde se ha documentado
que la actividad antioxidante de los extractos de T. zebrina esta asociada principalmente a
flavonoides, fitoesteroles y acidos fenodlicos [4]. En particular, la separacion cromatografica

demostro ser una herramienta efectiva para concentrar metabolitos con alta bioactividad.

De manera similar, estudios en otros extractos naturales han mostrado que esta
separacion cromatografica permite identificar fracciones especificas con actividades
superiores, incluso cuando las especies tienen bajo contenido fendlico, lo que nos hace

suponer la actividad de otros metabolitos antioxidantes [36].

De acuerdo a la informacion obtenida de todos los extractos analizados de T. zebrina
podemos decir que ademas de un alto contenido fenolico también contienen otros metabolitos
que les confiere buenas propiedades antioxidantes. Podemos concluir también que la

polaridad de las fracciones toma importancia en la concentracion de ciertos fitoquimicos.

X.11. Nanoparticulas de quitosano (QNPs)

A continuacién, se presentan los resultados obtenidos a partir de la sintesis de
caracterizacion de nanoparticulas de quitosano, empleadas como acarreadoras de extractos
naturales. El interés en estos sistemas radica en las propiedades intrinsecas del quitosano, el
cual permite la formacion de nanoparticulas capaces de mejorar la estabilidad,

biodisponibilidad y actividad biolégica de los compuestos bioactivos.

En este estudio, su aplicacion se oriento en evaluar el potencial del quitosano como
plataforma de encapsulacion para los extractos y fracciones de T. zebrina, con el objetivo de

potenciar su capacidad antioxidante y aumentar su eficacia en pruebas bioldgicas.
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Primeramente, se llevo a cabo la sintesis de nanoparticulas de quitosano utilizando
dos diferentes concentraciones de TPP, con el proposito de optimizar las condiciones de
formacion y seleccionar aquella que permitiera obtener tamafios adecuados para la
encapsulacion de extractos naturales (Grafico 14). La caracterizacion se realizd6 mediante
dispersion dindmica de luz (DLS), técnica que permite determinar el diametro hidrodindmico
y la distribucion de tamarfios de muestra, asi como mediante la medicidn del Potencial Z para

evaluar la estabilidad coloidal de las suspensiones y la carga superficial.
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Gréfico 13. Caracterizacion mediante DLS para las nanoparticulas de quitosano con concentraciones de TPP al
0.1%y 0.2%.

De acuerdo con la literatura, las nanoparticulas en el rango de 100 a 300 nm mantienen
las propiedades caracteristicas del quitosano a escala nanomeétrica, ademas de presentar una
mayor probabilidad de encapsular de manera eficiente los fitoquimicos de interés, como
flavonoides y fitoesteroles [37]. En este estudio, los resultados indicaron que la formulacion
con TPP al 0.1% produjo nanoparticulas con un menor didmetro promedio y una distribucion
mas uniforme, mientras que con el TPP al 0.2% se obtuvo una distribucion relativamente
homogénea, pero con didmetros mayores. Estos resultados sugieren que concentraciones mas
bajas de TPP favorecen la formacién de particulas mas pequefias y con una dispersién mas
controlada, mientras que un mayor grado de entrecruzamiento tiende a incrementar el tamafio

final de las nanoparticulas.
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En cuanto al Potencial Z (Tabla 6) observamos que ambas concentraciones de TPP
indican una elevada estabilidad coloidal, ya que valores superiores a +30mV suelen asociarse
con una fuerte repulsion electrostatica entre particulas, lo que reduce la posibilidad de que
las moléculas se aglomeren [38]. La ligera diferencia entre ambas formulaciones refleja que,
si bien la concentracion mas alta de TPP genera nanoparticulas de mayor tamafio, estas

mantienen una superficie cargada positivamente, lo que se traduce en una buena estabilidad.

Tabla 5. Potencial Z de Nanoparticulas de quitosano en diferentes concentraciones de TPP.

QNPs Potencial Z (mV)
TPP al 0.1% +41.48
TPP al 0.2% +43.58

Una vez realizadas y perfeccionado la sintesis de las nanoparticulas a las condiciones
buscadas en este proyecto se procedié a realizar la sintesis de nanoparticulas de quitosano
cargadas con los extractos naturales, en donde se obtuvieron tamafios dentro del rango
buscado (Gréafico 16). Las nanoparticulas cargadas con extracto en acetona, en etanol y
metanol arrojaron resultados uniformes y hubo una buena dispersion en los tamafios lo que
sugiere que hubo una forma de interaccion entre los compuestos fendlicos y la matriz de
quitosano. Esta tendencia ha sido descrita en nanoparticulas de quitosano cargadas con
fitocompuestos, donde la encapsulacion provoca un ligero cambio de tamafio y en algunos
casos mayor dispersion [39]. En este caso, se observa un cambio en la incorporacién exitosa
de los extractos en la matriz polimérica, manteniendo tamafios dentro del rango nanométrico

requerido en aplicaciones biomédicas.
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Grafico 14. Caracterizacion mediante DLS para las nanoparticulas cargadas con los diferentes extractos
obtenidos.

