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RESUMEN

La nanotecnologia ha cobrado gran importancia como herramienta para el disefio
de nanomedicamentos, resultando en el registro de mas de 60 nanoparticulas (NPs)
para el tratamiento contra el cancer. Existen diversos métodos para la obtencién de
NPs, sin embargo, la mayoria resultan toxicos para el medio ambiente y el ser
humano. Por tal motivo, se ha desarrollado como alternativa segura la sintesis
verde. En dicho método se usan extractos de plantas como medio de sintesis que
al mismo tiempo sirve para su funcionalizacién, debido a la union de moléculas o
metabolitos con actividad biologica en la superficie de las nanoparticulas, ademas
de disminuir el impacto ambiental derivado de los desechos de la reaccién. Los
extractos vegetales se han caracterizado por ser una amplia fuente de compuestos
con actividad biolégica, como es la actividad anticancerigena, incluyendo leucemia,
que, a nivel mundial representa el 38% de los casos de cancer pediatrico. La tasa
de sobrevida de 5 afos al tratamiento en pacientes pediatricos a nivel mundial es
del 90%; sin embargo, los pacientes pediatricos mexicanos tienen una sobrevida de
5 afos del 71.6% para. A nivel mundial, México ocupa el 1°" lugar en las estadisticas
de incidencia y mortalidad por Leucemia Linfoblastica Aguda (ALL por sus siglas en
inglés) en pacientes pediatricos, por lo que constantemente se buscan tratamientos
para dicha enfermedad. En este trabajo se hizo uso de la quimica verde como
herramienta para la obtenciéon de nanoparticulas de oro (NPs-Au) utilizando
extractos de diversas plantas con actividad anticancerigena (Moringa oleifera,
Amphipterygium adstringens y Kalanchoe daigremontiana). Los métodos de
extraccion que se utilizaron fueron homogeneizado ultrasonico y ondas de choque.
Con el objetivo de determinar las caracteristicas fisicoquimicas de las NPs-Au
obtenidas por sintesis verde, se utilizaron técnicas microscopicas vy
espectroscopicas, para definir la morfologia, el tamafio de particula y la dispersion,
asi como técnicas electroquimicas, para determinar parametros como la actividad
antioxidante y el potencial Z. También, se determin¢ la viabilidad celular (MTT) de
las NPs-Au en lineas celulares de leucemia tipo T (Jurkat). En el caso de las tres
plantas los extractos obtenidos por ondas de choque resultaron mas eficientes en
la sintesis de NPs-Au con tamafo y forma controlada. Las NPs-Au de
Amphipterygium adstringens AuNPs@SWCD presentaron disminucién en la
actividad antiproliferativa hasta en un 50 %. La quimica verde es una herramienta
funcional para la sintesis de NPs-Au, que, controlando el tiempo y temperatura de
sintesis pueden resultar en el tamafo y forma deseada.

Palabras Clave: Leucemia; NPs-Au; NADES; Quimica Verde; actividad

proapoptética, actividad antiproliferativa.



ABSTRACT

Nanotechnology has gained great importance as a tool for the design of
nanomedicines, resulting in the registration of more than 60 nanoparticles (NPs) for
cancer treatment. There are various methods to obtain NPs, however, most are toxic
to the environment and humans. For this reason, green synthesis has been
developed as a safe alternative. In this method, plant extracts are used as a means
of synthesis that at the same time serves for their functionalization, due to the binding
of molecules or metabolites with biological activity on the surface of the
nanoparticles, in addition to reducing the environmental impact derived from waste.
the reaction. Plant extracts have been characterized as a wide source of compounds
with biological activity, such as anticancer activity, including leukemia, which,
worldwide, represents 38% of pediatric cancer cases. The 5-year survival rate after
treatment in pediatric patients worldwide is 90%; However, Mexican pediatric
patients have a 5-year survival rate of 71.6%. Worldwide, Mexico ranks 1st in
incidence and mortality statistics for Acute Lymphoblastic Leukemia (ALL) in
pediatric patients, which is why treatments for this disease are constantly being
sought. In this work, green chemistry was used as a tool to obtain gold nanoparticles
(NPs-Au) using extracts from various plants with anticancer activity (Moringa
oleifera, Amphipterygium adstringens, and Kalanchoe daigremontiana). The
extraction methods used were ultrasonic homogenization and shock waves. To
determine the physicochemical characteristics of the Au-NPs obtained by green
synthesis, microscopic and spectroscopic techniques were used to define the
morphology, particle size, and dispersion, as well as electrochemical techniques to
determine parameters such as antioxidant activity. and the Z potential. Also, the cell
viability (MTT) of the Au-NPs was determined in type T leukemia cell lines (Jurkat).
In the case of the three plants, the extracts obtained by shock waves were more
efficient in the synthesis of NPs-Au with controlled size and shape. The AuNPs-Au
from Amphipterygium adstringens AuNPs@SWCD showed a decrease in
antiproliferative activity by up to 50%. Green chemistry is a functional tool for the
synthesis of Au-NPs, which, by controlling the synthesis time and temperature, can
result in the desired size and shape.

Key words: Leukemia; NPs-Au; NADES; Green chemistry; proapoptotic

activity, antiproliferative activity.
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1. INTRODUCCION

La nanotecnologia ha sido un campo interdisciplinario prometedor para el desarrollo
de farmacos, debido a las propiedades fisicas, quimicas y eléctricas de las
nanoestructuras. Las NP-Au han demostrado ser una opcién biocompatible para ser
utilizadas como acarreadores de farmacos, agentes de imagenologia y para terapia
fototérmica (Lopez et al., 2015). Sin embargo, en la sintesis quimica y fisica de las
nanoparticulas (NPs), se utilizan agentes estabilizantes y reductores que resultan
toxicos para la salud, ademas de que generan desechos que contaminan el medio
ambiente. Por lo anterior, desde hace tres décadas se ha propuesto el uso de
tecnologias que sean menos agresivas con el medio ambiente y que puedan
obtener materiales que sean seguros para su uso en seres humanos. En la década
de los 90, Paul Anastas describid que. “La quimica verde se enfoca en el uso, disefio
y manufactura de procesos quimicos que tengan poco o nulo potencial de
contaminacion o riesgo ambiental y que sean tanto econémica y tecnologicamente

viables” (Anastas, Williamson,1994).

La quimica verde plantea el uso de técnicas de sintesis, y uso de procesos quimicos
que reduzcan el dafio al medio ambiente, asi como a los seres humanos. La sintesis
verde, hace uso de los extractos de plantas con bioactividad comprobada para
sintetizar y funcionalizar NPs (Zhou et al., 2014). Los extractos de diversas plantas
medicinales han demostrado tener actividad anticancerigena, de los cuales, el
extracto metanolico del Cuachalalate (Amphipterygium adstringens), que es una
planta endémica de México, tiene actividad antiproliferativa y proapoptética en
lineas celulares de leucemia linfoblastica tipo T (Rodriguez-Garcia et al., 2015). Por
otro lado, los extractos de Moringa (Moringa oleifera), que es una planta endémica
de la India, han demostrado tener actividad inhibitoria de la sintesis de integrinas,
asi como inducir la actividad de la caspasa-3, lo que resulta en apoptosis celular
(Tiloke et al.,, 2018). Ademas, estudios fitoquimicos del Aranto (Kalanchoe
daigremontiana) han resultado en la identificacion de bufadiendlidos, los cuales han

49



reportado tener actividad antineoplasica en lineas celulares de leucemia
linfoblastica aguda tipo T (Garcia-Pérez et al., 2018).

Los métodos de extraccidén, también son considerados verdes cuando el tiempo se
reduce y cuando consumen menos energia en comparacion con los métodos
tradicionales (Chemat et al., 2019). Actualmente, se utilizan métodos de extraccion
verde asistidos por ultrasonido y recientemente, por ondas de choque.
Adicionalmente, la extraccion verde, involucra el uso de solventes que sean
biodegradables, reutilizables y generen poca o nula cantidad de desechos para su
obtencion (Chemat et al.,, 2019). El agua, el etanol y los solventes eutécticos
profundos naturales (NADES, por sus siglas en inglés), son considerados como
solventes verdes pues no ponen en riesgo al medio ambiente o al ser humano. Los
NADES son sistemas eutécticos que se producen de manera natural en diversos
organismos y que solubilizan diversos compuestos gracias a la interaccion entre
compuestos donadores de puentes de hidrogeno (HBD) y aceptores de puentes de
hidrégenos (HBA), lo que genera una amplia red de puentes de hidrégeno (Abbott
et al., 2003; Choi et al., 2011; Clarke et al., 2018).

La leucemia representa aproximadamente el 80% de los casos de cancer pediatrico
a nivel mundial, afecta a los monocitos y los linfocitos (Bruce Alberts et al., 2015).La
leucemia se clasifica segun el tipo de células que afecte, es decir, cuando afecta a
linfocitos T, sera leucemia linfoblastica tipo T, cuando las células afectadas son los
linfocitos B, sera leucemia linfoblastica tipo B. Ademas, a su vez, estas dos se
subdividen en cronica y en aguda, dependiendo del patrén clinico que presenten.
La leucemia que afecta con mayor frecuencia a los pacientes pediatricos es la
leucemia linfocitica aguda (ALL por sus siglas en inglés). Los pacientes pediatricos
con ALL, presentan un pico de expresion de la enfermedad entre los 1- 4 afios,
siendo mayor el porcentaje en nifilos (55%) que en nifas (45%) (Kato y Manabe,
2018). A nivel mundial la sobrevida a 5 afos posterior a los protocolos de
tratamiento para ALL, es del 90%, mientras que en pacientes pediatricos mexicanos
es del 76.1% (Bekker-Méndez et al., 2014).

Tomando en consideracion lo anterior, en este proyecto se propone el uso de

solventes, métodos de extraccion y sintesis que cumplan con los principios de la
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quimica verde. Puntualmente, para la obtencion de los extractos se utilizaran 3
plantas, de las cuales se ha demostrado previamente su actividad antiproliferativa y
proapoptética en lineas celulares de leucemia. Las plantas que se utilizaran fueron
Amphipterygium adstringens, Kalanchoe daigremontiana y Moringa oleifera. Los
solventes que se usaron fueron: agua, etanol y solventes eutécticos profundos
naturales (NADES), utilizando los métodos de extraccion de homogeneizado
ultrasénico y ondas de choque. Adicionalmente, para la sintesis de las NPs-Au se
utilizaron los extractos obtenidos previamente como medio sintético.

Para determinar las condiciones 6ptimas de extraccion, los extractos se analizaron
por medio de técnicas espectrofotométricas ultravioleta visible e infrarrojo con
transformada de Fourier (UVvis y FTIR). También, se comparé la cantidad de
compuestos fenalicos y flavonoides totales, asi como la capacidad antioxidante por
métodos colorimétricos (DPPH: 2,2-Difenil-1-Picrilhidracilo) y electroquimicos
(CUPRAC: capacidad antioxidante reductora del ion cuprico) de los extractos. La
finalidad de elegir el extracto con la capacidad antioxidante adecuada para llevar a
cabo la reduccion por medio de sintesis verde del precursor metalico para la
obtencion de las NPs-Au. Los extractos que cumplieron con la capacidad
antioxidante adecuada fueron utilizados para llevar la sintesis de las nanoparticulas
de oro. Una vez obtenidas las NPs-Au, se determinaron las siguientes
caracteristicas fisicoquimicas: potencial Z, morfologia y tamafio (Microscopia
electronica de barrido: SEM, FT-IR, UV-vis, dispersiéon de luz dinamica: DLS,
dispersionde rayos x: DRX). Finalmente, se determind la actividad antiproliferativa
(azul tripano) y proapoptdtica (citometria de flujo) de las NPs-Au en lineas celulares
de leucemia tipo T (Jurkat).

“No todos los proyectos van a lograr su objetivo de materias primas o reactivos inocuos, o
condiciones o productos benignos, pero al esforzarse por este objetivo necesario y mundial,
inclusive estos proyectos, van y de hecho han dado como resultado una quimica excelente”

-Paul Anastas, Green Chemistry, 1996-
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2. ANTECEDENTES
2.1.Cancer

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS por sus siglas en espafiol), define que
el término de “cancer” puede ser utilizado de manera indistinta para un grupo de
enfermedades, que pueden afectar cualquier parte del organismo, en las cuales se
presenta como caracteristica comun, la multiplicacién descontrolada de células
anormales, que se extienden e invaden, propagandose hasta otros 6rganos del
cuerpo que se define como metastasis (Hassanpour y Dehghani, 2017). Se
considera que el cancer es una enfermedad genética, debido a que las células
tumorales tienen diversas alteraciones en el DNA, que resultan en alteraciones
genéticas y re-arreglos cromosomales (Thun Michael J. et al.,, 2018). Las
alteraciones genéticas pueden derivarse en sindromes cancerigenos hereditarios,
lo que ocasiona una multiple expresion de tumores. En 1971, Al Knudson predijo
que es posible heredar una copia mutada del gen supresor de tumores, al tiempo
que se pierde la funcidn adecuada de la copia del gen no mutado (Knudson, 1971).
Aunque las mutaciones genéticas no son iguales en los diversos tipos de cancer, la
resultante de las mismas es en esencia igual, ya que la mayoria de los tumores
presentan crecimiento incontrolado, pérdida de reparacion de DNA y pérdida de
funcion de la muerte programada (Cavallo et al., 2011).

2.1.1. Epidemiologia

El cancer es un padecimiento que va en aumento a nivel mundial. Segun la OMS,
para el 2030, se registraran anualmente 20 millones de casos nuevos de cancer, sin
embargo, la misma organizacién también afirma que, de hacer un diagnédstico
oportuno, es posible disminuir la cifra entre un 30% y 50% (Torre et al., 2016). En
un panorama mundial del afio 2018, se estimo que el continente asiatico (60% de la
Poblacién mundial) tuvo el 50% de las muertes provocadas por cancer, al continente
europeo le correspondié el 23.4% de casos nuevos de cancery el 20.3% de muertes
a causa de dicha enfermedad. Con respecto al continente americano (13.3% de la
poblacion mundial), hubo 21% de incidencia y 14.4% de la mortalidad (Cronin et al.,
2018). Segun la OMS, el cancer es la primera causa de muerte antes de los 70 afios
en 91 de los 172 paises (Siegel et al., 2019).
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En México, el cancer ocupa el tercer lugar en los indices de mortalidad, tan solo
después de las enfermedades cardiovasculares y la diabetes. Los tipos de cancer
mas comunes entre la poblacidon mexicana masculina son los que se enlistan a
continuacion en orden de importancia: cancer de préstata, colorrectal, testicular,
pulmonar y gastrico. Por otro lado, la prevalencia de cancer en la poblacion
mexicana femenina es la siguiente: mamario, tiroideo, cervicouterino, cuerpo uterino
y colorrectal (IARC, 2019). En nifios entre 0 y 14 afos, los casos de cancer en
general, disminuyeron un 0.8% anualmente en el periodo de 2010 a 2014, sin
embargo, la mortalidad fue entre 1.7% y 2.2% en el periodo mencionado (Cronin et
al., 2018). El cancer es la segunda causa de muerte en nifios entre 0 y 14 afios; la
incidencia es tal, que 1 de cada 279 nifios, sera diagnosticado con cancer. En la
tabla 1, se muestran los tipos de cancer con mayor prevalencia en pacientes
pediatricos (Siegel et al., 2019). Con base en lo reportado por el Observatorio Global
de Cancer (GLOBOCAN por sus siglas en inglés) en 2018, de 185 paises tomando
en cuenta 36 tipos de cancer, la leucemia ocupa el puesto numero 13 en cuanto a
incidencia (hombres: 179,518 y mujeres: 129,488) y mortalidad en adultos
(hombres: 249,454 y mujeres: 187,579) (Bray et al., 2018). La leucemia representa
el 2.6% de todos los casos de cancer a nivel mundial en adultos, tan solo en 2018,
se diagnosticaron 437,033 casos nuevos de leucemia y se produjeron 22, 840
muertes a causa de todos los tipos de leucemia (Bray et al., 2018). En 2019, se han
diagnosticado 21, 450 casos nuevos de leucemia de todas las edades, siendo
leucemia linfoblastica aguda la que tiene mayor incidencia en pacientes pediatricos
(Terwilliger y Abdul-Hay, 2017).

En la figura 1, se muestra la distribucion de los diferentes tipos de cancer en
pacientes pediatricos y adolescentes, siendo la leucemia, el tipo de cancer con
mayor incidencia en pacientes entre 0 y 14 anos (Steliarova-Foucher et al., 2017).
A nivel mundial, anualmente, se registran 300,000 casos nuevos de cancer en nifios
y adolescentes, siendo los tipos mas comunes, la leucemia linfoblastica aguda con
un indice de supervivencia de 5 afos y el cancer cerebral con indice de

supervivencia de un afio (Terwilliger y Abdul-Hay, 2017).
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Tabla 1. Prevalencia de cancer en pacientes pediatricos a nivel mundial (Bray et al., 2018).

Distribucion

Tipo de cancer (%)

Nifos de 0-14 anos

Leucemia 29
Cancer de cerebro 26
Sarcomas de tejido suave 6
6
5
5
3

Neuroblastoma
Linfoma non-Hodgkin
Tumores renales
Linfoma de Hodgkin
Adolescentes 15-19 afos

Cancer de cerebro 21
Leucemia 13
Linfoma de Hodgkin 12
Tumor en células de las gbnadas 11
Carcinoma en tiroides 11
Melanoma 4

Estudios inmunogenéticos han demostrado que existe una mayor prevalencia de la
expresion del arreglo génico TCF3-PBX1, en pacientes pediatricos mexicanos con
leucemia a comparacion del resto del mundo; cabe mencionar, que dicho arreglo
cromosomal tiene un mal prondstico de recuperacion (Bekker-Méndez et al., 2014).
En la tabla 2, se pueden apreciar otras anormalidades genéticas prevalentes en los
pacientes pediatricos mexicanos en comparacion con el resto del mundo,
explicando la alta tasa de mortalidad de esta poblacion (Jiménez-Morales y Hidalgo-
Miranda, 2017). En México de acuerdo con el Centro Nacional para la Salud de la
Infancia y la Adolescencia en las Unidades Médicas Acreditada, se reporté en 2014
que la supervivencia de los pacientes pediatricos con leucemia fue del 56%, a
comparacion de las estadisticas a nivel mundial en las cuales se registra el 80% de

supervivencia (Programa Sectorial de Salud, 2018).
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Figura 1. Grafico de la distribucion de los tipos de cancer por grupos de edad en pacientes
pediatricos y adolescentes, entre 2001-2010 (Steliarova-Foucher et al., 2017).

