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RESUMEN

La carga de extractos vegetales, como el garambullo (Myrtillocactus
geometrizans), en nanoparticulas de silice mesoporosa (NSM) constituye un
meétodo de interés para aumentar la biodisponibilidad de sus compuestos
fendlicos (CP). Los CP glucosilados presentan una abundancia superior a los CP
aglicona, sin embargo, estos ultimos muestran mejor actividad biolégica. No
obstante, la ausencia de glucésidos puede modificar las interacciones quimicas
entre las NSM y los CP. Por lo anterior, el objetivo de este trabajo fue evaluar el
efecto de la desglicosilacion sobre la eficiencia de encapsulacion y de liberacion
de un extracto rico en CP obtenido del garambullo, empleando NSM como
vehiculo. Se aislé la fase organica de un extracto etandlico de garambullo y se
sometié a un tratamiento ultrasénico para inducir la desglicosilacion de sus CP.
Posterior a su caracterizacion mediante métodos espectrofotométricos (UV-Vis y
FT-IR) y a la obtencion de su perfil fitoquimico (fenoles totales y flavonoides), los
extractos se cargaron en NSM. Para las NSM cargadas se determind su
capacidad de carga, su capacidad antioxidante y se monitoreo su perfil de
liberacibn en medio acuoso. El extracto de garambullo (EG) tratado con
ultrasonido (EGU) mostré una mayor capacidad de carga en NSM (3.56 £ 0.02 %;
p/p) comparado con el extracto sin tratar (0.58 + 0.03; p/p). La capacidad
antioxidante del EG fue superior a la del EGU, tanto por DPPH (0.65+ 0.03 y 0.54
+ 0.07 mgET/g, respectivamente) como por ABTS (0.66 + 0.02 y 0.51 £ 0.05
mgET/g, respectivamente), debido a la degradaciéon de los CP por el tratamiento
ultrasénico, sin embargo, al cargarse en NSM, ambos extractos incrementaron su
capacidad antioxidante por DPPH (1.88 + 0.01 y 1.71 £+ 0.02 mgET/qg,
respectivamente y por ABTS (1.62 £ 0.08 y 1.10 £ 0.03 mgET/g, respectivamente).
En medio acuoso, a pH 1.5y 7.4, el EGU mostré una liberacién menor, lo que
indica una mayor interaccién con la matriz. En conclusion, la desglicosilacion de
los CP del extracto vegetal incrementé su interaccion con las NSM y su liberacion
controlada, lo que sugiere que las NSM cargadas con EGU constituyen un sistema
de liberacién potencialmente uatil para la administracion oral de los CP de
garambullo.



l. INTRODUCCION

Diversas plantas aromaticas o medicinales, con alto contenido de compuestos
fendlicos, han sido estudiadas para desarrollar formulaciones antioxidantes
naturales destinadas a aplicaciones en alimentos. Los métodos convencionales
para la extraccion de compuestos fendlicos a partir de matrices vegetales
requieren solventes organicos; sin embargo, estos métodos presentan la
desventaja de requerir tiempos de extraccidn prolongados. Este inconveniente
puede disminuirse mediante el uso del ultrasonido, lo que permite reducir el
tiempo de extraccion y la cantidad de solvente empleado, lo que resulta en un

proceso mas amigable con el ambiente.

Dentro de los compuestos polifendlicos, los flavonoides destacan por su potencial
terapéutico, debido a qué han demostrado poseer actividad antiinflamatoria,
antioxidante, anticancerigena, antienvejecimiento, entre otras. De manera natural,
los flavonoides se encuentran en las plantas en forma de glucdésidos; sin embargo,
se ha sugerido que la desglicosilacion puede modular las actividades biologicas

de diversos fitoquimicos.

No obstante, la absorcion de compuestos polifendlicos administrados por via oral
se ve limitada por su baja liberacién en medios acuosos, su baja solubilidad y su
estabilidad limitada a lo largo del tracto gastrointestinal, debido al pH acido y la
presencia de enzimas y sales. Por esta razén, actualmente se investigan
estrategias novedosas para la administracion oral de estas moléculas, entre las
cuales destaca el uso de nanoparticulas de silice mesoporosa (NSM). Las NSM
protegen a las moléculas de factores de degradacion y permiten su liberacién de

manera controlada.