Respecto al Potencial Z, las nanoparticulas cargadas con los extractos (Tabla 7), los
valores de Potencial Z disminuyeron considerablemente, esta reduccion refleja la
neutralizacion parcial de las cargas superficiales por la interaccion de los metabolitos como
fenoles, acidos organicos o flavonoides [39]. El valor negativo obtenido para el extracto en
metanol, puede ser debido a una inversion de la carga superficial, probablemente por la
adsorcion de compuestos con caracter 4cido o anidnico. Aunque esto podria indicar que la
estabilidad coloidal puede estar comprometida, en algunos contextos este valor negativo,

podria favorecer interacciones especificas con membranas celulares cargas positivamente
[38].
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Tabla 6. Potencial Z de Nanoparticulas de quitosano cargadas con los diferentes

extractos.
QNPs Potencial Z (mV)
Acetato de etilo +12.77
Acetona +3.50
MetOH -11.53
EtOH/H,0 (75:25) +9.87

Por otro lado, las nanoparticulas cargadas con los demas extractos, si bien presentan
potenciales menores a las de las nanoparticulas en blanco, se favorece una estabilidad relativa
y potenciales aplicaciones en liberacion sostenida. Ademas, esto podria mejorarse en su

incorporacion a la matriz del hidrogel de alginato.

Los resultados obtenidos confirman que la carga de los extractos modifica
significativamente las propiedades fisicoquimicas de las nanoparticulas de quitosano. No
obstante, los tamafios se mantienen dentro del rango nanométrico adecuado y las cargas
residuales positivas en la mayoria de los extractos, permiten considerar estas formulaciones

como sistemas viables para la encapsulacion y liberacién de compuestos bioactivos.

Con todo esto podemos decir que la encapsulacion de los extractos naturales modifica
las propiedades superficiales y el tamafio hidrodinamico de las nanoparticulas, pero siempre
dentro del rango nanométrico adecuado para aplicaciones biomédicas. Ahora bien, estas
técnicas se pueden complementar con la caracterizacion con métodos que permitan observar
directamente la morfologia y disposicion de las particulas. Es asi que la microscopia
electronica de barrido (SEM) constituye una herramienta esencial para poder visualizar la
forma, la superficie y la distribucion de las nanoparticulas de quitosano, proporcionando

evidencia en su estructura que respalde los resultados ya obtenidos.
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Las muestras de las nanoparticulas de quitosano en blanco o sin cargar (QNPsBco),
nanoparticulas de quitosano cargas con extracto en la mezcla EtOH/H20 75:25 (QNPsSEt) y
las nanoparticulas de quitosano cargadas con extracto en acetona (QNPsA) fueron analizadas

por microscopia electronica de barrido.

En la micrografia SEM de las nanoparticulas de quitosano sin carga (Figura 12) se
puede observar una buena dispersion a lo largo del campo muestral, por lo que podemos decir
que es un sistema estable. El tamafio obtenido concuerda con los tamafios obtenidos por
dispersion de luz. En cuanto a su morfologia, las nanoparticulas presentan formas
predominantemente esféricas o elipsoidales, con bordes bien definidos y una distribucion

relativamente uniforme en tamano.

1SkV Srm

Figura 11. Micrografia obtenida por microscopia electronica de barrido (SEM) de nanoparticulas de
quitosano en blanco: A) x5000 y B) x10000.

Cabe mencionar que en todas las nanoparticulas caracterizadas se puede observar una
ausencia de aglomeraciones notorias, este comportamiento confirma que la metodologia de
sintesis empleada permite obtener nanoparticulas con buena estabilidad y homogeneidad

estructural.
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Analizando las micrografias para las QNPsEt (Figura 13) podemos notar un ligero
incremento en los tamarios de particulas en comparacion con el sistema sin carga, lo que es
consistente con los resultados obtenidos mediante el DLS. Esta diferencia sugiere que la
incorporacion de compuestos bioactivos se esta llevando a cabo al interior o en la superficie
de las nanoparticulas. En cuanto a la dispersion, se identificaron areas de la muestra con
ligeros indicios de aglomeracion, lo que podria atribuirse a la afinidad entre ciertos
compuestos presentes en los extractos y la matriz polimérica. Sin embargo, también se
observan zonas en las que predominaban nanoparticulas de quitosano individuales, lo que

probablemente se deba a la preparacion de una muestra muy diluida.