Actualmente, los datos derivados del Registro de Cancer en Nifios y Adolescentes
indican que la situacidn no ha mejorado, debido a que la sobrevida de los pacientes
pediatricos (0-9 afos) con leucemia es del 57.5%, mientras que, a nivel mundial, la
sobrevida ha aumentado hasta el 90% ((Programa Sectorial de Salud, 2018).
Especificamente, la sobrevida de 5 afios para pacientes con leucemia linfoblastica
aguda tipo T (ALL-T) en México, es de 71.6% (Chargoy-Vivaldo et al., 2018).

Tabla 2. Anormalidades genéticas mas frecuentes detectadas por citogenética y biologia molecular
en pacientes pediatricos mexicanos con leucemia linfocitica aguda (Jiménez-Morales y Hidalgo-
Miranda, 2017).

Linaje Anormalidades Genes Frecuencia % Pronostico
citogenéticas

Otras poblaciones Nifios mexicanos
(%) (%)

Células B Hiperdiploidia 20-307:10,13-15 22.9', 8+19 Favorable
Hipodiploidia 5-67+10:13-15 e Desfavorable
t(12;21)(p13;922) TEL-AMLT rhfa e 7.4-1416-18 Favorable
t(1;19)(g23;p13) E2A-PBX1 {31 7.1-11.5/7:18 Desfavorable
t(9;22)(q34;q11) BCR-ABL1 g AT Z-51y38 1ge1d Desfavorable
t(4;11)(g21;923) MLL-AF4 67101315 1.4'% Desfavorable

11++10’ 23" 0

Células T 9q34 NOTCH1 60715 Se desconoce Desfavorable

10q24 HOX11 2071 Se desconoce
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2.1.2. Causas

La OMS a través de la IARC, ha determinado que son tres las principales causas
de cancer a nivel mundial. Se atribuye a la obesidad, infecciones y a la radiacion
U.V., sobrepeso, consumo de grasas de origen animal y el sedentarismo, son
también causas de cancer (IARC, 2019). Ademas de lo ya mencionado, hay que
tomar en cuenta que el medio ambiente, puede tener compuestos con propiedades
carcinogeénicas que afecten a las células, a los organelos y al material genético,
ocasionando mutaciones que posteriormente se deriven en cancer (Antwi et al.,
2015). Los agentes infecciosos también son importantes causas de cancer, ya que
estan involucrados en la degeneracion de vias de sefalizacion pro inflamatorias, asi
como de supervivencia, siendo la causa de entre 10% y 16% de casos de cancer a
nivel mundial (Shurin et al., 2015). El cancer asociado a infecciones bacterianas es
de progreso lento, ya que deben llevarse a cabo varias mutaciones previas al
desarrollo de un tumor. Cabe mencionar que no todas las personas infectadas con
bacterias asociadas al cancer, presentaran la enfermedad (Goodman y Gardner,
2018).

2.1.3. Factores de riesgo

Siendo el cancer multifactorial, es dificil definir a una sola variable como factor
causal. Sin embargo, es pertinente mencionar que existen diferentes factores que
pueden aumentar o disminuir el riesgo de cancer. Para determinar la asociacion
entre el cancer y un factor, es necesario obtener evidencias derivadas de estudios
epidemiologicos, asi como determinar los mecanismos de accion derivados del
potencial factor de riesgo que resulten en cancer (Programa Sectorial de Salud,
2018). Existen factores de riesgo que pueden ser evitados y otros que no. En la
tabla 3, se muestran los tipos de factores de riesgo. El consumo activo de tabaco y
alcohol, la exposicion a la radiacion tanto ionizante como ultravioleta,
contaminacion, agentes infecciosos, exposicion a campos electromagnéticos, asi
como la dieta y obesidad, son factores de riesgo directamente relacionados con los

siguientes tipos de cancer: pulmoén, estbmago, esofago, colorrectal, leucemia
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mieloide, pancreas, cervicouterino, laringe, higado y rifion (Thun Michael J. et al.,
2018).

Tabla 3. Factores de riesgo de cancer (Programa Sectorial de Salud, 2018).

Factores de riesgo que pueden evitarse | Factores de riesgo que no pueden evitarse
Alcohol Envejecimiento

Dieta Inflamacién crénica

Luz solar/Radiacién UV Inmunosupresion

Obesidad Gérmenes infecciosos

2.1.4. Diagnostico

El método para determinar la presencia de cancer esta sujeto al tipo de cancer. En
general, se realizan diversas pruebas confirmatorias de laboratorio, imagenologia y
biopsia. El resultado normal o anormal de las pruebas de laboratorio, no es una
determinante contundente para afirmar o negar la presencia de un tumor
cancerigeno. También, es necesario realizar estudios de imagenologia como son:
tomografia computarizada, exploracion nuclear, ecografia, resonancia magnética,
tomografia por emision de positrones y rayos X. Finalmente, la biopsia, puede ser
con aguja, con endoscopio o con cirugia (Programa Sectorial de Salud, 2018).

2.1.5. Tipos de cancer

El cancer se clasifica dependiendo del 6érgano o parte del cuerpo que afecta. El tipo
de cancer que mas afecta a la poblacién femenina adulta es el cancer de mama con
una incidencia mundial anual de 46.3% en la poblaciéon masculina adulta. La figura
3, muestra una tabla de los tipos de cancer registrados en adultos por la OMS hasta
2018, asi como su incidencia (Siegel et al., 2019).
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Figura 2. Incidencia mundial de cancer en personas de todo el mundo, de todas las edades y de
ambos sexos

2.2.Leucemia

La leucemia, es considerada como la proliferacion descontrolada de las células
precursoras de las células hematopoyéticas. Las células sanguineas se forman a
través de la hematopoyesis, la cual se constituye en dos fases, la primera fase que
se da en la etapa embrionaria, en donde se forman los eritrocitos y lo macrofagos,
con la finalidad de oxigenar y preservar el organismo. Sin embargo, la célula
precursora de esta primera fase no es pluripotente, por lo que no tiene la capacidad
de renovarse (Jagannathan-Bogdan y Zon, 2013) La segunda fase, corresponde al
proceso definitivo de hematopoyesis en el que participan células madre
hematopoyéticas, éstas son multipotentes y estan presentes en la médula ésea y
en el timo. Las células que constituyen a la linea celular roja de la sangre son los
eritrocitos, acarreadores de oxigeno y diéxido de carbono. La linea blanca de la
sangre esta conformada por leucocitos, que se dividen en tres categorias:
granulocitos, monocitos y linfocitos. Los granulocitos se dividen en: neutrofilos:
fagocitan microorganismos como bacterias, basofilos: mediadores de la inflamacion
por la secrecidon de histamina y eosinodfilos: moduladores de las respuestas
alergénicas, asi como destruccion de parasitos (Hoffman et al., 2018). Por otro lado,
los monocitos pueden dar paso a células dendriticas o a macréfagos, los ultimos en
conjunto con los neutréfilos llevan a cabo la fagocitosis, ademas, se encargan del

reconocimiento y eliminacion de células en senescencia, mutadas o dafadas. Las
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células dendriticas son presentadoras de antigenos a linfocitos para desencadenar
la respuesta inmune (Gribben, 2020) Finalmente, los linfocitos que estan
involucrados en la respuesta inmune se dividen en dos clases principales que son:
a) linfocitos tipo B: que son productores de anticuerpos, b) linfocitos tipo T: que
eliminan células infectadas con virus. También estan presentes los linfocitos natural
killer (NK). La diferenciacion de los linfocitos T y B, es morfologica y se expresa
cuando son expuestos a un antigeno, como consecuencia, éstos maduran y se
convierten en células efectoras. Las células efectoras tipo B liberan anticuerpos que
son liberados al torrente sanguineo, mientras que las células efectoras T, liberan
citocinas principalmente de manera local (Bruce Alberts et al., 2015). Al tiempo que
las células van envejeciendo, el proceso hematopoyético tiende a empezar a fallar
por mutaciones, lo que se puede llegar a expresar como una neoplasia. Una
caracteristica del envejecimiento de una célula es la disminucion de la funcion, asi
como de la integridad fisiologica del tejido (Jung, Buisman y Haan, 2016).

Una de las clasificaciones de la leucemia es la linfoblastica, esta depende del tipo
de célula precursora que afecta, leucemia linfoblastica tipo B y leucemia
linfoblastica tipo T (Terwilliger y Abdul-Hay, 2017). La leucemia mieloide, forma
parte de los 15 tipos de cancer con mayor incidencia mundial en adultos. Sin
embargo, en el cancer pediatrico, que abarca nifios entre 0 y 14 afios, la leucemia
linfocitica es el tipo de cancer mas abundante, principalmente en nifios entre 3y 5
anos (Hunger y Mullighan, 2015). Ademas de la clasificacion basada en el tipo de
célula que afecta la leucemia (mieloide o linfoide), se divide en aguda y croénica,
dependiendo de los patrones clinicos que presenten. Inicialmente, se hacia uso de
la citomorfologia y la citoquimica para determinar el tipo de leucemia (aguda o
cronica), actualmente, se ha incorporado la inmunofenotipificacion (Szczepanski et
al., 2003).

2.2.1. Leucemia Aguda

Afecta a precursores de las células hematopoyéticas, es decir, que aun no estan
diferenciadas. Segun la clasificacion del criterio Francés Ameérico Britanico (FAB),
el diagnostico de la leucemia aguda se realiza a través de la citomorfologia y la
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citoquimica, teniendo dos subtipos, leucemia linfocitica aguda (LLA) y leucemia
mieloide aguda (LMA) (Bennett et al., 1976 confirmar que sigue la clasificacion con referencia actual).
Respecto a la incidencia, la leucemia aguda se presenta mayormente en nifios
(55%) que en ninas (45%) (Hunger y Mullighan, 2015). El estudio constante de
leucemia aguda en pacientes pediatricos ha identificado que, aunque la enfermedad
se presenta generalmente en pacientes sin comorbilidades también, existe una
relacion entre los sindromes genéticos como son: sindrome de Down, anemia
Fanconi, sindrome de Bloom y ataxia telangiectasia con la expresion de dicha
neoplasia (Kato y Manabe, 2018). Ademas, se sabe que existen aberraciones
cromosomales conservadas relacionadas con la manifestacion de leucemia aguda,
sin embargo, no son una determinante para el desarrollo de la enfermedad. Una
mutacion génica relacionada con la leucemia aguda es la expresion del perfil
genético positivo Philadelphia (Ph), que en la mayoria de los casos presenta
depleciones relacionadas con el desarrollo de células B como factores de
transcripcion (E2A), EBF1 e IKZF1. También, incluye rearreglos en ABL1, JAK2,
PDGFRB, CRLF2 y EPOR, los cuales activan mutaciones en IL7R y FLT3, asi como
la deplecion de SH2B3. Esta ultima codifica para el regulador negativo (LNK) de
JAK2 (Roberts et al., 2012).

e Leucemia Linfocitica Aguda (ALL)

La leucemia es la mas comun entre pacientes pediatricos, la edad de incidencia
predominante es entre 1- 4 afios (Kato y Manabe, 2018). Tiene un perfil genético
positivo-Philadelphia, el cual esta relacionado con el correcto funcionamiento de la
via de sefalizacion JAK/STAT, evitando asi, las restricciones relacionadas con el
crecimiento y la proliferacion (Roberts et al., 2012). Una de las manifestaciones
clinicas de la ALL es la acumulacién de células linfoides no diferenciadas en la
meédula osea, la leucopenia, la trombocitopenia y la anemia, que estan relacionadas
con el funcionamiento no correcto de la médula 6sea (J. Alvarnas et al., 2015).
Inicialmente, la FAB clasificé a la ALL en 3 subtipos (L1, L2 y L3), actualmente no
se reconoce dicha clasificacion, ya que no tomaba en cuenta rasgos bioldgicos

importantes de la leucemia. La inmunofenotipificacién, ha permitido la clasificacion
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de la ALL, dependiendo del precursor hematopoyético (célula tipo B o célula tipo T)

(Szczepanski et al., 2003).

. Leucemia linfocitica aguda-Precursor-B
La LLA también es conocida como pre-B, se expresa en aproximadamente entre
30-35% estos pacientes; presenta mutaciones cromosémicas que se encuentran
ligadas a la expresion de un fenotipo especifico, que es el reflejo de evento
oncogénico. Los microarreglos es una metodologia con la que se ha podido
identificar patrones de expresion génica de los precursores de células B, lo que
permite identificar aberraciones moleculares. Su inmunofenotipo es el CD10-
/CD19+/CD20-/CD24-/CD34+/TdT+ (Szczepanski et al., 2003).

e T-leucemia linfocitica aguda

Los pacientes con este subtipo de leucemia, presentan menor porcentaje de
mutaciones cromosémicas, que representan el 15-20%, a diferencia de la pre-B.
Los microarreglos han permitido la cuantificacion de la expresion génica de los
marcadores caracteristicos del inmunofenotipo de Ila T-ALL, que es
CD2+/CD4+/CD5+/CD7+/CD8+ (Szczepanski et al., 2003).

e Leucemia mieloide aguda (LMA)

También se le conoce como leucemia mielégena aguda. Es mas comun en adultos
y personas de la tercera edad. En este tipo de leucemia, la célula madre mieloide
produce mieloblastos, glébulos rojos y plaquetas anormales e inmaduros (Instituto
Nacional de Cancer, 2022). Para determinar este tipo de leucemia, es necesario un
estudio fenotipico en el cual se expresa, al menos un antigeno mieloide y negativo

para antigenos linfoides (Szczepanski et al., 2003).

2.2.2.Leucemia Cronica

e Leucemia mieloide cronica (LMC)

La denominacion mieloide, se atribuye a que se afectan los glébulos blancos
mieloides de la médula 6sea. Representa el 15% de las leucemias en adultos,
generalmente afecta a esta poblacion y es casi nula en nifios y adolescentes
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(Instituto Nacional de Cancer, 2022). La neoplasia, presenta diversas mutaciones
que conllevan a que la célula tenga aberraciones apoptodticas (Szczepanski et al.,
2003).

Leucemia linfocitica crénica (LLC)

Tiene una incidencia de 4/100,000 personas, la cual aumenta con la edad,
expresandose principalmente entre 67-72 afnos, la relacién por género es de 2:1
entre hombres y mujeres. Se ha demostrado que la LLC es desencadenada por el
aumento o deplecién de cromosomas, como son el 13q y el 11q, asi como trisomias
(Landau et al., 2015).

2.2.3. Factores de Riesgo de la Leucemia

Existen diversos factores de riesgo que favorecen la expresion de LLA, el mas
predominante es el Sindrome de Down, que se ha encontrado directamente
asociado al padecimiento, asi como con el aumento del porcentaje de riesgo para
ser expresado (Hunger y Mullighan, 2015). Ademas, factores como radiacion
ionizante, pesticidas, algunos solventes y el virus Epstein-Barr, contribuyen al
desarrollo de la enfermedad (Terwilliger y Abdul-Hay, 2017).

2.2.4. Diagnostico

En general, la leucemia no presenta sintomas caracteristicos que puedan
determinar que una persona presente la enfermedad. Algunos pacientes pueden
tener periodos largos de febricula, disnea, dolor de huesos e inflamacioén de los
nodulos linfaticos (Kato y Manabe, 2018). El diagndstico es positivo cuando existe
un 20% de linfoblastos en la médula ésea o en la sangre periférica. Para realizar un
diagnostico de confirmacion, se toma en cuenta la morfologia,
inmunofenotipificacion y pruebas citogenéticass (Terwilliger y Abdul-Hay, 2017).

2.2.5. Tratamiento

Para tratar la leucemia es importante tomar en cuenta el tipo de leucemia, la edad,

si hay anormalidades cromosomicas y en general la salud del paciente. Los
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tratamientos principales son los siguientes: quimioterapia, radioterapia, terapia
dirigida y terapia de soporte. Los protocolos para pacientes pediatricos, tienen una
efectividad de supervivencia del 90%, mientras que la de los adultos es mucho

menor.

o Quimioterapia: Es un tratamiento que consiste en la administracion de
farmacos que detienen o retrasan el crecimiento celular de las células cancerigenas.
La quimioterapia, se divide en tres fases: induccion, consolidacion y mantenimiento
a largo plazo, con profilaxis al SNC. Se tiene como objetivo, la remisioén y la
normalizacion del proceso hematopoyético. El protocolo inicial de la terapia de
induccién fue planteada en 1976, en la que principalmente se administra vincristina,
corticoesteroides y antraciclina (Scavino et al., 1976). La fase de consolidacion,
depende del tipo de protocolo que se esté siguiendo, generalmente los farmacos
utilizados en esta fase, son los mismos que en la fase de induccién, adicionando
quimioterapia intratecal, asi como radiacion. La terapia de mantenimiento, consiste
generalmente en la administracibn mensual intravenosa de vincristina, la
administracion trimestral durante 5 dias de prednisolona, dosis diarias de 6-MP, y
metotrexato intratecal mensualmente, las dosis pueden variar dependiendo del
protocolo (Chiengthong et al., 2016).