La carga de compuestos en los poros de estas nanoparticulas depende del
tamano de las moléculas y de las interacciones quimicas establecidas entre ellas,
asi como de la superficie de las nanoparticulas, que posee una gran cantidad de
grupos silanol. La fuerza de estas interacciones determina, a su vez, la cinética

de liberaciéon de los compuestos en diferentes medios. En este contexto, la



desglicosilacién de los compuestos polifendélicos presentes en el extracto vegetal,
al eliminar su unidad hidrofilica, puede influir en la eficiencia de las NSM como
vehiculo de acarreo al modificar las interacciones quimicas entre las

nanoparticulas y dichos compuestos.

Por lo anterior, el objetivo del presente trabajo es determinar el efecto de la
desglicosilacién de los compuestos polifendlicos presentes en un extracto vegetal
de M. geometrizans sobre la eficiencia de encapsulacion en NSM, utilizadas como

vehiculo, para prevenir su degradacion.



Il. ANTECEDENTES

[I.1 Extractos vegetales

Los productos naturales constituyen una fuente relevante de moléculas complejas
con actividades biologicas significativas, lo cual resulta esencial para el desarrollo
de nuevos farmacos, tales como antimicrobianos, agentes anticancerigenos vy
compuestos antiinflamatorios (Wang y col., 2024). En este contexto, los extractos
de origen vegetal, ricos en compuestos bioactivos, principalmente compuestos
fendlicos, representan un gran interés para las industrias farmacéutica, cosmeética

y alimentaria (Ekiert y Szopa, 2020).

Uno de los grupos principales de compuestos fendlicos presentes en los extractos
vegetales son los flavonoides, responsables del sabor y color de frutas, nueces y
verduras, y caracterizados por una estructura formada por dos anillos fendlicos y

un anillo heterociclico.

Estas moléculas son metabolitos secundarios que desempefian un papel
fundamental en la respuesta adaptativa de las plantas frente a factores
ambientales bidticos y abidticos, protegiéndolas de herbivoros, bacterias, hongos
y radiacion ultravioleta (UV). Los flavonoides se clasifican en siete subclases:
flavonoles, flavonas, isoflavonas, antocianidinas, flavanonas, flavanoles y
chalconas (Sheny col., 2022) y se encuentran en forma de glucdsidos (con grupos

glucosilo unidos) o como agliconas (Figura 1).

En los alimentos, los flavonoides se consumen principalmente en su forma de
glucdsidos, que se transforman en su forma aglicona tras la ingestién gracias a la

accion de la B-glucosidasa (Noronha y col., 2019).

Los extractos vegetales, ademas de contener un alto nivel de compuestos
fendlicos, presentan una elevada proporcion de carbohidratos, tales como
monosacaridos (glucosa, fructosa, galactosa, entre otros), oligosacaridos
(rafinosa, maltosa, oligofructosa, entre otros) y polisacaridos (galactanos,
dextranos, xilano, entre otros). Estos compuestos suelen extraerse mediante

diferentes métodos, entre los que se incluyen la extraccion con agua y



precipitacion con alcohol, ultrasonido, microondas y métodos enzimaticos (Ji y
col., 2024).
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Figura 1. Estructura de un flavonoide glucosilado (a) y de un flavonoide en

forma de aglicona (b) (Kumar y Pandey, 2013).

A pesar de sus benéeficios, las aplicaciones clinicas de los compuestos derivados
de plantas son limitadas, debido a su baja biodisponibilidad (proporcion del
compuesto que alcanza la circulacion sistémica en relacion con la dosis
administrada). Por ejemplo, la biodisponibilidad oral de la quercetina es de

aproximadamente 1% (Florek y col., 2017).

[I.2 Extraccién asistida por ultrasonido

La extraccion de compuestos bioactivos a partir de productos naturales se lleva a
cabo convencionalmente, mediante el uso de disolventes organicos volatiles, no
renovables y derivados del petréleo. Estos compuestos representan una grave
amenaza para el medio ambiente y la salud humana, ademas de presentar una

baja eficiencia en la extraccion de compuestos bioactivos (Chemat y col., 2019).

Por lo tanto, la investigacion y aplicacion de métodos de extraccion verdes, que
ofrezcan un mayor rendimiento, resulta de gran interés en el campo de los

productos naturales.