15, 686 Faam

Figura 12. Micrografia obtenida por microscopia electrénica de barrido (SEM) de nanoparticulas de
quitosano cargadas con el extracto obtenido de la mezcla EtOH/H20 (75:25): A) x15000 y B) x20000.

Las QNPsA (Figura 14) tuvieron un comportamiento muy similar a las obtenidas con
extracto en mezcla, es evidente un incremento en los tamafios de particula, lo que respalda la
incorporacion de metabolitos dentro de las nanoparticulas. Aunque en este caso se observo
una mayor tendencia a la aglomeracion, las micrografias revelan la formacion de
nanoparticulas con tamafos relativamente uniformes y morfologia mayoritariamente
esferica. De igual forma, se identificaron regiones con menor densidad de nanoparticulas, lo

que podria estar asociado a restos del extracto que no logro ser completamente encapsulado.
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Figura 13. Micrografia obtenida por microscopia electronica de barrido (SEM) de nanoparticulas de
quitosano cargadas con el extracto obtenido con acetona: A) x10000 y B) x15000.

Los resultados confirman que el sistema de nanoparticulas de quitosano permite una
adecuada encapsulacion de los metabolitos presentes en los extractos, lo que puede potenciar
sus propiedades, aunque la eficiencia del proceso puede variar dependiendo de la naturaleza
del disolvente utilizado. Una morfologia homogénea respalda la viabilidad de estas

nanoparticulas como vehiculo para estudios posteriores de liberacion controlada.

Finalmente, para evaluar la capacidad de las nanoparticulas de liberar el extracto fue
necesario realizar las curvas de calibracion correspondientes a los extractos obtenidos en la
mezcla EtOH/H20 (75:25) y acetona (grafico 15).
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Grafico 15. Curva de concentracion de los extractos en: A) EtOH/H20 y B) acetona.
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+A partir de las curvas se determind la ecuacion de la recta para cada caso, lo que
permitio calcular las concentraciones de las muestras analizadas, cuyos valores se muestran
en la tabla A (ver anexos). El despeje de cada ecuacion lineal se realizé conforme a la

siguiente expresion:

Ecuacién 6 Ecuaciéon 7
y = 0.8185x — 0.0372 y =0.8321x — 0.0146
y+0.0372 y+0.0146
08185 08321

Una vez determinadas las concentraciones de cada muestra, procedemos a graficarlas
con respecto al tiempo (grafico 16). Por practicidad, el perfil de liberacién se evalué
Unicamente para las nanoparticulas con el extracto de la mezcla EtOH/H.0O, realizando todas
las mediciones por triplicado con el fin de garantizar la reproducibilidad y confiabilidad de
los resultados. Con base en los espectros de absorbancia de los extractos se seleccionaron dos
longitudes de onda, correspondientes a aquellas en las que se registraron sefiales de

absorbancia mas significativas.

Al examinar los resultados, se observa que el perfil de liberacion de las nanoparticulas
a 250 nm sigue una cinética de primer orden, lo que indica un incremento progresivo en la
concentracion del extracto liberado conforme avanza el tiempo, probablemente debido a la
difusién controlada de los metabolitos desde la matriz polimérica. De igual manera, las QNPs
evaluadas a 205 nm muestran un comportamiento exponencial de primer orden, caracterizado
por una liberacién constante del compuesto a lo largo del tiempo, por lo que la difusién sera

controlada y sostenida.
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Gréfico 16. Liberacion de QNPsEt a: A) 250nm y B) 205 nm.

Este comportamiento ha sido reportado en sistemas similares de nanoparticulas
poliméricas, en donde la interaccion de la matriz con los compuestos fendlicos tiene efectos
sobre la velocidad de liberacion como la estabilidad de los principios activos o una liberacion
mas prolongada [40]. Esto también podria deberse a la variedad de compuestos bioactivos

presentes en los extractos los cuales presentarian diferentes actividades entre si.