Actualmente, los protocolos de tratamiento contra la leucemia tienen dos objetivos
principales, el primero es sobrepasar la resistencia a los quimioterapéuticos y el
segundo, mejorar la especificidad, de tal manera que se eviten los efectos
secundarios. Recientemente, han tomado importancia las terapias con anticuerpos
monoclonales, en especial las que tienen actividad anti antigeno CD22. El CD22,
es un antigeno de diferenciacion de las células B que se encuentra mayormente
expresado en la leucemia tipo LLA-Precursor B. Se ha encontrado a dicho antigeno,
en al menos el 20 % de las células leucémicas en general. Mientras que su
presencia en la LLA-Precursor B se expresa entre 50-100% en adultos y 90% en
pacientes pediatricos (Shah et al., 2015).
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. Radioterapia: Es un método fisico que tiene la finalidad de destruir las células
cancerigenas. La radiacion de alta energia dana el material genético y evita la
proliferacion celular. Sin embargo, la radiacion no afecta unicamente a las células
cancerigenas, también afecta a las que se encuentran en sus alrededores, por lo
que se buscan meétodos que permitan hacer de ésta, un tratamiento dirigido. Aunque
las células sanas que rodean a las células cancerigenas se ven afectadas, éstas se
reparan a una velocidad mayor que las cancerigenas, después de haber sido
irradiadas (Baskar et al., 2012). Recientemente, se han incorporado a la radioterapia
nanoparticulas que son radiosensibilizadoras, ya que, por sus propiedades
eléctricas, tamafo, acumulacion y produccion de radicales libres, dan como
resultado un efecto potenciado de la radioterapia (Haume et al., 2016).

Aunque los protocolos para tratar el cancer, son diversos, a largo plazo existe un
problema de desarrollo de resistencia a los farmacos por parte del paciente, por lo
que se buscan tratamientos coadyuvantes para adicionarlos a los tratamientos

convencionales.

2.3.Nanotecnologia

En los ultimos 10 afios, la nanotecnologia ha desarrollado estrategias y sistemas
para apoyar el tratamiento de enfermedades; ésta se refiere a la sintesis,
manipulacion y aplicacion de especies quimicas entre 1-100 nm, los materiales a
escala nanométrica, presentan propiedades unicas que no se manifiestan en
materiales que son de mayor tamafo. Las nanoparticulas, han sido utilizadas como
acarreadoras de medicamentos y han demostrado que pueden aumentar la eficacia,
estabilidad, solubilidad de los medicamentos, al tiempo que disminuyen su toxicidad
(L6pez et al., 2015). La nanotecnologia ha cobrado gran interés surgiendo como
una ciencia multidisciplinaria, pues utiliza diversas herramientas, asi como técnicas

para su desarrollo (Shi et al., 2017)
2.3.1. Nanomedicamentos para tratamiento del cancer

El creciente interés por el uso de la nanotecnologia como herramienta para la

distribucion de farmacos en el cancer, se debe a que las nanoparticulas tienen
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propiedades quimicas y fisicas que permiten su unién a farmacos, asi como a
mejorar la permeabilidad a la célula. Ademas, debido a sus caracteristicas opticas
y eléctricas son excelentes para el diagndstico e imagenologia de tumores. Cabe
mencionar que las NPs con actividad biolégica han sido aprobadas (liposomas,
micelas, poliméricas) como tratamiento para el cancer. La administracion de las NPs
es via sistémica, éstas se acumulan en el tumor debido al efecto de permeabilidad
y retencién (Shi et al., 2017).

Sin embargo, la distribucion de las NPs al tumor no es el unico obstaculo que ha
logrado dominar la nanotecnologia, también ha conseguido modificar el
microambiente del tumor, que es la principal causa de la metastasis. Con la finalidad
de resolver lo anterior, se han sintetizado NPs que pueden alterar el microambiente
del tumor y permitir el paso de los farmacos (Joyce, 2005; Meads et al., 2009).
Algunos ejemplos de nanomedicamentos aprobados por la Food and Drug
Administration (FDA por sus siglas en inglés) son las nanoparticulas unidas a
paclitaxel (nab-paclitaxel; Abraxane), doxorrubicina liposomal (Doxil) para cancer de
ovario y metastasis de cancer de mama, asi como vincristina liposomal (Marquibo)
para tratar leucemia linfocitica aguda. En el afio 2014, habia 15 nanomedicamentos
aprobados por dependencias de farmacovigilancia y 35 en fases clinicas, en materia
de desarrollo predomina la radioterapia, la hipertermia, la inmunoterapia y la
quimioterapia, tanto dirigida como no dirigida (Gitanjali et al., 2014). En el afio 2019,
el numero de nanomedicamentos probados por la FDA aumenté a 28, de los cuales
tres son nanoparticulas de oro, ademas hay 75 nanomedicamentos en pruebas

clinicas (Anselmo y Mitragotri, 2019).

2.3.2. Nanoparticulas

El estudio y desarrollo de las nanoparticulas (NPs) ha ido en crecimiento,
anualmente se duplica el numero de articulos en PubMed relacionados con NPs
(Shi et al., 2017). Las nanoparticulas pueden tener diversas formas (nanorods,
nanotubos, nanoesferas, nanoprismas), las cuales influencian sus propiedades
quimicas, fisicas, asi como su efecto biologico (Ganeshkumar et al., 2012). La
primera sintesis de nanoparticulas de oro funcionalizadas se llevd a cabo en 1995,
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donde se adicionaron moléculas organicas de tiol de manera exitosa, demostrando
que es posible realizar una sintesis racionalizada de nanoparticulas (Brust et al.,
1995).

2.3.3. Nanoparticulas de oro

Las nanoparticulas de oro han sido de interés debido a que tienen una gran area de
superficie por lo que puede ser modificada con farmacos.

Las NPs-Au como acarreadoras de medicamentos, permiten aumentar la
concentracion de farmaco que permea la membrana celular, por lo tanto, elevando
la concentracién del farmaco dentro de la célula; lo anterior, permite superar o evadir
la multiresistencia a farmacos. El aumento de la concentracion de farmacos dentro
de la célula, es debido a una de las tantas propiedades de las nanoparticulas que
es el efecto de la retencién y permeabilidad aumentada (EPR por sus siglas en
inglés). Un ejemplo de lo anterior, son las NPs-Au que acarrean Doxorrubicina (5
Mg) administradas por via intravenosa, las cuales se ha demostrado que tienen la
capacidad de atravesar la barrera hematoencefalica y alojarse en el cerebro (Xiao
et al., 2017). Ademas, las NPs-Au, generan especies reactivas de oxigeno (ROS
por sus siglas en inglés), cuando son incididas con luz o con ultrasonido, por lo que
se presume que se puedan utilizar para promover la terapia fotodinamica y la terapia
sonodinamica (Brazzale et al., 2016).

Respecto a la toxicidad de las NPs-Au, un estudio con ratones inoculados via
intraperitoneal (40, 200 y 400 ug/kg7dia), durante 8 dias, no demostré toxicidad. La
concentracion de oro en los tejidos (cerebro, higado, riidn, bazo y pulmones),
aumento de manera dependiente a la concentracién administrada de NPs-Au. Los
animales no sufrieron cambio en el peso, no presentaron inflamacién, decoloracion
o cambio en el tamano de los tejidos. Respecto al aclaramiento de las NPs-Au, se
observd que dependia del tamafo y forma de las NPs. Se concluyé que la
acumulacion de las NPs-Au en los tejidos no causo toxicidad ni mortalidad en los
animales (Lasagna-Reeves et al., 2010). Ahora bien, el uso de NPs-Au para el
tratamiento del cancer, ha sido como acarreadoras de farmacos o como

coadyuvantes, de los cuales han disminuido su toxicidad una vez conjugados con
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las NPs-Au, como es el caso del factor de necrosis tumoral humano recombinante
(rhTNRF) (Libutti et al., 2010). Nanoparticulas de oro menores a 15 nm han
resultado téxicas en diversos cultivos celulares, por lo que el tamafio tiene un papel

muy importante (Pan et al., 2007).

2.3.4. Sintesis de nanoparticulas

La sintesis de nanoparticulas se puede realizar por métodos fisicos, quimicos o
biolégicos. El método fisico, consiste en la evaporacion-condensacion, la cual se
lleva a cabo en horno de tubo a presion atmosférica. Sin embargo, los
inconvenientes de la técnica son: el tamafio del tubo, el consumo excesivo de
energia y la estabilidad térmica que requiere, la técnica es de alto rendimiento, pues
se logra obtener grandes cantidades de nanoparticulas en el proceso. Los métodos
quimicos se llevan a cabo a través de la foto-reduccion de una sal metalica en
camas de arcilla, éstas previenen la agregacion de las nanoparticulas, a la vez que
brindan estabilidad, aunque hay que mencionar que es un método costoso (Natsuki,
2015).

La obtencion de nanoparticulas por sintesis tradicional involucra principalmente 4
procesos. La sintesis por formacion hidrotérmica que es un proceso en el cual se
utiliza agua a alta temperatura y presién, en donde se lleva a cabo la reaccion de
una sal metalica y el metal es oxidado. En el método poliol, se utiliza un medio con
compuestos con grupos poliol los cuales llevaran a cabo la reduccion de una sal
metalica, ademas, es necesaria la adicibn de agentes estabilizantes y agentes
acomplejantes. Para la obtencién de nanoparticulas por microemulsion, es
indispensable el uso de una solucion no polar, una solucion polar y un surfactante.
Finalmente, el método mas usado para obtener nanoparticulas es el sol-gel, pues
se obtienen nanoparticulas homogéneas en referencia a su forma, asi como de alta
pureza. En este proceso, un monémero es convertido en una solucion coloidal o sol
a través de la adicion de una solucién hidroxi-metalica que se obtuvo como

resultante de la hidrolisis del metal de eleccion (Chandra et al., 2020)
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2.4. Nanoparticulas con actividad anticancerigena

Los nanomedicamentos que se han aprobado como tratamiento para el cancer, han
sido sintetizados por métodos fisicos o quimicos; sin embargo, la investigacion de
NPs continua con la finalidad de desarrollar nuevos medicamentos de este tipo. Un
ejemplo de lo anterior, son los nanorods de oro (AuNRs), los cuales han sido
utilizados para detener la sintesis de las integrinas, que son receptores de superficie
para controlar la organizacion del citoesqueleto. Las integrinas, estan relacionadas
de manera directa con la migracioén de células cancerigenas, por lo que se concluye
que el tratamiento de células cancerigenas con AuNRs, puede llegar a retrasar o
evitar la metastasis (Zhou et al., 2014). Otro mecanismo que se ha logrado
demostrar, es que las nanoparticulas de oro inhiben la produccion de ATP, por lo
que se inhibe el ensamble de la F-actina del citoesqueleto y decrece la migracion
celular (Parrotta et al., 2016). También, se ha reportado que la combinacién de las
nanoparticulas de oro y la induccién de calor, a través de la incidencia de infrarrojo
cercano, permite la reorganizacion del citoesqueleto, lo que resulta en una
disminucion de la migracion celular (Ali et al., 2017; Huang y El-Sayed, 2011).
Recientemente, se realizé un estudio clinico en 16 pacientes con cancer de prostata,
diagnosticado con desarrollo tumoral bajo o moderado. Los pacientes fueron
infiltrados con nanoshells de oro (GSNs) que, a su vez, serian excitados con
radioterapia. El estudio tuvo como finalidad determinar la distribucion de los
nanoshells, tanto en el tejido sano como en la zona tumoral, asi como, determinar
la orientacién de la radiacion hacia las zonas tumorales, evitando dafo del tejido
sano que los rodea. Como resultado, se observo que hubo poca distribucion de los
nanoshells en el tejido sano, a diferencia del tumor, en donde se concentraron los
GSNs vy la incidencia de la radiacion fue especifica sobre las zonas con mayor
presencia de los GSNs, demostrando finalmente, que el tejido sano no presentd
ningun dafno (Rastinehad et al., 2019).

2.5. Quimica verde

La quimica verde fue inicialmente descrita por Anastas (Anastas, P. Williamson,
1994), con la finalidad de prevenir la contaminacion ambiental derivada de los
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procesos quimicos, tomando en consideracion la investigacion, desarrollo vy
comercializacion. La quimica verde busca principalmente sustituir los métodos
tradicionales, asi como las materias primas por alternativas sustentables y seguras,
tanto para el medio ambiente como para los seres vivos. La quimica verde,
establece 12 principios como guia para la investigacion y desarrollo de procesos
industriales y académicos: 1) prevenir la produccion de desechos, 2) maximizar la
economia atdmica, 3) disefar sintesis quimica que sea menos peligrosa, 4)
desarrollar quimicos y productos seguros, 5) utilizar solventes y condiciones de
reaccion seguras, 6) Aumentar la eficiencia de la energia, 7) usar materia prima
renovable, 8) evitar la formacién de derivados, 9) utilizar catalizadores, 10) disefio
de degradacion, 11) realizar analisis en tiempo real para evitar contaminacién y 12)
minimizar los potenciales accidentes.
Métodos de extraccion verdes

Los métodos de extraccion verde se han desarrollado en concordancia con los
principios que establece la quimica verde. Puntualmente, se han planteado ocho
principios que integran las bases para la implementacion de métodos de extraccion
verde: 1) innovar seleccionando y utilizando una variedad renovable de recursos
vegetales, 2) uso de solventes alternativos, principalmente agua o enfocados
biolégicamente, 3) reduccion del consumo de energia, recuperandola o utilizando
tecnologias innovadoras, 4) manufacturar co-productos en lugar de desechos , 5)
disminuir el numero de unidades utilizadas, favoreciendo la produccion segura,
robusta y controlada 6) buscar obtener un extracto no desnaturalizado,
biodegradable y libre de contaminantes (Chemat et al., 2012). Algunos métodos de
extraccion verdes que se utilizan comunmente son las microondas, el ultrasonido,
el uso de voltaje y recientemente las ondas de choque (Chemat et al., 2019; Molina
et al., 2020). El fundamento que permite a los métodos de extraccion verdes, antes
mencionados, obtener los compuestos fitoquimicos, es la disrupcion mecanica de
la membrana vegetal. A nivel analitico, el uso de ultrasonido es generalmente a
través de un bafo ultrasonico, sin embargo, la tecnologia mas reciente, hace uso
de un sonotrodo que emite las ondas ultrasonicas a través de una punta, que es

sumergida directamente en la muestra, lo cual permite que el proceso sea mas
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eficiente (Chemat et al., 2011). Recientemente, se ha explorado el uso de ondas de
choque para la extraccion de fitoquimicos. esta técnica es comunmente utilizada en
la medicina para el tratamiento de calculos renales, también conocido como
litotripsia, sin embargo, se ha demostrado que también puede afectar de manera
importante a células animales y vegetales, con la ventaja de que es una técnica
especifica (Gutiérrez-Prieto et al., 2019). Ambas técnicas de extraccién hacen uso
del proceso de cavitacion que se puede encontrar ejemplificado en la figura 3. El
proceso de cavitacion inicia el cambio de presion en un ambiente liquido que
produce que las burbujas en el liquido se expanda, hasta reventarse, generando
una segunda onda de choque a la vez que producen microjets. Cuando el proceso
de cavitacion se da cerca de un solido, la liberacién de energia produce disrupcion
del sélido (Amenta et al., 2018; Loske, 2017; Molina et al., 2020).
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Figura 3. Esquema del proceso de cavitacion (Chen et al., 2011).

2.5.1. Solventes verdes

Los solventes organicos son tradicionalmente utilizados para la extraccion de
compuestos. La quimica verde propone el uso de solventes que sean considerados
como seguros, biodegradables, no contaminantes y reutilizables. El agua y el etanol
son los solventes verdes que comunmente son utilizados, sin embargo, presentan
dificultades respecto a la diversidad de compuestos que extraen debido a la
naturaleza de su polaridad (Castro-Puyana et al., 2017). Por otro lado, los NADES,

son sistemas eutécticos que estan principalmente formados por HBD y HBA, que
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forman amplias redes de puentes de hidrégeno que les permite obtener una
diversidad mas amplia de compuestos (Choi et al., 2011; Fernandez et al., 2018; Oh
et al., 2020).

2.5.2. Sintesis verde de nanoparticulas

Aunque la sintesis de nanoparticulas por métodos quimicos y fisicos son
metodologias de eleccidn, se resuelven como no asequibles y toéxicas, debido a que
los reactivos involucrados son responsables de riesgos biologicos principalmente al
medioambiente (Ahmed et al., 2016).

La sintesis verde, busca reducir al minimo o eliminar por completo la contaminacion
producida por los procesos quimicos, evitando el desperdicio de materias primas
(solventes, reactivos), ademas de tratar de disminuir el uso de materiales peligrosos,
asi como los de origen no renovable; con base en lo anterior, la quimica verde tiene
como finalidad, la disminucién o eliminacion del uso de productos quimicos toxicos,
asi como el reciclaje de los desechos producidos por las experimentaciones, sin
sacrificar el avance tecnologico (Natsuki, 2015). Anastas, conocido como el padre
de la quimica verde, la define como una filosofia de trabajo que implica la utilizacion
de herramientas y caminos alternativos que previenen la contaminacion, tanto del
disefio, como de la sintesis y finalmente de los productos secundarios que se
puedan generar (Anastas, P. Williamson, 1994) . Para llevar a cabo la reaccion de
sintesis de las nanoparticulas, es necesario tener al metal precursor, el medio
reductor y los agentes estabilizantes (Natsuki, 2015). En la sintesis verde de
nanoparticulas, se pueden utilizar como medio reductor a las bacterias, de las
cuales, es importante elegir el medio de cultivo adecuado, asi como encontrar el
numero adecuado de poblacién bacteriana para llevar a cabo la reducciéon del metal,
también, se pueden utilizar hongos y algas. El microorganismo se selecciona
dependiendo de las necesidades de tamano y forma de las nanoparticulas
deseadas, pues se sabe que estos parametros se ven influenciados por el uso de
diversos organismos. Sin embargo, el uso de algas, bacterias y hongos no permite
produccion a gran escala de las nanoparticulas. El uso de extractos de plantas actua
como agente reductor y como estabilizante, por lo que se propicia el ambiente
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necesario para llevar a cabo la reaccion, ademas de que se puede tener una
produccion a gran escala de las nanoparticulas. Se utilizan los tallos, las hojas, las
flores y las raices de las plantas para realizar los extractos, a los cuales se adiciona
la sal metalica de eleccion. El tamafio y la forma de las nanoparticulas dependeran
de factores como la variedad de compuestos presentes en la planta, la temperatura
y el tiempo en el que se lleve a cabo la reaccion. Ademas, el uso de plantas
medicinales para realizar los extractos en los cuales se llevara a cabo la sintesis,
permite funcionalizar las nanoparticulas, asi como atribuirle propiedades unicas que

no se obtendrian por medio de una sintesis tradicional (Chandra et al., 2020).