Estudios recientes (Somwongin y col., 2022; Zlabur y col., 2021) han clasificado
a la extraccion asistida por ultrasonido (EAU) como una tecnologia verde y una
técnica de extraccion en frio, debido a que la temperatura a lo largo del proceso

no afecta la estabilidad de los compuestos. La extraccion se produce gracias a la
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cavitaciéon acustica, un fendmeno que ocurre cuando el ultrasonido se propaga a
través de un medio, generando compresiones y rarefacciones en las moléculas.
Esto provoca cambios de presion que inducen la formacion de cavidades, las
cuales colapsan y causan disrupciones por cizallamiento, adelgazando las
membranas celulares y permitiendo una mayor penetracion del disolvente en las

células, lo que favorece la extraccion (Tiwari, 2015).

[1.3 Potencial farmacoldgico de flavonoides de extractos vegetales

Los flavonoides presentan diversas propiedades bioldgicas y farmacoldgicas,
entre las que destacan su capacidad antioxidante, la actividad antiinflamatoria, la
capacidad bacteriostatica y la modulacién inmunolégica. En consecuencia, se han
reportado efectos beneficiosos en enfermedades cardiovasculares, en la
aterosclerosis y en la regulacion de los macréfagos asociados a tumores (Chang
y col., 2023; Soly y col., 2022). Ademas, su consumo se ha asociado con una
reduccion del riesgo de desarrollar tumores de mama, de colon, de pulmén, de

préostata y de pancreas (Billowria y col., 2022; Romagnolo y Selmi, 2012).

Diversos estudios han demostrado que las dietas basadas en el consumo de
alimentos y bebidas ricos en polifenoles, como frutas, verduras, chocolate negro,
té, café y vino, tienen un potencial relevante para la prevencién de enfermedades
cronicas y se asocian con una reduccion del riesgo de mortalidad (Pounis y col.,
2018).

Es importante senalar que, en dosis elevadas, estos compuestos pueden actuar
como agentes mutagenos y prooxidantes, generadores de radicales libres, asi
como inhibidores de enzimas clave del metabolismo hormonal (Skibola y col.,
2000).

Se han identificado mas de 5,000 flavonoides, entre los cuales destacan los
citroflavonoides, como la hesperidina, la rutina y la quercetina. La quercetina es
el principal flavonoide polifendlico presente en alimentos como cebolla, tomate,
lechuga, pulpa de citricos y apio (Lesjak y col., 2018). Este flavonoide tiene
propiedades antioxidantes, antiinflamatorias, antiproliferativas, anticancerigenas,

antidiabéticas y antivirales; en algunos casos se ha demostrado su potencial
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terapéutico para el tratamiento de enfermedades del sistema nervioso, gracias a

sus propiedades antioxidantes (Jakariay col., 2019).

Las proantocianidinas se localizan en las semillas de uva y las antocianinas son
las responsables del pigmento rojo y rojo-azulado de los frutos. Por su parte, la
catequina es un flavonoide presente en el té verde, y diversos estudios han
reportado su eficacia en suplementos de té verde para mejorar los marcadores de

estrés oxidativo (Noronha y col., 2019).

La absorcion de los flavonoides, que pueden encontrarse como glucésidos
(unidos a grupos glucosilo) o como agliconas, depende en gran medida de sus
propiedades fisicoquimicas, tales como el tamafo molecular, la configuracion, la
lipofilia, la solubilidad y el pKa. En los alimentos, los flavonoides se consumen
principalmente en su forma de glucdsido, que se transforma en su forma aglicona
tras la ingestion gracias a la accion de la B-glucosidasa (D’Andreay col., 2015).
Sin embargo, las condiciones acidas del estobmago y las enzimas digestivas
secretadas por el estbmago o el pancreas no son capaces de hidrolizar los B-
glucésidos. En cambio, las agliconas se metabolizan mediante reacciones de fase
| y fase Il en el epitelio, produciendo metabolitos que son absorbidos por
transportadores dependientes de ATP hacia la vena porta hepatica (Dupont y col.,
1999).