Analizando la fraccidn liberada de las QNPsEt mediante el modelo Korsmever-
Peppas, se considera como liberacion méaxima el valor experimental alcanzado a 180 h. En
ambos sistemas (250 y 205 nm) se observo una liberacion gradual, sin presencia de liberacion
inicial abrupta. La liberacién acumulada fue significativamente mayor para el sistema
monitoreado a 205 nm, alcanzando aproximadamente el 14 %, mientras que a 250 nm se
obtuvo una liberacién cercana al 1.5 %. De acuerdo con el modelo, el comportamiento
observado sugiere un mecanismo de transporte andmalo, en el cual la liberacion esta

controlada tanto por difusién como por la relajacion de la matriz polimérica del hidrogel [40].
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X.111. Hidrogel cargado

El estudio del perfil de los hidrogeles de alginato permitio evaluar la cinética de
liberacion del extracto natural incorporado. Para los hidrogeles se emplearon los que
contenian nanoparticulas cargadas con los extractos obtenidos en acetona y en etanol, los
datos fueron analizados de igual forma a dos longitudes de onda, siendo estas las mas

representativas de los metabolitos presentes en los extractos (graficos 17 y 18).
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Gréfico 17. Liberacion de Hidrogel con QNPsA a: A) 250nm y B) 205 nm.

Al analizar las curvas de liberacion obtenidas, se observd que las muestras
presentaron comportamientos distintos segun la longitud de onda evaluada. En el caso de los
hidrogeles con nanoparticulas de acetona (grafico 17), el perfil de liberacion a 250 nm y a

205 nm se ajusta tanto a un modelo de cinética de primer orden, como exponencial.

Primeramente, en la longitud de onda de 250 nm, la cantidad de extracto liberado
disminuye conforme transcurre el tiempo, lo que indica que el proceso esta controlado por la
concentracion del compuesto activo que queda dentro de la matriz polimérica. Este
comportamiento es caracteristico de sistemas donde los metabolitos se encuentran
encapsulados en una red porosa, desde donde difunden su contenido hacia el medio externo.
[41].
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Por otro lado, a 205 nm se observa una liberacion sostenida del extracto a una
velocidad practicamente constante. En este tipo de cinética, la liberacion depende Gnicamente
del tiempo y no de la concentracion del compuesto activo. Este tipo de comportamientos
suele observarse en sistemas donde el compuesto activo se encuentra saturado dentro de la
matriz, generando un gradiente de concentracion estacionario a través de la misma y
permitiendo una liberacion controlada y uniforme [41].
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Grafico 18. Liberacion de Hidrogel con QNPsEt a: A) 250nm y B) 205 nm.

Los hidrogeles con nanoparticulas de etanol (grafico 18) presentaron un
comportamiento similar, en donde una longitud de onda tiene comportamientos de primer
orden y la otra de orden cero, esto es evidencia de una liberacion sostenida del extracto eficaz
y a velocidades constantes, ademas observamos que para estas muestras hubo una
concentracion menor de compuestos bioactivos a comparacién de las muestras que contenian
el extracto en acetona. Ambas gréaficas de liberacion (grafica 17 y 18) se analizaron mediante
el modelo Korsmever-Peppas [40], en donde para la liberacion de las QNPSA se obtuvo un
porcentaje de liberacion del 13% para el sistema monitoreado a 205 nm, mientras que para
las QNPsEt fue del 14%. Siendo esta la longitud de onda con mayor liberacion acumulada.
En todos los sistemas evaluados se observé una liberacidn gradual y sostenida, sin presencia
de liberacion inicial abrupta.
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Ahora bien, en la caracterizacion por SEM del hidrogel se logra apreciar que existen
diferencias claras entre el hidrogel de alginato con nanoparticulas de quitosano (Figura 14) y

el hidrogel cargado con las manos y los extractos (figura 15y 16).

En todas las micrografias podemos observar que en ciertas zonas se generan
agregados de nanoparticulas lo cual podria ser un indicio de interacciones entre la matriz del

hidrogel de alginato y las nanoparticulas de quitosano.

Zo kU LOHZBE  168kn

Figura 14. Micrografia obtenida por microscopia electronica de barrido (SEM) del hidrogel con
nanoparticulas de quitosano en blanco: A) x1000 y B) x200.

De igual forma podemos notar zonas en donde no se observan nanoparticulas, lo cual
sugiere que la matriz del hidrogel podria incluir una mayor cantidad de nanoparticulas de
quitosano. Entonces, mientras que la formulacion sin extracto muestra una red porosa y
heterogénea, la presencia de metabolitos en las nanoparticulas favorece una superficie
compacta. Esta diferencia sugiere una mayor interaccién entre el polimero y los compuestos
bioactivos, lo cual podria mejorar tanto la estabilidad estructural del hidrogel como la

eficiencia en la encapsulacion y liberacion controlada de los extractos naturales.

Dichas caracteristicas convierten a este sistema en un vehiculo prometedor para
aplicaciones biomédicas y farmacéuticas, especialmente en la administracion de metabolitos

con actividad antioxidante.