2.5.2.1. Nanoparticulas biosintéticas con actividad anticancerigena

Aunque las nanoparticulas sintetizadas por métodos quimicos y fisicos tradicionales
han tenido resultados positivos frente al cancer, la sintesis verde de nanoparticulas
también va en aumento. Las NPs obtenidas por sintesis verde, han tenido
resultados positivos frente a células cancerigenas. Un ejemplo son las
nanoparticulas de plata obtenidas a partir del extracto etandlico de la corteza del
Cuachalalate, mismas que fueron utilizadas como tratamiento en células de cancer
de mama (HeLa ATCC No. CCL-2), evaluando la viabilidad por MTT, disminuyendo
la viabilidad celular en 80% a una concentracion de 1 mM de nanoparticulas,
después de un tratamiento de 24 h disminuy¢ la viabilidad en 86% después de
tratamiento por 48 h, lo cual determiné que la diferencia entre periodos no es
significativa, por otro lado, no hubo dafio citotoxico en linfoblastos (Rodriguez-Luis
et al., 2016).

Ademas, se ha realizado exitosamente la sintesis verde de nanoparticulas de oro
usando el extracto acuoso de las flores de la Moringa, de las que se determind la
actividad citotéxica por MTT en células A549 de adenocarcinoma epitelial de pulmén
y linfocitos, resultando en una disminucion de la viabilidad celular hasta de un 100%
en las células A549 (20 mg/mL de extracto), respecto a los linfocitos periféricos no
hubo cambio en la viabilidad (Anand et al., 2015). En otro estudio, se determin6 que
las nanoparticulas de oro sintetizadas a partir del extracto acuoso de las hojas (475
pug/mL), no son citotoxicas para células sanas PBMCs (células mononucleares de
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la circulacidn periférica), sin embargo, inducen apoptosis a través de la via
intrinseca en células cancerigenas de pulmén A549. También, se determino que las
NPs-Au tuvieron como blanco la expresion de genes supresores de tumores y el
splicing alternativo de la caspasa 9, de tal manera que se activd la cascada
apoptotica en las células cancerigenas (Tiloke et al., 2018). Aunado a lo anterior, se
han sintetizado nanoparticulas de planta utilizando como medio reductor el extracto
acuoso de la corteza de Moringa, las cuales mostraron un rango de mortalidad del
94% en células de carcinoma cervical (HeLa) a una concentracion de 250 ug/mL de
nanoparticulas, después ser incubadas durante 24 h (Vasanth et al., 2014).
También, se ha realizado la sintesis de nanoparticulas de 6xido de niquel (NiONPs)
en el extracto agua-etanol de las hojas de la Moringa, las cuales se utilizaron como
tratamiento en HT-29 (cancer de colon) a una concentracion de 1000 pg/mL de
NiONPs, como consecuencia, se obtuvo una viabilidad celular del 7.6% (Ezhilarasi
et al., 2016).

2.6. Extractos de plantas medicinales con actividad antitumoral

El uso del extracto de plantas medicinales, suplementos herbolarios y fitofarmacos
como coadyuvantes en el tratamiento del cancer es una practica comun entre los
pacientes con cancer. En paises en vias de desarrollo, como México, mas del 50%
de la poblacion con cancer, recurre a la medicina herbolaria como apoyo adicional
a su tratamiento quimioterapéutico. Por su parte, en Estados Unidos el 35% de los
pacientes con cancer utilizan medicina herbolaria como coadyuvante. Sin embargo,
hay que tomar en cuenta que la quimioterapia acompafnada del uso de extractos de
plantas medicinales, suplementos alimenticios herbolarios, asi como
fitomedicamentos, debe ser valorado y aprobado por los profesionales oncoldgicos
(Ben-Arye et al., 2016).

La medicina tradicional, atribuye actividad anticancerigena a las plantas de diversos
geéneros entre ellos Amphipterygium, Kalanchoe y Moringa; por lo que han cobrado
importancia entre la comunidad cientifica (Rodriguez-Canales et al., 2016).
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2.6.1. Género Amphipterygium

Son plantas pertenecientes a la familia Anacardiaceae, arboles que en promedio
miden 15 m de altura, corteza rojiza, sus frutos son nueces abultadas. La corteza
es astringente ya que contiene taninos (Aguilar y Garcia, 2004). Las principales
especies identificadas son: Amphipterygium glaucum HEMSLEY y ROSSE,
Amphipterygium molle HEMSLEY, Amphipterygium adstringens
SCHLECHTENDAL (Cuevas Figueroa, 2005).

2.6.1.1. Amphipterygium adstringens

Amphipterygium adstringens, en México, se encuentra principalmente en la Sierra
Madre sur, que se extiende desde Jalisco hasta Oaxaca (Cuevas Figueroa, 2005).
Conocida localmente como “Cuachalalate”, es un arbol de 5-10 m de altura 'y 40 cm
de diametro, tiene un tronco torcido. En la medicina tradicional mexicana, se utiliza
la corteza en infusion para curar malestares estomacales como son la gastritis,
ulceras gastrica, cancer de estomago, fiebre y dolor de diente (Valtierra Galvan et
al., 2019)

a) Actividad Biologica

Con la finalidad de demostrar la actividad biolégica que le confiere la medicina
tradicional a Amphipterygium adstringens, se han llevado a cabo diversas
investigaciones. En un estudio realizado por Gémez-Cansino, se ha demostrado la
actividad antibacteriana de los extractos de metanol y diclorometano (Gomez-
Cansino et al., 2017). También, se han realizado estudios con el extracto etandlico,
con la finalidad de determinar la actividad del extracto frente a la colitis, de lo
anterior, se realizé un ensayo utilizando ratones (BALB/c) con colitis inducida por
4% de dextran (dextran sulphate sodium) y administrando el extracto etandlico de
Cuachalalate (200 mg/kg), lo que resultd en el aumento de peso y evitd el
acortamiento del colon, por lo que se infiere que tiene potencial para el tratamiento
de la colitis (Rodriguez-Canales et al., 2016). Respecto a la seguridad de los

extractos acuoso y metandlico de Amphipterygium adstringens, las pruebas de
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toxicidad aguda han demostrado que no se presenta riesgo mutagénico en cepas
de S. typhimorium, por otro lado, las pruebas en Artemia salina, tampoco mostraron

toxicidad o dafo (Déciga-Campos et al., 2007).

b) Actividad antitumoral

En relacion con la actividad antitumoral de la planta, se han realizado diversos
estudios de los extractos de la corteza, a continuacion, se mencionan los resultados
de los hallazgos. En pruebas de inmunosupresion, el extracto acuoso de la corteza
de Cuachalalate, en un modelo de ratén administrando 10 mg/kg de peso, presentd
efectos inmunoestimulatorios, tanto de macréfagos como de la proliferacion de
esplenocitos, sin embargo, triterpenos purificados del extracto acuoso (acido
masticadiendico, acido 3a-masticadiendico, acido masticadiendlico y el acido 24-25
dihidromasticadiendico) no presentaron ningun efecto inmunoestimulatorio (Alonso-
Castro et al., 2016). Asi mismo, la actividad antiproliferativa del extracto metandlico,
ha sido determinada en diversas lineas celulares cancerigenas, lo que resulté en
la inhibicion total de la proliferacién celular, demostré tener una actividad mas
potente en las células de adenocarcinoma ovarico (4 pg/mL, células:NCI-
ADR/RESISTENTE), melanoma (7.30 ug/mL, células: UACC-62) y adenocarcinoma
de colon (7.90 ug/mL, células: HT-29), por otra parte, fue en las células de leucemia
mieloide, en las que se obtuvo la menor actividad del extracto, ya que fue necesaria
una concentracion >250 ug/mL para lograr la inhibicion total del crecimiento
(Rodriguez-Garcia et al., 2015).

Los estudios fitoquimicos del extracto hexanico han reportado que esta compuesto
en su mayoria por acidos alquil fendlicos, de los cuales el compuesto mayoritario es
el acido anacardico 6-pentadecilsalicilico, cuya estructura se muestra en la figura 3
(Mata et al., 1991). Estudios realizados en lineas celulares de leucemia mieloide
aguda (K562) tratadas con acido 6-pentadecil salicilico (150 uM), indicaron que la
induccion de apoptosis es dependiente de la concentracion y que existe un aumento
en la concentracion de las caspasas 3,8 y 9. Ademas, mediante la adicion de los
inhibidores de las caspasas ya mencionadas, se resolvié que el tratamiento con
acido 6-pentadecilsalicilico induce apoptosis dependiente de caspasa 8 por la via
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extrinseca (Alam-Escamilla et al., 2015). El acido anacardico 6-pentadecilsalicilico
(2 mg/kg) administrado en modelos de raton durante 14 dias, arrojo como resultados
el aumento en la proporcién de macrofagos (F4/80-FITC), asi como de células
natural killer (CD 335 PECy7), ademas, aumento los niveles sistémicos del factor
de necrosis tumoral (TNF-a), de las interleucinas (IL-2, IL-12, IL-6 y IL-13) (80 veces
la concentracion), asi como del 6xido nitrico. Finalmente, aunque tiene efecto en la
proporcion de macrofagos, se observo que no existe un efecto en la proporcion de
linfocitos (Gnanaprakasam et al., 2019). Por otro lado, en estudios fitoquimicos de
A. adstringens, se han logrado purificar 12 triterpenos, asi mismo se demuestra que
inhiben la proliferacion de células de leucemia (L-1210), teniendo en promedio una

IC50= 25 pg/mL de los triterpenos aislados (Makino et al., 2004).

Figura 4. Estructura del acido 6-pentadecil salicilico

2.6.2. Género Moringaceae

El género Moringa también ha captado el interés de los investigadores en la
busqueda de metabolitos y extractos con actividad antitumoral. La Moringa
pertenece al género Moringaceae, del orden Brassicales, donde se incluyen al
rabano, la col y las alcaparras. El género Moringaceae, unicamente comprende al
género Moringa del cual se han reportado 13 especies (Verdcourt, 1985), (Olson y
Fahey, 2011). La diversidad es grande, ya que comprende hierbas, arbustos e
incluso arboles. Sus hojas son pinnadas, grandes, los frutos forman una capsula

lefiosa larga (Olson y Fahey, 2011).

2.6.2.1. Moringa oleifera
Moringa oleifera, es una de las 13 especies que comprende el género Moringaceae.
Se ha registrado en bosques al norte de India y Pakistan (Verdcourt, 1985). Sin

embargo, en México, es una planta que ya forma parte de la horticultura tradicional,
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utilizandose principalmente de forma ornamental. Es abundante en la costa del
Pacifico y del sur de Sonora hasta Chiapas. En los afios 1900, se utilizaba como
fuente comestible, ya que lo que se ingeria eran las vainas como esparragos (Olson
y Fahey, 2011).

a) Actividad biolégica

Uno de los principales atributos de la Moringa, es su alto contenido proteico, del
cual se ha demostrado que su adicion a la dieta ha logrado rescatar a personas en
desnutricion, ademas, las hojas estan constituidas principalmente con aminoacidos
esenciales (Freiberger et al., 1998). También se ha demostrado que tiene actividad
anti hiperlipidémica, hiperglicémica y actividad antimicrobiana (Senthilkumar et al.,
2018). El extracto acuoso y etanodlico de las hojas, demostré tener una buena
capacidad antioxidante, con inhibicion de hasta el 87% y una ICso de 7.6 pg/mL
(Sacchetti et al., 2005). El extracto hidro-alcohdlico de las hojas, tiene actividad
como antiviral contra herpes simplex-1 a una concentracién entre 50-100 ug/mL con
un RF:104 (Soltan y Zaki, 2009). También, se ha determinado que hay toxicidad
aguda administrando dosis diaria de 1.5 g/kg (Adedapo et al., 2009)

b) Actividad antitumoral

Por lo que se refiere a la actividad antitumoral de extractos de Moringa, se han
realizado estudios exhaustivos que demuestran efectos biologicos positivos frente
a diversas células cancerigenas, a continuacion se mencionan los hallazgos:

El tratamiento de células de carcinoma (HeLa de carcinoma cervical), lineas
celulares KB (sublinea de Hela) con el extracto acuoso de las hojas, resultd en la
disminucién de la viabilidad celular (disminucion del 85% a 25 yg/mL), cambios en
la morfologia (200 ug/mL, 48 h) y la fragmentacién nucleosomal del DNA en células
KB tumorales (200 pg/mL) (Sreelatha et al., 2011). Asi mismo, Nair y Varalakshmi,
usaron el extracto acuoso y determinaron la actividad apoptética en células Hela,
tomando en cuenta la fragmentacion del DNA y dano apoptético usando tincidon de
bromuro de etidio. Los cambios morfoldgicos, fueron atribuidos como resultado del
proceso de muerte celuar progamada que se hicieron evidentes después de 6 h de
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haber administrado el tratamiento con el extracto (100 pg/mL). La fragmentacion de
DNA se determino por electroforesis (gel de agarosa), asi como el aumento de la
fragmentacién internucleosomal (10 ug/mL). Finalmente, se resolvié que hubo dafio
apoptotico, debido al encogimiento de la células, asi como el rompimiento nuclear
(Varalakshmiy Nair, 2011). El tratamiento con 30 mg/mL de extracto acuoso durante
6 h, resulto en la disminucion de la concentracion de ATP, el aumento de ROS, la
activacion de caspasas y la expresion de proteinas proapoptéticas (p53,
SMAC/Diablo, AlF) en células cancerigenas A549 (Madi et al., 2016).

Al mismo tiempo, muestras de sangre periférica y médula 6sea obtenidas de
pacientes con ALL y AML (Instituto Nacional de Cancer), se trataron con extracto
etandlico de las hojas de Moringa (20 mg/mL durante 24 h), los resultados indicaron
que las células mononucleares de leucemia mieloide aguda presentaron
disminucién del 82% en la proliferacion celular, mientras que los linfoblastos en las
muestras de leucemia linfoblastica aguda fue del 86%, en general, la viabilidad
celular fue del 25% (Khalafalla et al., 2010).

2.6.3. Género Kalanchoe

El género fue inicialmente publicado por Michel Adanson en 1763, pertenece a la
familia Crassulaceae, tiene alrededor de 125 especies catalogadas, son plantas
arbustosas que en su mayoria no alcanzan el metro de altura (Milad, 2014).

a) Actividad biologica

En la medicina tradicional, se utiliza para curar diarrea, fiebre, esquizofrenia, crisis
de panico, como unguento para tumores, hinchazones y quemaduras.

Por otro lado, estudios cientificos han demostrado que el extracto etandlico de K.
pinnata, tiene actividad positiva frente a heridas, ya que promueve la disminucion
del area afectada, este mismo extracto tiene actividad antimicrobiana, sin embargo,
el extracto metandlico presenta mejor actividad antimicrobiana, ademas de actividad
antinociceptiva. Por otro lado, el extracto acuoso de K. pinnata, tiene actividad
antileishmanicida visceral (Rajsekhar et al., 2016).
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b) Actividad antitumoral

Los extractos acuoso y metandlico de K. pinnata, han presentado actividad contra
tumores en regiones peritoneales en ratas. Asi mismo, se demostréo que los
extractos presentan actividad proapoptdética y antiproliferativa (Rajsekhar et al.,
2016). Por otro lado, la purificacidon de compuestos de tipo bufadiendlidos, presentes
en el Aranto, utilizados frente a células cancerigenas, han demostrado actividad
antineoplasica y citotoxica. Especificamente, en leucemia linfoblastica tipo T, los
bufadiendlidos como la bufalina han promovido la actividad apoptdtica, asi como el
arresto celular (Garcia-Pérez et al., 2018). En la Figura 4, se muestra la estructura
de la bufalina, que arresta el crecimiento celular en G2, ademas de reducir los
niveles de topoisomerasa-2 en células de leucemia mieloide aguda K562 (Zhai et
al., 2014).