Se han reportado dos posibles rutas metabdlicas para un flavonoide hidrofilico,
como la quercetina glicosilada. La primera ocurre por medio del cotransportador
intestinal de glucosa dependiente de Na* (SGLT1); en la segunda, la lactasa
floricin hidrolasa (LPH) hidroliza los glucdsidos y la aglicona liberada es absorbida
en el intestino delgado. No obstante, no todos los flavonoides son sustratos para
estas enzimas, por lo que estos son transportados al colon, donde las bacterias

presentes se encargan de su degradacion (Gomez-Juaristi & Mateos., 2024).

En este caso, la capacidad de absorcion del colon es menor, por lo que se espera
una absorcion menor (Kumar y Pandey, 2013). Luego de su absorcion, los
flavonoides pueden sufrir reacciones de glucuronidacién, sulfatacion o metilacion
en el higado, a través de las enzimas metabodlicas de fase II: las
glucuronosiltransferasas (UGT), las sulfotransferasas (SULT) y las catecol-O-
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metiltransferasas (COMT), respectivamente, para finalmente ser eliminados por

via renal o biliar-entérica (Chen y col., 2014).

La biotransformacion de los flavonoides es esencial para su absorcion y
excrecion, y ocurre en dos fases. En la fase | se llevan a cabo reacciones de
oxidacion, reduccion e hidrélisis con el objetivo de aumentar la polaridad y, con
ello, la solubilidad de los compuestos. En la fase Il se llevan a cabo reacciones de
conjugacion, metilacion, glucuronidacién y sulfatacion, destinadas a facilitar su

eliminacién (Figura 2) (Hussain y col., 2019; Sharif y col., 2020).

Se ha demostrado que el arreglo, el tipo de sustitucién y la cantidad de grupos
funcionales en estos compuestos influyen en su actividad biolégica, su
metabolismo y su biodisponibilidad (Billowriay et al., 2022). Por ejemplo, los
grupos hidroxilo influyen en sus actividades antioxidantes mediante la eliminacion

de radicales libres o la quelacion de iones metalicos (Kumar y col., 2013).

NN
J Flavonoide
NN glicosilado
Circulacion Circulacién
ortal istémi <
N EPITELIO p sistémica %\RINON
YEYUNO = el —>
iLEON avonIOI e
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Figura 2. Metabolismo de flavonoides (adaptado de Cassidy y Minihane, 2016).

Para el ano 2024, PubMed registra un total de 167,025 publicaciones relacionadas
con flavonoides. Sin embargo, a pesar de los numerosos estudios preclinicos

realizados con esta clase de metabolitos, sus aplicaciones clinicas siguen siendo



limitadas, principalmente debido a su baja biodisponibilidad y bioaccesibilidad, lo

que dificulta su administracion adecuada (Kreider y col., 2022).

Los glucésidos presentes en la estructura de los flavonoides aumentan su
solubilidad; sin embargo, esto reduce su biodisponibilidad, debido a que la
presencia de carbohidratos les confiere un caracter hidrofilico que limita su

absorcion en el intestino (Chen y col., 2021).

Por lo anterior, su desglicosilacion (eliminacion de carbohidratos) mediante
métodos quimicos o enzimaticos constituye una estrategia para mejorar sus
propiedades biologicas y su interaccion con distintos sistemas. Sin embargo, la
hidrdlisis acida resulta contraproducente, ya que puede degradar los flavonoides

presentes en el extracto (Huang y Zhang, 2004).

Por otra parte, la hidrélisis enzimatica emplea glucosidasas, enzimas que
hidrolizan el enlace glucosidico mediante dos mecanismos: el primero, a travées
de monoglucosidasas, que reconocen e hidrolizan secuencialmente los
monosacaridos; y el segundo, mediante diglucosidasas, que catalizan en un solo
paso la ruptura del enlace glucosidico. No obstante, los costos de los
catalizadores pueden ser elevados y las condiciones de reaccion deben
controlarse estrictamente (Mészaros y col.,, 2021). Por esta razén, se han
explorado alternativas para la desglicosilacion de extractos vegetales, entre las

cuales destaca el método asistido por ultrasonido.

En un estudio realizado por Alves-Filho y col. (2021) se realizaron extracciones
de compuestos organicos, utilizando tres frecuencias ultrasoénicas (25, 33 y 45
kHz). La sonicacion a 25 kHz, seguida de agitacién prolongada, incremento el

contenido de flavonoides desglicosilados.