59

v UANWI(E AV " T\ WAVAN NV F 40N



UNIVERSIDAD AUTONOMA DE QUERETARO

FACULTAD DE INGENIERIA

Figura 15. Micrografia obtenida por microscopia electrénica de barrido (SEM) del hidrogel con
nanoparticulas de quitosano cargadas con extracto obtenido de la mezcla EtOH/H20 (75:25).
A) x2000 y B) x4000.
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Figura 16. Micrografia obtenida por microscopia electrénica de barrido (SEM) del hidrogel con
nanoparticulas de quitosano cargadas con extracto en acetona: A) x4000 y B) 500.
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XI. CONCLUSIONES

A lo largo de este trabajo, se logré la obtencion, caracterizacion y evaluacion de
extractos naturales de Tradescantia zebrina, identificando su riqueza en compuestos
fendlicos y metabolitos secundarios con notable reconocida actividad antioxidante. Al
utilizar diferentes métodos de evaluacién de capacidad y actividad antioxidante se comprobd
que la capacidad antioxidante de los extractos obtenidos varia segun el disolvente empleado
y las fracciones obtenidas, lo cual resalta la importancia de la polaridad en la extraccion para

la obtencion de los diferentes fitocompuestos de interés.

Posteriormente se logrd desarrollar nanoparticulas de quitosano mediante el método
de gelacion idnica, en donde se tuvo que estandarizar la sintesis para poder obtener tamafios
y morfologias homogéneas, demostrando que los tamafos obtenidos de entre 100 a 300 nm
resultan adecuados para la encapsulacion de fitoquimicos. Esto se confirmé gracias a las

pruebas de caracterizacion a las que fueron sometidas.

La incorporacion de estas nanoparticulas dentro de la matriz del hidrogel de alginato
permitié generar sistemas hibridos con estructuras porosas, como se pudo observar en las
micrografias SEM, donde se evidencio una mejor comparacion entre hidrogeles cargados y
sin cargar. Dichos resultados sugieren una adecuada interaccion entre el polimero y los
metabolitos encapsulados, lo que abre la posibilidad de un sistema de liberacion controlada

con aplicaciones en biomédica y/o farmacéutica.

En general, los hallazgos de esta investigacion demuestran que la T. zebrina contiene
propiedades de interés terapéutico, gracias a la buena concentracién de compuestos
bioactivos con potencial antioxidante. Ademas, gracias a su posterior encapsulacion en
nanoparticulas y una matriz de hidrogeles constituye una estrategia eficaz para potencializar

los efectos de la Tradescantia.
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XI1. ANEXOS

HIT-HO=8760 |5CDRE= [ 1 |SDBS—NU=23321 | [R-NIDA-42865 i NUJOL HULL
S-STIGMASTEN-3BETA-OL
L pgHsg0
Loo
Esn -
£
D T T T T T T T
4000 3000 2000 1500 1000 500
HAVENUHBER ! =11
3413 66 1366 BB 1108 Al anlr 78
2458 T 1333 77 1088 &7 734 8d
2927 4 1313 77 1mz3 4 722 78
2064 9 1266 Al 1qo08 Al [=1:1- T - T
2727 14 1241 &1 aen0 717 SB1 &84
L4654 29 1193 &4 926 A6 488 &E
1377 41 1134 81 a40 4l

Figura A. Espectro IR del beta-sitoesterol. Obtenido del NIST Chemistry WebBook.
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Figura B. Espectro IR del acido succinico. Obtenido del NIST Chemistry WebBook.
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Tabla A. Tabla de concentraciones para los perfiles de liberacion.

Longitud de onda 250 nm Longitud de onda 205 nm

Y Tiempo Concentracién Tiempo Concentracion
(horas) (m/v) (horas) (m/v)
1 0.0650 1 0.8717
2 0.0916 2 1.8518
3 0.1201 3 2.4809
HQNPsA 24 1.2997 24 2.4844
48 1.4275 48 2.5035
72 1.9434 72 2.5058
168 2.1459 168 2.5130
1 0.3704 1 0.7903
2 0.4136 2 1.8341
3 0.4820 3 2.5592
HQPNSsE 24 0.6433 24 2.5776
48 0.9184 48 2.5889
72 1.0631 72 2.6905
168 1.4640 168 2.6665
1 0.1347 1 0.9387
2 0.1455 2 2.5251
3 0.1829 3 2.5702
QNPsE 24 0.2812 24 2.6006
48 0.3252 48 2.5893
72 0.3321 72 2.6836
168 0.3350 168 2.6800
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