P

Figura 5. Estructura de la Bufalina
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3. JUSTIFICACION

La leucemia es el tipo de cancer con mayor incidencia a nivel mundial en pacientes
pediatricos. Especificamente, los pacientes pediatricos mexicanos con leucemia
registran un 56% de supervivencia de 5 afos después del tratamiento, mientras que,
a nivel mundial, la supervivencia es del 90% (Secretaria de Salud, 2019). Por lo
anterior, se busca el desarrollo de nuevos medicamentos para tratar la leucemia. En
los ultimos 20 afos, la nanotecnologia ha sido una herramienta para el disefio de
quimioterapicos, ya sea como coadyuvantes o como tratamientos autonomos que
ostentan eficacia y seguridad. Las nanoparticulas de oro tienen propiedades unicas
que les permiten ser utilizadas con fines terapéuticos, como es el tratamiento de
cancer con fototerapia. También, se utilizan como acarreadoras de medicamentos,
como adyuvantes para mejorar la solubilidad de quimioterapicos, lo que resulta en
una administracion menor de dosis del farmaco, disminuyendo asi, los efectos
toxicos. Lo anterior, es principalmente atribuido a la relacion de area superficial y
volumen que les permiten tener propiedades eléctricas, opticas, magnéticas y
térmicas que les otorgan superioridad frente a otras nanoparticulas (Ganeshkumar
et al.,, 2012). Ademas, se ha demostrado que las nanoparticulas de oro tienen
actividad antitumoral y antimetastasica en diversas lineas celulares, como cancer
de colon, cancer de mama y leucemia, con efectos toxicos casi nulos (Parrotta et
al., 2016; Zhou et al., 2014). La obtencion de NPs-Au, se lleva a cabo de manera
tradicional por medios fisicos y quimicos, sin embargo, éstos traen consigo
dificultades, como el costo elevado, asi como la contaminacion ambiental, por lo
que la nanotecnologia se ha inclinado por la sintesis verde, a partir de extractos de
plantas que sirven como medio reductor (Natsuki, 2015). Los extractos de plantas
medicinales con actividad antitumoral comprobada, son ampliamente utilizados
como medio de sintesis de nanoparticulas, ya que ofrecen una fuente rica en
metabolitos secundarios activos, asi como la eficaz sintesis de las nanoparticulas.
Con respecto a plantas medicinales que han demostrado tener actividad
anticancerigena, se encuentran M. oleifera, A. adstringens y K. daigremontiana, de
las cuales, tanto extractos, como compuestos purificados han exhibido actividad
antiproliferativa y apoptoética en lineas celulares de leucemia linfoblastica tipo T
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(Garcia-Pérez et al., 2018). Ademas, estos extractos, han resultado eficaces en la
sintesis de nanoparticulas, sin embargo, la sintesis de NPs-Au utilizando como
medio sintético los extractos de las plantas mencionadas, asi como la actividad
antiproliferativa y apoptoética en lineas celulares de leucemia linfoblastica tipo T no

ha sido determinada.
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4. PLANTEAMIENTO TEORICO

4.1. Pregunta de investigacion

¢ Presentan las nanoparticulas de oro obtenidas por quimica verde a partir de los
extractos de Moringa oleifera (moringa), Amphipterygium adstringens (cuachalalate)
y Kalanchoe daigremontania (aranto) actividad antiproliferativa y proapoptatica en

lineas celulares de leucemia tipo T?

4.2. HIPOTESIS

Las nanoparticulas de oro obtenidas por un proceso con enfoque basado en quimica
verde utilizando extractos de Moringa oleifera (moringa), Amphipterygium
adstringens (cuachalalate) y Kalanchoe daigremontania (aranto) presentan

actividad antiproliferativa y proapoptoética en lineas celulares de leucemia tipo T.

5. OBJETIVOS

5.1. Objetivo general

Sintetizar NPs-Au a través del uso de la quimica verde, utilizando los extractos de
Moringa oleifera (moringa), Amphipterygium adstringens (cuachalalate) y Kalanchoe
daigremontiana (aranto) y evaluar su actividad apoptotica y antiproliferativa en
lineas celulares de leucemia tipo T (Jurkat).

5.2. Objetivos especificos

5.2.1. Obtener los extractos verdes de Moringa oleifera, Amphipterygium adstringens
y de Kalanchoe daigremontiana, utilizando las técnicas de extraccion de ondas
de choque y homogeneizado ultrasonico.

5.2.2. Comparar la capacidad antioxidante, cantidad de compuestos fendlicos,
flavonoides totales, mediante técnicas electroquimicas, espectrofotométricas y
cromatograficas, de los extractos verdes obtenidos por los diferentes métodos
de extraccion.

5.2.3. Obtener las nanoparticulas de oro mediante sintesis verde, utilizando el
extracto que presente las caracteristicas adecuadas de capacidad

antioxidante.
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5.2.4. Caracterizar fisicoquimicamente las nanoparticulas de oro, mediante DLS,
potencial Z, microscopia electronica, espectrofotometria UV-Vis, FTIR y
DRX.

5.2.5. Determinar la actividad antiproliferativa en lineas celulares de leucemia tipo
T (Jurkat) de las nanoparticulas de oro obtenidas por sintesis verde, asi como

de los extractos.
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6. METODOLOGIA
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6.2. Extraccioén verde

El material vegetal de las tres plantas, se lavo con agua destilada y se dej6 secar a
temperatura ambiente y protegido del sol. Posteriormente, el material seco se molio
utilizando un molino Hammer Mill (Mikro pulverizer 2TH model, USA), se tamizé
utilizando una malla de 150 ym y almacen6 en contenedores de polietileno hasta su
uso futuro.

En todos los casos, las extracciones se realizaron a una relacidén peso:volumen de
67 mg/mL (material vegetal/solvente) (Molina et al., 2022). Los solventes utilizados
para las extracciones fueron agua, etanol y NADES (tabla 4). Adicionalmente, se
utilizé6 metanol como solvente control.

La extraccion se llevd a cabo utilizando métodos verdes, especificamente, se hizo
uso de técnicas que producen un efecto de cavitacion, como son el homogeneizado
ultrasonico y las ondas de choque. Adicionalmente, la extraccion por macerado se
realizé con la finalidad de comparar este método de extraccién tradicional con los
meétodos verdes. La extraccion por macerado se llevé a cabo durante una semana
con el metanol y se mantuvo en un lugar fresco, seco y protegido de la luz. Una vez
transcurrida una semana, se recuperd el sobrenadante. Todos los extractos se

liofilizaron y se almacenaron a -4°C para su uso posterior.

6.2.1. Ondas de choque

La extraccion asistida con ondas de choque se llevé a cabo en un generador
experimental Piezolith 25-01 (Richard Wolf GmbH, Knittlingen, Alemania). El equipo
genera alto voltaje que es aplicado a cristales piezoeléctricos, los cuales se
encuentran en el fondo de una tina cubica, ordenados de forma semiesférica. Las
muestras vegetales fueron sometidas a diferentes numeros de ataques con las
ondas de choque. El protocolo de ataque con monopulso fue desde 1000 hasta 4000
ondas de choque (5 kV). Las muestras del material vegetal tamizado se introdujeron
en viales de plastico a los cuales se le adiciond el solvente y se sellaron con calor.
El vial con la muestra se sumergido en la parte superior de la tina de agua,

posicionandolo en el centro. La temperatura del agua de la tina fue siempre de 20
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°C. Posterior a los ataques, se filtrd la muestra y se liofilizé el sobrenadante (Molina
et al., 2020).

6.2.2. Homogeneizado ultrasénico

La extraccién asistida con homogeneizado ultrasénico se realizé con un sonotrodo
ultrasénico Cole-Palmer EW-08895-55 (Vernon Hills, USA). La muestra vegetal se
anadio en viales de 10 mL y se utilizd la relacion peso:volumen mencionada
anteriormente. La extraccion se realizo a frecuencia de 45 kHz, potencia de 70 W'y
por un periodo de 300s (Jin et al., 2019).

6.2.3. Solventes eutécticos profundos naturales
Los NADES se prepararon combinando diferentes relaciones molares de sus
componentes, en agitacion constante a 50 °C por 4 h. A continuacion, se expone la

tabla de la mezcla de compuestos, asi como su relacion molar:

Tabla 4. NADES propuestos para preparacion de extractos.

Combinacién Relacion Molar Referencia
Cloruro de betaina:fructosa:agua 2:5:5 (Gonzalez et al., 2018)
Glicerol:cloruro de 9:4:1 (Pani¢ et al., 2019)
betaina:sacarosa

La extraccidn se realizd con la misma relacién peso:volumen mencionada
anteriormente. Una vez transcurrido el tiempo, la mezcla se centrifugo y se recupero

el sobrenadante.

6.3. Caracterizacion de los extractos

6.3.1. Analisis espectroscopico

Se monitored la eficiencia de los métodos de extraccidon, por medio de
espectrofotometria UV-vis (Espectrofotometro UV/Vis, UV-6300PC), diluyendo 10
WL de cada extracto en 1 mL de solvente, haciendo una lectura a una A=200-800

nm.
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Se registraron los espectros de infrarrojo FTIR de los extractos con la finalidad de
compararlos con aquellos de las NPs-Au.

6.3.2. Cuantificacion de flavonoides totales

Se utiliz6 el método de Zhishen (Zhishen et al., 1999) para determinar la
concentracion de flavonoides totales, se tomoé una alicuota de un mL de muestra
(muestra vegetal o de la solucion estandar de catequina) a diferentes
concentraciones (20, 40, 60, 80, 100 mg/L) y se colocd en un matraz volumétrico de
10 mL y 4 mL de agua desionizada, ademas, se afiadieron 0.3 mL de NaNO:2 al 5%
y se incubd la reaccidn por 5 min, una vez transcurrido este tiempo, se adicionaron
0.3 mL de AICI3 al 10%, después 2 mL de una solucién 1M de NaOH y aforo el
matraz con agua desionizada. La absorcion se midi6 a A=510 nm. El total de
flavonoides totales se expreso en equivalentes de catequina (CE)/100g de muestra,
n=3.

6.3.3. Cuantificacion de compuestos fendlicos totales

Se determinaron los compuestos fendlicos totales utilizando el reactivo de Folin-
Ciocalteu (Souza et al., 2020). Se preparo una solucidén estandar de acido galico y
de la muestra a analizar a diferentes concentraciones (20, 40, 60, 80 y 100 mg/L).
La reaccion se llevo a cabo de la siguiente manera: se adicion6 una alicuota (200
ML) de la muestra o el estandar a un mL del reactivo de Folin-Ciocalteu y se permitio
reaccionar en agitacion constante durante 1 min. Una vez transcurrido el tiempo, se
adicionaron 800 pL de Na>COg al 7%, y se incubaron por 60 minutos a temperatura
ambiente en obscuridad total. La absorcion se registr6 a A=750 nm. La
concentracion de compuestos fendlicos totales se expreso en equivalentes de acido
galico (GAE)/100 g de muestra, n=3.

6.3.4. Capacidad antioxidante de los extractos

e Analisis colorimétrico (DPPH)

Se prepard una solucion 50 yM de DPPH tamponado con metanol. La solucion
tampdn se realizé mezclando 40 mL de acetato de amonio 0.1 M (pH=5.5) con 60
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mL de metanol. La curva de acido ascorbico (1, 5, 10, 15, 20 y 25 yM) se realizd
de una solucion stock 1 mM (metanol 80 %). La reaccién se llevo a cabo mezclando
150 yL de muestra vegetal o estandar con 800 uL del reactivo DPPH. La reaccion
se dejo incubar por 1 h en obscuridad total. La absorcion se registréo a A 517 nm.
Los resultados se reportaron en Meq de acido ascorbico (Sharma y Bhat, 2009).

¢ Analisis electroquimico Capacidad Reductora Cuprica (CUPRAC)

Se preparo una solucion de CuCl2‘H20 0.001M en agua destilada; luego se diluy6
la neocuproina 0.0075 M y solucion buffer (pH 7.0) de CH3COONHs4. La curva
estandar se preparé con diferentes concentraciones de acido ascorbico (400-1000
MM). La reaccidn se llevo a cabo adicionando 100 pL de cada solucién y del estandar
o de la muestra y se permitié reaccionar por una hora. La absorcion se registré a A
450 nmy los resultados se expresaron en mEq de acido ascoérbico (Espinosa-Acosta
et al., 2018).

6.4. Optimizacion de los parametros de extraccion
Para obtener la capacidad antioxidante deseada, se ajustaron los parametros de
extraccion de ambos métodos (ondas de choque y homogeneizado ultrasonico). Las
condiciones adecuadas de extraccidn se determinaron con base en la capacidad
antioxidante del extracto. La extraccion asistida por homogeneizado ultrasonico se
llevé a cabo tomando en cuenta las variables de potencia y tiempo de extraccion
(tiempo:10-350 s y potencia: 50,60, 70, 80, 90, 100 W). Las condiciones 6ptimas de
extraccion para este método fueron de: frecuencia 40 kHz, potencia 80 W y tiempo
de extraccidon 15 s. La extraccion asistida por ondas de choque para los extractos
de Cuachalalate utilizando el protocolo de monopulso, resulté en extractos que
contenian 25 % de la capacidad antioxidante con relacion a los estandares utilizados
en las diferentes metodologias. El modo de ataque se ajusté de monopulso a
tandem, conservando el ataque de 2000 eventos, es decir 4000 ondas de choque.
El ataque tandem se utilizé en dos protocolos de ataque: El de ataque con variable:
200 eventos con delay de 216 ps, seguidos de 700 eventos con delay de 166ys. El

protocolo de ataque constante: 1100 eventos con delay de 166 ys.
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Los extractos de Aranto, se obtuvieron utilizando el protocolo monopulso con 1000
ataques a 5 kV con una temperatura constante de 25 °C. El protocolo de ataque que

se utilizé para obtener los extractos de Moringa fue en tandem.

6.5. Sintesis verde de las nanoparticulas de oro

La sintesis verde de las NPs-Au se llevd a cabo con una solucion acuosa 15 uM del
precursor metalico (HAuCls), que se mezcld con una solucion de acuosa del extracto
(1 mg/mL). La sintesis verde tradicional se realiz6 utilizando una relacion 1:1 p/v
(extracto/ HAuUCIs) en agitacién constante y a temperatura ambiente por 24 h. La
reaccion de sintesis se monitore6 cada hora en el espectrofotometro, en un rango
de 200-750 nm, durante 12 h. La solucion se centrifugé a 10,000 rpm durante 25
min a temperatura ambiente y se desecho el sobrenadante. El lavado se realiz6 por
triplicado con agua tridestilada. Finalmente, las NPs-Au se resuspendieron en 1 mL
de agua destilada y se almacenaron a -4 °C hasta su uso posterior (Britto Hurtado
et al., 2016).

6.5.1. Optimizacion de los parametros de sintesis

El tamafo y forma de las nanoparticulas obtenidas de la sintesis verde se
controlaron ajustando parametros como el tiempo de la sintesis, el pH de la
reaccion, la temperatura a la que se realiza la sintesis y la relacién p/v de la sal
metalica y el extracto. La sintesis verde que se llevo a cabo por 24 h a temperatura
ambiente se realiz6 a pH7 y a pH10. Adicionalmente, se utiliz6 el método de
Turkevich modificado, que se lleva a cabo calentando la solucion de HAuCls hasta
ebullicion y afiadiéndola al extracto resuspendido en agua destilada a 40 °C, la
mezcla se mantuvo a temperatura constante (40 °C) y en agitacion, una vez que la
solucién cambié de color (indicando el inicio de la sintesis), se tomaron alicuotas de
500 pL cada 20 min durante 120 min. Las NPs-Au se lavaron por triplicado con agua
destilada a 10,000 rpm por 25 min y se guardaron a -4 °C.
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6.6. Caracterizacion fisicoquimica de nanoparticulas de oro

6.6.1. Microscopia de barrido de alta resolucion

Se determinaron los parametros morfologicos de las NPs-Au obtenidas por sintesis
verde, por medio de SEM, utilizando un equipo Hitachi SU8230 (Flores-Lopez et al.,
2021). Las muestras de NPs-Au se redispersaron y una gota se monto sobre un
soporte de cobre recubierto con tintura de carbono, el cual se dej6é secar a

temperatura ambiente por 48 h.

6.6.2. Dispersion de luz dinamica

Para determinar la distribucion del tamafno de particula, se utilizé la técnica de
dispersion de luz dinamica, usando un equipo Litesizer 500 Anton Paar (Vergara-
Castaneda et al., 2019). Las muestras de NPs-Au se redispersaron y se tomo una
alicuota de 100 pL, que se adiciond a 900 pL de un buffer de fosfatos (pH 7.4). Las
mediciones se realizaron usando celdas reutilizables de plastico n=3, T= 25 °C.

6.6.3. Carga eléctrica

La carga eléctrica (potencial-() de las muestras se determiné utilizando el equipo
Anton Paar Litesizer 500. Las muestras redispersas se diluyeron en un buffer de
fosfatos (pH 4, 7.4, 12), para evitar efectos de dispersion, se midieron por triplicado
a 90° durante 30 s (Vergara-Castaneda et al., 2019).

6.6.4. Analisis espectroscopico

Para asegurar la formacion de las NPs-Au, se realizé el analisis por UV-Vis,
registrando el espectro entre 400-600 nm, debido a que el plasmon de oro tiene
una absorcién maxima en esa zona (Vergara-Castaneda et al., 2019). Las muestras
de NPs-Au se redispersaron y se tomo una alicuota de 100 pL que se adiciono a
900 pL de agua.

El analisis de ATR-FTIR, fue usado para determinar las propiedades
espectroscopicas de NPs-Au bioreducidas y se compararon con los espectros
obtenidos de los extractos (Vergara-Castaneda et al., 2019). Las muestras de NPs-
Au se redispersaron y se montaron sobre el diamante del equipo.
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6.6.5. Analisis termogravimétrico

El material organico que qued6 adherido a la superficie de las NPs-Au fue
determinado por un analisis termogravimétrico (T= 1000 °C), para lo cual se adicion6
una cantidad conocida de la muestra. Se utilizé un equipo Mettler Toledo
Thermogravimetric Analyzer (Espinosa-Acosta et al., 2018). El analisis se llevo a
cabo en una atmosfera de aire con una velocidad de calentamiento de 10 °C/min
desde 30 hasta 700 °C.

6.6.6. Difraccion de rayos X

El analisis por difraccion de rayos X, se realizé con la finalidad de determinar la
presencia de Au, asi como las propiedades estructurales de las NPs. Para lo anterior
se utilizd6 una cantidad de muestra conocida en un equipo Rigaku Ultima IV
diffractometer (Tokyo, Japon) con Cu K a (Flores-Lopez et al., 2021).

6.7. Actividad bioldgica In vitro de las nanoparticulas de oro

Es importante mencionar que, en todos los casos, una vez terminado el trabajo con
lineas celulares, se realizé un lavado de manos para evitar la dispersion del material
biolégico. Asi mismo, una vez terminada la experimentacion, el material biolégico
se inactivo y se le adicion6 hipoclorito de sodio antes de ser colocado en bolsas
para enviarlas con el proveedor de desechos peligrosos. Ademas, todo el material
que se utilizé sin importar su naturaleza se inactivé con hipoclorito de sodio para su

posterior desecho, lavado o esterilizacion, segun el caso.

6.7.1. Viabilidad celular de las lineas celulares de leucemia

Se establecieron cultivos las lineas celulares Jurkat (ATCC No. TIB-152, ATCC,
Manassas, VA, USA) y CRL-1991. Las lineas celulares se incubaron a 37 °C en
una atmosfera de CO2 al 5 %: El medio de cultivo que se utilizé fue RPMI 1640
(ATCC, No 30-2001), con 10 % de suero bovino fetal (FBS, ATCC, No 30-2020) y
2 % de penicilina y estreptomicina.

Para determinar la viabilidad celular presentes en la suspension, se hizo una prueba

de exclusion de colorante. La prueba se realizé mezclando una parte de azul tripano
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(0.4 %), con una parte de la suspension de las células, la mezcla se incubd por 3
min a temperatura ambiente. Posteriormente, se tomaron 10 yL de la solucion y se
montaron sobre el hematocitometro. El numero total de células viables se obtuvo
contando las células viables (sin tincion) y las células no viables (con tincion).

Las células Jurkat fueron tratadas con diferentes concentraciones de las NPs-Au
(0.98, 3.94, 7.88, 11.82, 15.76 y 29.55 pg/mL) por 24 h. También se trataron las
células con diferentes concentraciones de los extractos (10-1000 pg/mL). La
vincristina se utiliz6 como control positivo y como control negativo se utilizé una
mezcla de agua:etanol al 1:1 . Se calcul6 la ICso y estos valores se utilizaron para
determinar la citotoxicidad de las NPs-Au y de los extractos.

6.8. Analisis estadistico

Todos los resultados presentados fueron la media del triplicado de tres

experimentos diferentes, se presentd con barras el error estandar.
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7. Resultados y discusion

7.1. Caracterizacion de los extractos

Se determiné la capacidad antioxidante, contenido total de fenoles y flavonoides a
todos los extractos obtenidos de A. adstringens, K. daigremontiana y M. oleifera.
Los compuestos antioxidantes presentes en los extractos son los que llevan a cabo
la reduccion del Au*® presente en la sal a Au® que permite la formacién de las NPs-
Au. Se evalué la capacidad antioxidante mediante técnicas espectroscopicas como
el ensayo de capacidad de captaciéon de radicales 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo
(DPPH) y el ensayo de capacidad antioxidante reductora cuprica (CUPRAC). El
meétodo que se utilizd para la cuantificacion de fenoles totales fue Folin-Ciocalteau
y el método Zhishen para flavonoides totales. La capacidad antioxidante de un
extracto debe ser evaluada por diversos métodos, ya que tomar en cuenta los
resultados de uno solo, resulta en una aproximacion inexacta a la concentracion de
dichos compuestos presentes en el extracto (Martinez-Cabanas et al., 2021).

El analisis exploratorio para la determinacién de capacidad antioxidante de todos
los extractos se hizo utilizando la técnica colorimétrica DPPH. La capacidad
antioxidante del acido ascorbico se tom6é como referencia, para descartar las

muestras que presentaran menor o mayor actividad antioxidante.

7.1.1. Cuantificacion de compuestos fendlicos y flavonoides totales

Se determind la capacidad antioxidante y el contenido total de fenoles y flavonoides
para todos los extractos.

Los extractos metandlicos de cuachalalate obtenidos con los métodos de extraccion
verde, presentaron la menor capacidad antioxidante y contenido total de fenoles y
flavonoides de todos los extractos.

Los extractos de la corteza del Cuachalalate han demostrado que el total de
compuestos fendlicos y la capacidad antioxidante son termolabiles, cuando se
obtienen por métodos dependientes del calor como los bafios de ultrasonido,
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presentando un bajo rendimiento de extraccion (Chmelova et al., 2020). Los
resultados muestran que el rendimiento de extraccion de TPC depende del solvente.
La tabla 5 muestra que la extraccion asistida por ultrasonido acuoso fue un 91 %
mas alta que la de macerado con metanol (Mac-MeOH), mientras que la extraccion
por ultrasonido con etanol:agua fue un 12,9 % mas baja que Mac-MeOH. Por el
contrario, la extraccion asistida por ondas de choque dependia del retraso. EI TPC
en muestras expuestas a ondas de choque en tandem generadas con un retraso
constante fue un 76,1 % superior al de Mac-MeOH. El valor disminuy6 cuando se
usé el retardo variable, pero aun era un 29,3 % mas alto que Mac-MeOH. Los
extractos obtenidos con extraccidn asistida por homogeneizado ultrasonico tuvieron
la mayor capacidad antioxidante en comparacion con los otros métodos de
extraccion. Los resultados de los ensayos DPPH y CUPRAC indicaron que el
rendimiento de la extraccion verde fue mayor en capacidad antioxidante en
comparacion con el rendimiento obtenido por el método de extraccion tradicional
Mac-MeOH.

Por otro lado, los extractos de Aranto Ochea6 (42.81+0.17 mg GAE-mL") y Ochea4
(32.89+1.21 mg GAE'mL") fueron los que tuvieron mayor concentracion de
compuestos fendlicos totales. En contraste, el extracto con mayor concentracion de
flavonoides totales fue Me con 0.178 mg CE-mL-'. Finalmente, los extractos con
menor rendimiento para fenoles fueron Ochea2 y Ochea3 y para flavonoides fueron
SPeay Oche2. La capacidad antioxidante de los extractos Me (806.31£2.62) y SPea
(260.56+£22.74) fue mayor que la de los demas extractos de aranto. Los extractos
que registraron mayor capacidad antioxidante por le metodologia CUPRAC fueron
Ochea4 (443.08+1.45) y Ocheab (202.17+£2.14). Finalmente, Oche2 y Oche3 fueron

los extractos con menor capacidad antioxidante.
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Tabla 5. Capacidad antioxidante de las muestras de los extractos obtenidos por diferentes métodos

de extraccion.

TPC TFC DPPH CUPRAC
Muestra (Mg/100 MLGAE) 2 (mg/100 mL QE)® (mM/mL TEAC)¢  (mM/mL TEAC)¢

Mac-MeOH 30.27 £0.25 60.06 +0.14  1359.91 +23.38 2765 + 11.05
coscnamae USEW 26.36 + 0.43 7541+0.32 1836.72+10.25 3018+ 13.22
SWCD-EW 53.31 +0.37 68.58 +0.25  4838.95+39.23 7051 + 18.24
SWVD-EW 39.15 +0.21 90.73+0.18 2588.32+50.17 5374 + 36.44
us-w 57.83 £ 0.32 97.96 +0.41 3537.69+34.81 5109 + 27.92

Me 16.47+1.27 0.19+0.16 806.3+2.62 81.67+9.49
Aane - Spea 25.1+ 2.34 0.047+0.03 260.56+22.74 163.58+33.97
Oche2 11.25+ 0.79 0.041+0.026 37.3+27.62 111.64+23.65
Oche3 Ctrl 14.61+0.15 0.098+0.073 67.51+17.05 62.33+39.94
Moringa  Ochead 32.89+ 1.21 0.144+0.14 134.1+5.04 443.08+1.45
Ocheab6 Ctrl 42.81+0.17 0.122+0.19 76.3+34.76 202.1742.14

2 Contenido de compuestos fendlicos totales, ® Contenido de compuestos flavonoids totales, ©2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl, ¢
capacidad antioxidante reductora cuprica.

La capacidad antioxidante, asi como la cantidad de compuestos fendlicos y
flavonoides totales, permitié dterminar los extractos con los que se iba a continuar
la experimentacién. Los extractos seleccionados obtenidos por medio de
macerados, fueron los siguientes: aranto metanol:agua (Me:OH), cuachalalate
metanol (MeOH) y moringa etanol:agua (Etol:H20). Los extractos obtenidos con
extraccion asistida con ultrasonido, fueron Spea (aranto) y US-W (cuachalalate).
Finalmente, los extractos asistidos con ondas de choque fueron Ochea4 (aranto),

SWCD-EW y SWVD-EW (cuachalalate).

7.1.2. Espectroscopia UV-Vis

Para obtener NPs-Au con tamafios que oscilan entre 50 y 150 nm, se utilizaron
diferentes extractos de A. adstringens, K. daigremontiana y M. oleifera para
determinar cual podria sintetizar las NPs-Au con las caracteristicas requeridas. La
absorcion del plasmon NPs-Au se registro analizando las muestras con UV-Vis. En
la Figura 6 los espectros UV-Vis de las muestras indican una banda de absorcién
entre 500 y 600 nm que es caracteristica de las NPs-Au. La resonancia de
plasmones superficiales (SPR) es el resultado de los electrones de superficie
oscilantes que resuenan con la longitud de onda incidente. En la Figura 6a, se
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muestran los espectros de extracto de cuatro muestras diferentes, para garantizar
que no haya una banda de absorcion en el rango de absorcion de SPR. En la figura
6a, la absorcion de SWCD-EW y SWVD-EW alcanza 0.4, en la figura 6b se hace un
acercamiento de la zona entre 480 a 600 nm para mejorar la apreciacion de la
absorcion de cada muestra. En la Figura 6b, se observan los espectros de NPs-Au
posteriores a la limpieza. Para el macerado metandlico y el extracto acuoso asistido
por ultrasonido, los espectros exhibieron una banda ancha con maxima absorcién a
580 nm, lo que confirma la presencia de NPs-Au. Ademas, en ambas muestras, la
intensidad de la banda de absorcion es débil, lo que puede atribuirse a una baja
concentracion de NPs-Au. Por el contrario, los espectros de las NPs-Au sintetizadas
utilizando los extractos asistidos por ondas de choque, tienen una banda de
absorcion maxima bien definida a 550 nm, lo que indica la presencia de NPs-Au
(Suny Xia, 2003). Esta banda también tiene una mayor intensidad, lo que se asocia
con una mayor concentracion de NPs-Au, en comparacion con el resto de las
muestras (Jeon et al., 2019; Nehl y Hafner, 2008). Sin embargo, en todas las
muestras hay un cambio de longitud de onda en el plasmodn, debido a los diferentes
tamanos de las NPs-Au sintetizadas (Jeon et al., 2019). Es importante destacar que,
en lo que respecta a las NP, la banda de absorcion del SPR revela un
desplazamiento a longitudes de onda mas pequefias, cuando el tamafo de la NP
es mas pequefo, y a longitudes de onda mas grandes, cuando el tamafio de la
particula es mayor (Guo et al., 2020; Wang y Astruc, 2014). La diferencia de tamafo
afecta de manera directa en el corrimiento de la banda de absorcion hacia
longitudes de onda mayores, desplazando de 450 nm hasta 800 nm como lo
demostraron Wang y Astruc, 2014.

Por otro lado, las variables como pH (pH 10), tiempo de sintesis y temperatura
(Método de Turkevich modificado) se ajustaron para la obtencién de las NPs-Au
cuando se usaron los extractos de K.daigremontiana como medio de sintesis. En la
Figura 7 se muestran los espectros de Uv-Vis, que presentaron bandas de

absorcion entre 500-600 nm, confirmando la presencia de NPs-Au.
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En la Figura 7 A se muestra el espectro UV-Vis de las NPs-Au sintetizadas a
diferentes concentraciones en relacion m/m del extracto y la sal de oro. Las
nanoparticulas sintetizadas con el extracto Me 1:1 tienen una mayor intensidad a
535 nm, esto se asocia con una mayor concentracion de NPs-Au en comparacion
con el resto de las muestras (Jeon et al., 2019; Nehl y Hafner, 2008). Las NPs-au
SPeaa 1:1y 1:2, Ochea4d 2:1 y Ocheab 2:1 la senal es débil y amplia, lo que sugiere
que la concentracién de nanoparticulas es baja y la distribucion del tamafio es
amplia (Lopez-Miranda et al., 2021a).
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Figura 6. Analisis UV-Vis de (a) extractos de A. adstringens; (b) NPs-Au sintetizadas con los
diferentes extractos A. adstringens.

Por otro lado, en todas las muestras hay un cambio de longitud de onda en el
plasmon, esto se podria atribuir a diferentes tamafios de NPs-Au sintetizadas (Jeon
et al., 2019). La Figura 7 B muestra el espectro UV-Vis de NPs-Au sintetizadas a
pH 10 (1:2), en donde las NPs-Au sintetizadas con los extractos Oche4, Oche6 y
Me, tienen bandas de absorcion entre 533-535 nm, lo que pudiera sugerir que
presentan un tamafo de particula parecido entre las muestras. Las NPs de Ochea4
presentan una banda mas intensa y bien definida, lo que en estudios previos se ha
demostrado que estaria relacionado con NPs de forma esférica (Sun & Xia, 2003).
La muestra Spea, registra una banda de absorcién en 592 nm, lo que indica que
pudiera haber diferencia en el tamafio de las NPs de esta muestra, siendo mas
grandes en relacion con las demas muestras (Lopez-Miranda et al., 2021).
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En la Figura 7 C se presentan

los espectos de UV-Vis de las NPs-Au sintetizadas

con el Método de Turkevich Modificado. Las tres muestras registran una banda de

absorcion en 550 nm, lo que sugiere un tamafo promedio similar.
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Figura 7. Espectros UV-Vis de NPs-Au sintetizadas a diferentes parametros A) Relacién m/v, B) pH
10 y C) Método de Turkevich modificado (TM).

Los espectros de las NPs-Au

de moringa, presentaron el plasmon de resonancia

desde 550 hasta 575 nm aproximadamente, esto se observa en la figura 8. El

corrimiento de las bandas de

absorcion se debe a los diferentes tamanos de las

NPs-Au presentes en la solucién, asi como a la diferencia en tamanos.
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Figura 8. Espéctros UV-Vis de las NPs-Au sintetizadas utilizando el extracto acuoso de moringa
obtenido por ondas de choque. La sintesis se realizé por el método de Turkevich modificado, se
tomaron alicuotas en diferentes tiempos (25, 30, 35 y 40 min).

Los espectos de las NPs-Au obtenidas con los extractos de aranto, de cuachalalate
y de moringa, registran plasmones de resonancia en diversas longitudes de onda,
lo cual se atribuye a la diferencia de tamario, forma y concentracion en las muestras;
es importante tomar en consideracion que la diversidad de metabolitos secundarios
en los extractos, es responsable de la diversidad de las NPs-Au (Vergara-
Castareda et al., 2019).

7.1.3. Tamaiho y forma de particula

Se obtuvieron imagenes SEM para observar el tamario y la morfologia de las NPs-
Au en cada muestra. Estos dos parametros son importantes cuando se trata de
ensayos bioldgicos, porque la toxicidad puede depender de la forma y el tamaio de
las NPs-Au. Por ejemplo, las NPs-Au de diferentes tamafios y formas inoculadas en
un modelo in vivo de ratas Wistar demostraron que las NPs-Au en forma de esfera
de 15 nm son mas toxicas que las NPs-Au de 60 nm y que las estrellas y los
triangulos de 60 nm son hepatotdxicos (Enea et al., 2021). La Figura 9 muestra las
micrografias SEM de 12 NPs-Au que cumplieron con los requisitos para ser
analizados por esta técnica. Después del analisis, se determiné qué muestras eran
viables para continuar con la caracterizacidon y los ensayos bioldgicos. Las
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micrografias SEM se obtuvieron sumando los electrones secundarios (SE), mas las
sefales electronicas de retrodispersion (HA), para apreciar mejor la contribucion de
la matriz organica y las NPs-Au, con la excepcién de la muestra Au@Mac-MeOH
(Figura 9a), que se obtuvo con SE (escala de grises). El color verde en las imagenes
SEM corresponde a las NPs-Au incrustadas en la matriz organica del extracto (color
rojo). En la imagen, la muestra de Au@Mac-MeOH muestra NP heterogéneas de
menos de 50 nm, principalmente cuasi esféricas. La mayoria de las nanoparticulas
de oro analizadas por SEM, no tuvieron un uso importante en este estudio, ya que
tenian un tamano fuera del rango necesario para los ensayos biologicos, con
tamarnos mayores a 150 nm o menores de 20 nm, ademas, de que su forma no era
esférica. Sin embargo, las NPs-Au en forma de estrella y triangulo y de tamafo
pequefio (< 30 nm) se pueden usar como medios cataliticos.

Solvente Macerado Homogeneizado ultrasdnico Ondas de chogue delay combinado PF

Ondas de choque delay contante
AM

Metanol

Agua

Etanol

N1

Figura 9. Micrografias de las NPs-Au, sintetizadas con diversos extractos de A. adstringens.
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Por el contrario, las nanoparticulas de oro cuasi esféricas con tamafnos adecuados
se pueden describir de la siguiente manera. La Figura 10b Au@US-W contiene los
NP mas grandes de las tres muestras, que oscilan entre 100 y 150 nm y tienen una
forma principalmente facetada, pero también tienen triangulos de mas de 500 nm.
Curiosamente, la Figura 10c Au@SWCD-EW vy la Figura 10d Au@SWVD-EW
muestran una alta densidad de NPs-Au, en su mayoria NPs-Au cuasi esféricas y
facetadas en Au@SWCD-EW, y una distribucion mas heterogénea de NPs-Au cuasi
esféricas y tri- formas angulares en Au@SWVD-EW, con tamafios de 50 nm y 50—
100 nm, respectivamente. El tamafo de las muestras de NPs-Au concuerda con los
resultados obtenidos a partir de la capacidad antioxidante; debido a que el extracto
de US-W tenia la mayor capacidad antioxidante de las cuatro muestras, puede
reducir mas Au*3 a Au®, lo que da como resultado NP mas grandes. Ademas, el
extracto de Mac-MeOH exhibié la capacidad antioxidante mas baja, sintetizando asi
NPs-Au de 10 nm como se ve en la Figura 10a. Caracteristicas como la forma vy el
tamano de las NPs-Au obtenidas por sintesis verde, dependen de los metabolitos
secundarios presentes en el extracto utilizado como medio de reduccion. Al mismo
tiempo, los constituyentes obtenidos en el extracto varian segun el método de
extraccion y los solventes utilizados. Por lo tanto, en la mayoria de los casos, la
forma y el tamafio de las NPs-Au son dificiles de controlar. Las NPs-Au obtenidas
con diferentes extractos de plantas utilizando la misma metodologia que las de este
estudio, han logrado NPs-Au con un tamafo de 30 a 50 nm en promedio; sin
embargo, en algunos casos, se pueden obtener NPs-Au de hasta 200 nm (Li et al.,
2021; Muniyappan et al., 2021; Raval et al., 2018).
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Figura 10 Micrografias SEM de las NPs-Au sintetizadas con diferentes extractos de Amphipterygium
adstringens, (a) Au@Mac-MeOH, (b) Au@US-EW, (c) Au@SWCD-EW, (d) Au@SWVD-EW.

En la Figura 11, se muestran las micrografias de SEM de las NPs-Au sintetizadas
con los extractos de aranto. En la Figura 11A) las NPs-Au se encuentran dispersas
y presentan diferentes morfologias: cuasi-esferas, triangulos, icosaedros y
decaedros, mayormente entre 80-200 nm, es importante mencionar que hubo NPs
con morfologias mas homogéneas (esferas). La muestra en la Figura 11B) tiene
NPs de tamafno entre 10-30 nm, principalmente esféricas. En la Figura 11C) la
muestra es similar a la de la Figura 11A) la diferencia es que son de menor tamafno
(40-80 nm). Finalmente, las NPs-Au en la Figura 11D) son cuasi-esféricas de

tamanos entre 50-150 nm.
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Figura 11. Micrografias de las NPs-Au sintetizadas con los extractos de K. daigremontiana A) NPs-
Au Ochea4 TM_105, B) NPs-Au SPea_pH10, C) NP-Au Ochea6_pH10 D) NPs-Au SPea_TM60.

Las micrografias de la Figura 12, muestran que alterar las variables de pH,
temperatura y tiempo de reaccidn en la sintesis verde resulta en NPs-Au de
diferentes tamafios y formas. En la Figura 12A, se observan NPs de forma no
definida y aglomeradas, posteriormente, se ajusto el pH de la reaccion a 10 y se
dejé que la reaccion se llevara a cabo por 24 h, lo que resulté en las NPS-Au de
tamarfo menor a 50 nm, que se observan en la Figura 12B). El método de Turkevich
se utilizo para sintetizar las NPs-Au que se muestran en la Figura 12C) y D), en la
primera micrografia se muestra la alicuota que se tom6 cuando la reaccion llevaba
25 min y en la segunda cuando llevaba 30 min, en ambos casos, se observan NP-

Au cuasiesféricas con tamaros entre 50 y 100 nm.
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Figura 12. Micrografias de las NPs-Au sintetizadas con el extracto de M. oleifera, utilizando
diversas técnicas de sintesis: A) sintesis tradicional pH7, B) sintesis tradicional pH10, C) Sintesis
por el método de Turkevich con tiempo de sintesis de 25 min, D) Sintesis por el método de
Turkevich con tiempo de sintesis de 30 min.

El método de sintesis verde de las NPs-Au utilizando como medio de reaccién los
extractos obtenidos de las tres plantas fue diferente debido a que el contenido de
metabolitos secundarios en los extractos es variable. Lo anterior, se atribuye a que
son plantas de diferente familia, ademas de que los métodos de extraccion fueron
diversos (Chemat et al., 2019; Molina et al., 2020; Gutiérrez-Prieto et al., 2019). Las
variables que se ajustaron fueron: el tiempo, la temperatura o el pH, ya que el
contenido de metabolitos secundarios en los extractos de las plantas, asi como su
capacidad antioxidante, es diferente, lo cual provoca que se tengan que ajustar las
condiciones en cada uno de los casos (Vergara-Castaneda et al., 2019; Pal et al.,
2018).
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La distribucion de tamarfos de las NPs-Au es importante para determinar el control
de la reaccion de sintesis, asi como para predeterminar si las NPs-Au obtenidas son

viables para su uso en ensayos in vitro.

Se obtuvieron resultados contrastantes de la distribucion de tamarfo de NPs-Au y el
indice de polidispersidad (PDI) por DLS, que indica la presencia de agregados en la
solucion. En general, todas las muestras de NPs-Au son polidispersas, ya que el
PDI es >0,1 %, con Au@MeOH con el mayor PDI = 28,57 % y Au@SWCD-EW
ejerciendo el PDI mas bajo = 15,91 % (Figura 13). Estos resultados de PDI sugieren
la presencia de agregados de NPs-Au, lo que puede ser confirmado por los
resultados contrastantes de la distribucién del tamafo de particula, obtenidos por
DLS y los resultados de las micrografias obtenidas por SEM (Botteon et al., 2021).
En la Figura 13, los histogramas DLS muestran una mayor distribucion general del
tamano de particula de las NPs-Au en comparacion con las registradas por SEM en
la Figura 11. Mientras que DLS mostr6 un tamafno de particula promedio de 125,
110, 75 y 85 nm para Au@Mac-MeOH, Au@SWCD-EW, Au@SWVD-EW vy
Au@US-W, respectivamente, el analisis SEM mostré un rango de tamafo de
particula general entre 50 y 100 nm para Au@SWCD-EW, Au@SWVD-EW vy
Au@US-W, y < 50 nm para Au@Mac-MeOH. La distribucion de tamarfios de las
NPs-Au es importante para determinar el control de la reaccion de sintesis, asi como
para predeterminar si las NPs-Au obtenidas cumplen con los estandares
establecidos y si son viables para ser utilizadas en ensayos in vitro. La Figura 14 y
la Figura 15 se presentan los resultados obtenidos por DLS de la distribucidon
granulométrica y el indice de polidispersidad (PDI) de las NPs-Au sintetizadas con
los extractos de aranto. El PDI indica la amplitud de la distribucién de tamanios,
donde un valor mayor al 10% indica una distribucion de tamafio polidispersa (Lépez-
Miranda, et al., 2021b). En general, todas las muestras de NPs-Au son
polidispersas, en la Figura 14 C) teniendo Ochea4 2:1 el mayor PDI=26.9% y en la
Figura 15 C) NPs-AuOchea4 TM_105 obteniendo el menor PDI= 15.7%. Las NPs-
Au sintetizadas con los extractos obtenidos con asistencia del homogeneizado
ultrasonico, la muestra NPs-Au SPea 1:1 en la Figura 14 B) tuvieron mayor PDI=
25.35% en comparacion con las NPs-Au Spea_pH 10 en la Figura 15 B) con
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PDI=17.5%; por ultimo, el PDI para ambas muestras Ochea6 2:1 y NPs-Au
Ochea6_pH 10 fue de 19.8% en las Figura 14 D) y Figura 15D) respectivamente.
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Figura 13 Histogramas de DLS de las NPs-Au sintetizadas con diferentes extractos de
Amphipterygium adstringens. (a) Macerado metandlico (Mac-MeOH), (b) Extracto agua:etanol
asistido por ondas de choque con delay constante (SWCD-EW), (c) Extracto agua:etanol asistido

por ondas de choque con delay variable (SWVD-EW), (d) Extracto acuoso asistido con
homogeneizado ultrasénico (US-W).

El pH afecto la dispersion de las NPs, como se observé al modificar el pH de la
reaccion de sintesis a valores mas alcalinos, tanto para SPea como para Ochea4
por el Método TM. En general, los resultados obtenidos de PDI sugieren la presencia
de agregados de NPs-Au, lo cual se confirma con los resultados de la distribucion
del tamafo de particula obtenidos por DLS y los resultados de las micrografias
obtenidas por SEM (Figura 13 y Figura 14) (Raval et al., 2019).

106



En la Figura 14 se muestran los histogramas DLS de las NPs-Au sintetizadas
usando diferentes extractos de Kalanchoe daigremontiana a diferentes
concentraciones. El tamaio medio de particula para todas las muestras fue entre 5
y 15 nm. La NPs-Au sintetizadas con el extractos Ochea4 2:1 presentaron el menor
tamafio promedio (6 nm), le siguieron las NPs-Au obtenidas con Me 1:1 con
diferentes tamarfos de (7, 11 y 15 nm); Ochea6 2:1 obtuvo un tamafo promedio de

9 nm vy por ultimo SPea 1:1 con tamafio promedio de 13 nm.
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Figura 14 Histograma DLS de las NPs-Au sintetizadas con A) Me 1:1, B) SPea 1:1, C) Ochea4 2:1
y D) Ochea6 2:1

Las nanoparticulas sintetizadas a una concentracion fija de 1:2 y cambiando
variables como pH, temperatura y tiempo presentaron un tamano medio de particula
mayor en comparacion con las NPs-Au sintetizadas a temperatura ambiente. En la

Figura 15 (A) y (C), se aprecian el histogramas de las NPs-Au sintetizadas
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utilizando el método de Turkevich modificado, usando los extracto SPEa y OChea4
(NPs-Au Spea_TM60 y NPs-Au Ochead4 TM_105);el tamafio promedio de particula
que presentan es de 75 y 75 nm. Los histogramas de las NPs-Au obtenidas con
pH=10 con los extractos SPea y OCHea6 (NPs-Au SPea_ pH10 y NP-Au
Ochea6_pH10), en la Figura 15 (B) y (D) respectivamente, tuvieron un tamafo de

particula promedio entre 80 y 90nm.
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Figura 15 Histogramas de DLS de las NPs-Au sintetizadas con diferentes extractos de Kalanchoe
daigremontiana A) Método de sitesis Turkevich modificado por 60 min, con el extracto obtenido por
homogeneizado ultasonico con agua etanol (NPs-Au SPea_TM60), B) Sintesis verde en médio
alcalino pH10, con el extracto obtenido por homogeneizado ultasénico con agua etanol (NPs-
Au_SPeapH10), C) Método de sitesis Turkevich modificado por 105 min, con extracto agua:etanol
asistido por ondas de choque con delay constante (NPs-Au Ochea4_TM105), D) Sintesis verde en
médio alcalino pH10, con extracto agua:etanol asistido por ondas de choque con delay variable (NP-
Au Ochea6_pH10).
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Figura 16. Histogramas de las NPs-Au obtenidas con el extracto de Moringa oleifera asistido por
ondas de choque con delay constante, utilizando una mezcla de etanol agua (1:1), por el método de
Turkevich modificado con diferentes tiempos e reaccion: A) 25 min (NPs-Au Ochea_TM25), B) 30
min (NPs-Au Ochea_TM30), C) 35 min (NPs-Au Ochea_TM35) y D) 40 min (NPs-Au Ochea_TM40).

La Figura 16, muestra los histogramas de las NPs_Au que se sintetizaron con el
extracto de M. oleifera obtenido por medio de ondas de choque con un protocolo de
tandem a delay constante. Las NPs-Au se sintetizaron por el método de Turkevich
modificado, y se tomaron alicuotas de la reacciéon en diferentes tiempos de la
sintesis cada 5 min, iniciando en 25 min hasta 35 min (Figura 16 A-D). El método
de Turkevich utiliza variables de temperatura y tiempo para llevar a cabo la sintesis,
tomando alicuotas a diferentes tiempos, permite que se encuentre el tiempo de
reaccion adecuado para obtener las NPs-Au del tamafo que se busca (Pal et al.,
2018; Vergara-Castaneda et al., 2019).
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Los histogramas presentan en todos los casos, discrepancia en el promedio del
tamano de particula en relacion al que se muestra en las micrografias; lo anterior,
es debio a que existe una matriz organica compuesta de metabolitos secundarios
petenecientes al extracto, que permanece unida a las NPs-Au. Tomando en
consideracion estas evidencias, se decidio trabajar con las NPs-Au de cuachalalate
(SWCD-EW y US-W), de aranto (SPea_pH10 y Ochea4 TM105) y de moringa
(Ochea_TM25 y Ochea_TM30).

7.1.4. Potencial Zeta

La estabilidad de las NPs-Au a diferentes pH se determiné a través del potencial Z.
Mientras que las NP que tienen potenciales entre + 30 y -30 mV se consideran
inestables y tienden a formar agregados, las NP con potenciales > + 30 mV y <-30
mV pueden considerarse coloides estables. En la Tabla 6, Au@MeOH en todos los
valores de pH tenia un potencial Z < -30 mV, lo que indica un coloide estable. Con
respecto a las muestras Au@SWCD-EW, Au@SWVD-EW y Au@US-W a pH = 4,
el potencial Z fue > -30 mV, lo que indica una solucion inestable. En particular,
Au@SWCD-EW y Au@US-W exhibieron valores de potencial Z <-30 mV cuando el
pH de la solucion era 7.4. Teniendo en cuenta la evidencia recopilada del analisis
de potencial SEM, DLS y Z, las NPs-Au que fueron adecuadas para el analisis
biolégico fueron Au@SWCD-EW y Au@US-W, porque contienen principalmente NP
casi esféricas que oscilan entre 50 y 100 nm y exhibir una suspension coloidal
estable a pH =7 4.

La Tabla 6, muestra los valores de las muestras de K. daigremontiana de potencial
Zeta para la muestra NPs-Au Spea_TMG60 y NPs-Au Ochea6_pH10 que tienen un
valor > -30 mV a pH 4, lo que resulta en una solucién inestable, es decir, que se
aglomeran. Todas las muestras a pH7 tiene un valor de potencial Zeta <-30 mV lo
que indica que las muestras son estables. En general, los extractos de M.oleifera,
registraron un potencial Z mayor a -30 en el pH7.4, lo cual sugiere estabilidad bajo

esas condiciones.
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Tabla 6. Potencial Z de las NPs-Au sintetizadas por diversos métodos, usando como medio de
sintesis extractos verdes de Amphipterygium adstringens, Kalanchoe daigremontiana y Moringa
oleifera.

ZPapH4 ZPapH74 ZP a pH11

Planta Muestra (mV) (mV) (mV)
Au@US-W 273 -33.9 425
Amphipterygium AU@SWCD-EW -25.9 -30.8 -30.7
adstringens  \,®SWVD-EW -24.7 -31.4 -36.7
Au@MeOH -36.4 -43.7 -53.6
NPs-Au SPea_TM60 -32.4 -36.5 -38.3
Kalanchoe NPs-Au SPea_pH10 28.7 30.1 34.5
daigremontiana  \p_a,; Ochea6_pH10 31,9 47.0 375
NPs-Au Ochea4_TM105 -30.5 -45.4 -44.6
NPs-Au Ochea_TM25 -28.7 -38.6 -45.0
NPs-Au Ochea_TM30 -17.9 -39.8 -42.1

Moringa oleifera
NPs-Au Ochea_TM35 -26.5 -38.4 -48.3
NPs-Au Ochea_TM40 -28.2 -43.9 -51.1

7.1.5. Espectroscopia FT-IR

Para determinar qué grupos funcionales estaban potencialmente involucrados en la
sintesis de NPs-Au, registramos los espectros FTIR de NPs-Au y extractos para las
muestras Au@SWCD-EW, SWCD-EW, Au@US-W y US-W. En la Figura 17A, los
espectros de Au@SWCD-EW y SWCD-EW casi se superponen. Es importante
mencionar que la muestra de Au@SWCD-EW se deposité sobre un cubreobjetos
de vidrio, y las bandas en el rango de 2900-2850 cm™' corresponden a las
vibraciones de SiO del cubreobjetos, sobre el que se depositdé la muestra. Las
bandas de absorcion en los espectros de Au@SWCD-EW vy el extracto de SWCD-
EW son similares en la regién entre 1600 y 1100 cm™'; sin embargo, estas
diferencias se deben a la intensidad de las bandas. Se puede observar una banda
ancha entre 3700 y 3050 cm™' (centrada en 3300 cm™), tanto en el extracto como

en los espectros de NPs-Au, debido a las vibraciones de estiramiento de -OH, que
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pueden estar relacionadas con metabolitos secundarios como fenoles, acidos
carboxilicos y compuestos de polioles, que se sabe que estabilizan las NPs-Au
(L6épez-Miranda, et al., 2021). Especificamente, en los espectros de Au@SWCD-
EW, aparece una banda de absorcion nitida a 1710 cm™, que es caracteristica de
las amidas ciclicas que se sabe que participan en la estabilizacién y sintesis de las
NPs-Au (Philip, 2010). La banda de absorcién media nitida a 1600 cm™" corresponde
a los iones carboxilato, presentes tanto en el extracto como en las NPs-Au. Las
bandas de absorcion entre 1400 y 1300 cm™" son caracteristicas de las vibraciones
de estiramiento de anillos aromaticos, categéricamente en los espectros NPs-Au.
Un aumento en la intensidad de las bandas en esta area, indica un cambio en el
patron de sustitucion de compuestos aromaticos que se sabe que interactuan con
NPs-Au. Las bandas que surgen del estiramiento C-O y la flexion OH de los acidos
carboxilicos aparecen cerca de 1320-1100 cm™ para los espectros de extracto y
NPs-Au. Se registran bandas anchas de absorcién media entre 1270 y 1230 cm™’
(Silverstein et al., 2015).

Los espectros de NPs-Au en la Figura 17B, al igual que en las muestras de ondas
de choque, se observaron bandas de absorcion entre 3700 y 3050 cm™ (centradas
en 3330 cm™), lo que sugiere la presencia de compuestos de poliol y acidos
carboxilicos. En el extracto y las NPs-Au se muestra una banda de absorcion media
nitida a 1630 cm™', correspondiente a los iones carboxilato del acido carboxilico.
Ademas, aparecen bandas entre 1300 y 1000 cm™" debido a las interacciones de
flexion OH y estiramiento C-O. Ademas, se observan dos fuertes bandas de
absorcion en 875y 800 cm™', que corresponden a la flexion fuera del plano C-H de
los compuestos aromaticos que normalmente aparecen en la regidén entre 900 y 650
cm™'. Es importante destacar que, a diferencia de Au@SWCD-EW, los espectros
de Au@US-W no muestran la banda de absorciéon de 1700 cm™, lo que se puede
atribuir al uso de diferentes métodos de extraccion, para obtener el extracto de A.
adstringens y se puede respaldar con la concentracion discrepancia de flavonoides
y fenoles en los extractos. Ademas, para confirmar la posicion de la banda, se
calcularon las segundas derivadas de los espectros FTIR del extracto y NPs-Au
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(Figura 17 C, D), en las que las posiciones de la banda (Figura 17 A, B) son mas
notorias.
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Figura 17. Espectros de FTIR de A. adstringens (A) extractos asistidos con ondas de choque y NPs-
Au (SWCD-EW and Au@SWCD-EW, respectivamente) y (B) extracto asistido con homogeneizado
ultrasénico y NPs-Au (US-W and Au@US-,W respectivamente). Segunda derivada de los espectros
de FTIR de (C) extractos asistidos con ondas de choque y NPs-Au (SWCD-EW and Au@SWCD-
EW, respectivamente) y (D) extracto asistido con homogeneizado ultrasénico y NPs-Au (US-W and
Au@US-,W respectivamente).

En la Figura 18A) se superponen los espectros SPea y NPs-Au Spea_pH10, y en
la Figura 18B) los espectros del extracto OCHea4 y NPs-Au Ochea4_TM105. Las
bandas de absorcion del extracto como de ambas muestras de NPs-Au son
similares entre la regién 3750-2750 y 1750-800 cm™', sin embargo, las diferencias

radican en la intensidad de las bandas. Se puede observar una banda ancha entre
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3500 y 3000 cm™ (centrada en 3260 cm™), tanto en el extracto como en los
espectros de NPs-Au, correspondientes a vibraciones de estiramiento de -OH
(grupos hidroxilo), esto puede estar relacionado con metabolitos secundarios como
fenoles y acidos carboxilicos, y compuestos de poliol, que se sabe participan en la
estabilizacion de las NPs-Au (Baek & Patra, 2015).

Especificamente, para los espectros NPs-Au SPea_pH10 y NPs-Au SPea_TM®60,
aparecen dos bandas de absorcion entre 2200 y 1970 cm™. Las bandas de
absorcion a 2100 cm™ (NPs-Au SPea_pH10) y 2120 cm™ (NPs-Au SPea_TM®60),
podrian corresponder a enlaces de estiramiento C=C de compuestos acetilénicos
(Coates, 2006). Por otro lado, las bandas de absorcion a 2034 cm™ (NPs-Au
SPea_pH10) y 1987 cm™ (NPs-Au SPea_TM®60), una combinacion de bandas de
compuestos aromaticos.

Finalmente, para los espectros se prestan bandas entre 1580-1530 cm™' para
vibraciones del anillo C—C o C=C (estiramiento del esqueleto). Las bandas entre
1410-1370 cm™' son coherentes con las oscilaciones simétricas/asimétricas de los
iones carboxilato, mientras que a 535 cm™ se produce la vibracion de deformacion
de este grupo. Las bandas de absorcion entre 1265-1250 cm™ y 1035 cm™ se
pueden atribuir a oscilaciones C-OH y la banda en 800 cm™ se puede atribuir a
vibraciones de estiramiento C—C (Das et al., 2011; Vergara-Castafieda et al., 2019).
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Figura 18 Espectros FTIR de las NPs-Au sintetizadas con el extracto SPea A) NPs-Au SPea_pH10
y B) Segunda derivada del espectro de infrarrojo del extracto de ondas de choque, asi como de las
nanoparticulas de oro (NPs-Au SPea_TM 60).
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En la Figura 19, se observan los espectros de IR correspondientes a los extractos
verdes obtenidos de la planta M. oleifera. En la Figura 19A), se aprecian
superpuestos los espectros del extracto obtenido por macerado con el de las
nanoparticulas de oro sintetizadas en ese mismo extracto. La Figura 19B) empalma
los espectros correspondientes al extracto obtenido por medio de ondas de choque
con ataques en tandem a delay constante, asi como las NPs-Au que se obtuvieron.
Los espectros de las nanoparticulas en ambos casos, tienen bandas de absorcién
gue aparecen de manera constante en los espectros de IR de nanoparticulas, como

se menciond anteriormente para el caso de A. adstringen y K.daigremontiana.
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Figura 19. Espectros de infrarrojo de los extractos de Moringa oleifera y las nanoparticulas obtenidas
por sintesis verde utilizando los extractos como medio de reaccion. A) Espectro del extracto
macerado con agua:etanol 1:1 (MmEA_extracto) y nanoparticulas (AuNPs_MmEA), B) Espectro
obtenido por medio de ondas de choque con ataque tandem delay constante, nanoparticulas de oro
sintetizadas en el extracto por el método de Turkevich modificado a 25 y 30 min
(NPsAu_OChea_TM25 y NPsAu_OChea_TM30). C) segunda derivada del especto de las
nanoparticulas de oro sintetizadas en el extracto por el método de Turkevich modificado a 25 y 30
min (NPsAu_OChea_TM25 y NPsAu_OChea_TM30.
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7.1.6. Analisis termogravimétrico (TGA)

Antes de utilizar estas NPs-Au en ensayos biologicos, era importante determinar la
concentracion de NPs-Au presentes en la muestra para esto, se realiz6 el analisis
termogravimétrico. En la Figura 20, los resultados para ambas muestras
(Au@SWCD-EW y Au@US-W) muestran una disminucion porcentual menor entre
80 y 100 °C, correspondiente a la humedad de la muestra. Se registré un alto
porcentaje de disminucion entre 110 y 125 °C, lo que se puede atribuir a la
descomposicion de compuestos organicos debido a la alta temperatura, como se ha
informado previamente con nanoparticulas metalicas (Patra y Baek, 2015; Sampaio
y Viana, 2018). El porcentaje de pérdida de peso total para Au@SWCD-EW fue del
99,48 %. El peso restante correspondi6 a 0,3110 mg, que fue de 7,8 pug/uL. Para la
muestra de Au@US-W, la pérdida de peso total, fue del 99,57 % y la concentracion
de NPs-Au fue de 6,1 pg/uL.

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
100 200 300 400 500 600 0 100 200 300 400 500 600 700 800
Temperature °C Temperature °C

Figura 20. Analisis termogravimétrico de las NPs-Au sintetizadas con diferentes extractos de
Amphipterygium adstringens (a) SWCD-EW, (b) US-W.

En la Figura 21 A) y B) los resultados para ambas muestras (NPs-Au SPea_pH10
y NPs-Au SPea_TMG60) mostraron una ligera disminucion porcentual entre 80-
100°C, correspondiente a la humedad de la muestra. Posteriormente se registré una
caida porcentual significativa entre 110-125°C, que se puede atribuir a la
descomposicion de los compuestos organicos por la alta temperatura. El porcentaje
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de pérdida total de peso para NPs-Au SPea_pH10 fue de 97.84%, el peso restante
correspondio a 0.8179 mg, correspondiente a 20.45 ug/uL de Au®. Para la muestra
de NPs-Au SPea_TMG60, la pérdida de peso total fue de 96.66%, el peso restante
correspondio a 1.1343 mg, por lo cual la concentracion de Au® fue de 28.36 ug/uL.
En la Figura 21 C), se muestra el termograma de las NPs-Au obtenidas del extracto
de M. oleifera, el peso seco de final fue de 32.85 pg/uL de Au®. La muestra inicid
con una disminucion significativa del porcentaje de su peso en 100 °C, hasta 120°C
cuando la muestra perdio el 99 % de su peso, el cual se atribuye al peso del agua
contenida en la muestra.
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Figura 21. Termogramas de A) NPs-Au SPea_pH10y B) NPs-Au SPea_TM®60 de K. daigremontiana,
C) nanoparticulas de oro obtenidas utilizando diversas técnicas de sintesis verde usando como
medio de reaccion extractos de M. oleifera.
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7.2.7. Difraccion de Rayos X (DRX)

Los patrones de difraccién de rayos X (XRD) de Au@SWCD-EW y Au@US-W se
muestran en la Figura 22, que ilustra claramente que las NPs-Au sintetizadas son
de naturaleza cristalina. Ambos patrones XRD muestran picos de difraccidn en
valores de 20 de 38,22°,44,42°,64,63° y 77,64°, que se pueden indexar a los planos
cristalograficos (111), (200), (220) y (311), respectivamente, de la red cubica de
centro de cara (fcc) de Au (JCPDS 65-8601); en el ensanchamiento de las
reflexiones de Bragg hay una marcada diferencia debido al tamafio de los cristalitos
y la presencia de particulas facetadas en ambas muestras (figura del recuadro). El
perfil de refinamiento de Rietveld de los patrones XRD se calcul6 para el analisis de
la estructura cristalina (Doebelin y Kleeberg, 2015).

Como se puede observar, existe una buena concordancia entre los datos
experimentales y el refinamiento calculado. Los tamafios promedio obtenidos de los
cristalitos fueron 18.97 + 247 nm y 39.91 + 575 nm para Au@SWCD-EW vy
Au@US-W, respectivamente. Estos resultados indican un tamafo de cristalito mas
pequeno en la muestra sintetizada usando extraccion asistida por ondas de choque
y etanol:agua, como se mostré previamente por SEM; por lo tanto, la mayoria de las
nanoparticulas sintetizadas son policristalinas. Hay una reflexién de Bragg que no
corresponde a la estructura de Au, que se ubica en valores de 26 de 31.72° y puede
indexarse a la estructura de NaCl (JCPDS 75-0306). Este compuesto es un producto
de desecho durante el proceso de sintesis (Doebelin y Kleeberg, 2015).

Posteriormente, por medio de espectroscopia de fotoelectrones emitidos por rayos
x (XPS, por sus siglas en inglés) se examind la composicion de la superficie de las
nanoparticulas de oro. La Figura S4 muestra los espectros de la encuesta de las
muestras con sefales de Au 4f, Si 2p, C 1s y O 1s. El espectro de alta resolucion
del nivel del nucleo de oro 4f, se deconvoluciondé con dos picos dobles
correspondientes al acoplamiento espin-orbita (Au 4f 7/2 'y Au 4f 5/2) y revel6 una
oxidacion parcial del oro. El primer y mas importante pico doblete (BE de 84 eV)
esta relacionado con el oro elemental (Au®), mientras que el otro esta relacionado

con un estado de oxidacién de oro estable de Au®* (BE de 87,3 eV).
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Por otro lado, la presencia de carbono y oxigeno en cada muestra se atribuye a los

compuestos organicos que rodean a las NPs-Au.
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Figura 22. Patrones de difraccion de rayos X de a) Au@SWCD-EW and b) Au@US-W.

En la Figura 23. se observan los resultados del patron de difraccion de rayos-X de

las NPs-Aus (Turkevich 60min y pH10) obtenidas por sintesis verde. En los patrones

de difraccion de ambas muestras se pueden observar picos en 38.22°, 44.42°,

64.63°, and 77.64° (20), que corresponden al plano cristalino cubico centrado en la
cara (fcc), (111), (200), (220) y (311) respectivamente, del Au® (JCPDS 65-8601).
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Figura 23. Difractograma de NPs-Au sintetizadas con el extracto SPea de K. daigremontiana.

119



7.2. Ensayo de viabilidad en células de leucemia tratadas con extractos de NPs-
Au (Au@SWCD-EW y Au@US-W), SWCD-EW y US-W

La actividad citotoxica y antiproliferativa de varias NPs ha sido ampliamente
reportada sobre diferentes tipos de células cancerosas (Lehotay & Lee, 1997).
Segun la caracterizacion fisicoquimica de las NPs-Au, solo habia dos muestras
(Au@US-W y Au@SWCD-EW) que cumplian con los requisitos de tamafo, forma y
estabilidad para que las nanoparticulas de oro se analizaran en ensayos bioldgicos.
Para determinar el efecto de las NPs-Au en la viabilidad de las células leucémicas,
se probaron diferentes concentraciones de NPs-Au, asi como el extracto (n=3).
Ambos extractos redujeron la viabilidad de Jurkat de forma dependiente de la dosis.
En la Figura 18a, el extracto US-W rIC50 se obtuvo a 202 ug/mL, mientras que el
extracto rIC50 SWCD-EW fue 234 pg/mL. Tanto el extracto US-W como el extracto
SWCD-EW a 1 mg/mL inhibieron el 80 % y el 75 % de la viabilidad, respectivamente,

después de 24 h de tratamiento.

Ademas, se ha reportado que el extracto metandlico macerado de A. adstringens
puede exceptuar la inhibicion total del crecimiento de diferentes modelos de cancer
in vitro, como adenocarcinoma de ovario (células resistentes a NCI/ADR),
adenocarcinoma de rifion (células 786-0), y cancer de préstata (células PC-3), a
una concentracion de 27,5 % 0,7 pg/mL. Sin embargo, se requirieron
concentraciones >250 pg/mL para lograr la inhibicion total del crecimiento en células

de leucemia mieloide crénica (células K562) (Rodriguez-Garcia et al., 2015).

Las NPs-Au obtenidas por sintesis verde utilizando ultrasonido y extraccién por
ondas de choque (Figura 24b) alcanzaron ICso en una concentracion mas baja en
comparacion con la de los extractos. Tanto Au@US-W como Au@SWCD-EW
redujeron la viabilidad de Jurkat de forma dependiente de la dosis, alcanzando
valores de ICso de 17,14 ug/mL (87 uM) y 18,66 pg/mL (94,7 uM), respectivamente,
después de 24 h de tratamiento. La inhibicion maxima de la viabilidad celular fue del
75% para ambos NPs-Au. Sin embargo, Alam-Escamilla inform6 una disminucién

en la proliferacion a una ICso de 150 uM en leucemia mieloide cronica tratada con

120



acido 6-pentadecil salicilico (6-SA) purificado a partir de extracto de hexano de A.
adstringens después de 48 h de tratamiento (Alam-Escamilla et al., 2015). Ademas,
se ha administrado 6-SA purificado de A. adstringens a modelos de cancer in vivo
(tumor 4T-1). Por ejemplo, el volumen del tumor en ratones tratados con 6 mg/kg se

redujo en un 52 % después de 3 semanas de tratamiento (Galot-Linaldi et al., 2021).

Las NPs-Au pueden inducir estrés oxidativo y, por lo tanto, la fosforilacion de p48
para desencadenar la apoptosis en muchos canceres; es necesario determinar qué

tipo de muerte celular es inducida por Au@US-W y Au@SWCD-EW (Surapaneni et
al., 2018).

Tanto los extractos US-W como SWCD-EW tienen capacidad antioxidante no
enzimatica, y es importante considerar que los antioxidantes en altas

concentraciones pueden causar dafo directo al ADN y mas muerte celular (Watson,
2013).
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Figura 24. Curva dosis-respuesta de los extractos y de las NPs-Au a diferentes dosis ICso en células
Jurkat. (a) extracto de US-W y extracto de SWCD-EW, (b) Au@US-W y Au@SWCD-EW. La media

+/- SE se muestra en cada punto. El porcentaje de células muertas se determine con el ensayo de
azul tripano.

Ambos controles negativos mataron el mismo porcentaje de células normales (CRL-
1991) que de las células Jurkat, ambos controles indujeron muertes celulares
significativamente menores que todos los demas tratamientos probados en este
estudio. En las células normales, el tratamiento con Vincristina (10 yM) indujo la

muerte celular sin diferencias marcadas con respecto a las NPs-Au (Au@US-W
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17.14 pg/mL (87 uM) y Au@SWCD-EW 18.66 ug/mL (97.4 uM) y los extractos (US-
W 202 ug/mL y SWCD-EW234pug/mL). Los extractos y las NPs-Au indujeron muerte
celular, sin embargo, el tratamiento de las células con Au@US-W 17.14 pg/mL (87
MM) logro el efecto citotoxico maximo de muerte celular del 25 %. Como se muestra
en la Figura 25 las NPs-Au o el extracto no indujeron un 50 % de muerte celular en
células normales, a diferencia de lo que se observé en las células Jurkat, o que
indica que, al menos las células normales de linfoblastos son resistentes a tales
tratamientos y las células leucémicas son mas sensibles. Los cambios en el
equilibrio redox modifican la tasa de proliferacion y supervivencia en las células
cancerosas, mientras que en las células normales no se observa un cambio
significativo, lo que puede explicar la relativa resistencia de las células CRL-1991 a
la muerte celular después del tratamiento con los extractos (Sullivan y Chandel,
2014). Sin embargo, las NPs-Au pueden promover la generacion de especies
reactivas de oxigeno para desencadenar la muerte celular en ambas lineas
celulares, pero en este trabajo no se determiné el mecanismo concreto de la muerte
celular. Mas estudios sobre los mecanismos de muerte celular ayudaran a
comprender por qué las células CRL-1991 son menos sensibles a la muerte celular
(Ott et al., 2007). En un tratamiento quimioterapéutico hipotético con NPs-Au y
extractos, la citotoxicidad puede ser menos agresiva en las células
hematopoyéticas, pero se deben incluir diferentes lineas celulares en estudios
futuros. Las NPs-Au estan bien caracterizadas y son buenas candidatas para
estudios bioldégicos mas extensos relacionados con la terapia del cancer.

40

H,O

304 1 UM ethanol

Vincristine 10pM

17.14 pg/mL (87 pM) Au@US-W

202 pg/mL US-W

18.66 pg/mL (94.7 M) Au@SWCD-EW

% Dead cells

234 pug/mL SWCD-EW

Figura 25. Efecto citotdxico de los controles positivos, negativos y de las rICsos de las NPs-Aus y los
extractos en células CRL-1991. En cada punto, se muestra la media +/- SE. ¥
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Conclusiones

La extraccion asistida con ondas de choque, demostré ser un método eficiente para
la obtencion de los metabolitos secundarios de K. daigremontiana, M. oleifera y A.
adstringens, a comparaciéon de la maceracion. Asi mismo, la extraccion asistida con
homogeneizado ultrasonico permitio obtener extractos viables para llevar a cabo la
sintesis de NPs-Au. Ambos métodos de extraccidon permitieron obtener extractos en
los cuales se sintetizaron NPs-Au de tamario entre 50-100 nm, con una forma cuasi
esférica. La sintesis verde, utilizando como medio de reaccion extractos de plantas
no tiene una metodologia especifica que se pueda aplicar con diversas plantas, ya
que el método de obtencion del extracto, asi como las variables como pH vy
temperatura afectan la forma y tamafo de las NPs.
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