Los autores atribuyeron estos resultados a una mayor formacién de cavitaciones
y a una mayor transferencia de energia en el medio de extraccion, lo que promovio
reacciones quimicas como la desglicosilacion, asi como la ruptura de la
membrana en los tejidos vegetales, mejorando asi la extraccion de metabolitos.
Se observd también que, a mayor tiempo de agitacion, se obtuvo un mayor

contenido de agliconas. En un estudio previo, el mismo grupo de trabajo aplico un



tratamiento con ultrasonido para obtener las agliconas de la a-solanina y la a-
chaconina presentes en las cascaras de papa, porque las formas agliconas de
estos compuestos (B-solanina y B-chaconina) conservan la misma actividad
farmacologica, pero con menor toxicidad. Al aplicar una potencia ultrasonica
elevada (35-50 WI/L), el ultrasonido actud sobre la unidad de carbohidrato de la a-
solaninay la a-chaconina, transformandolas en sus isébmeros con diferente enlace
glucosidico, menos toxicos, es decir, B-solanina y -chaconina (Alves-Filho y col.,
2018).

Tanto la biodisponibilidad como la bioaccesibilidad desempefian un papel
fundamental en el desarrollo de nuevos farmacos. La biodisponibilidad se refiere
a la cantidad y la velocidad con que un farmaco se absorbe en el cuerpo, alcanza
su diana bioldgica y esta disponible para ejercer su actividad fisiologica (Kreider y
col.,, 2022). Por otro lado, la bioaccesibilidad se define como la cantidad de
farmaco disponible para su absorcion gastrointestinal (Del Carmen Perales-

Vazquez y col., 2020).

Sanchez-Recillas y col. (2022) determinaron que la bioaccesibilidad de las
flavanonas, isoflavonas, flavonoles, acidos hidroxicinamicos y betalainas
disminuye en la boca y en el estbmago, mientras que la de los acidos
hidroxibenzoicos aumenta en estas zonas y la de los tocoferoles aumenta en la

boca y disminuye en el estobmago.

En el caso de la quercetina, flavonoide con alta presencia en diferentes fuentes
vegetales, tras su absorcidn, es rapidamente metabolizada y después se acumula
en los pulmones, el higado, los rifiones y el intestino delgado, con niveles mas
bajos observados en el cerebro, el corazén y el bazo (Sanchez-Recillas y col.,
2022)

Su eliminacion ocurre por vias renal, fecal y respiratoria. Durante su metabolismo
en los enterocitos, se producen formas glucuronidadas, metiladas y sulfatadas
(Graefe y col., 2001). La quercetina aglicona se transporta por difusion pasiva a
través de las membranas del intestino grueso, mientras que en el plasma se

encuentra unicamente en su forma conjugada (Aherne y col., 2002).



Debido a la union del azucar a la quercetina en su forma de glucésido, la molécula
presenta mayor peso molecular y un caracter mas hidrofilico, lo que reduce su
absorcion por difusion pasiva y requiere un transporte activo a través de la pared
del intestino delgado mediante el transportador de glucosa dependiente de sodio
(Day y col., 2000).

II.4 Potencial del garambullo como fuente de metabolitos

Myrtillocactus geometrizans, conocido comunmente como garambullo, es una
especie endémica de las zonas aridas y semiaridas de México, perteneciente a la
familia Cactaceae. Su fruto, el garambullo, es una baya estacional de forma
globular con una céascara delgada que recubre la pulpa. Presenta una
consistencia gelatinosa de color rojo purpura brillante y un tamafio promedio de
1.5 x 1.0 cm (polar x ecuatorial). Contiene numerosas semillas negras comestibles
de pequefio tamarfo (<1 mm), distribuidas por todo el fruto. Se ha reportado en él
la presencia de betalainas, compuestos fendlicos y flavonoides (Montiel-Sanchez
y col., 2020).

En el estado de Querétaro, M. geometrizans se encuentra presente en matorrales
xerdfilos crasicaule, microéfilos y rosetéfilos (zonas aridas y semiaridas), asi como
en pastizales y en el bosque tropical caducifolio (Scheinvar, 2004). Esta planta
florece en primavera, y el garambullo madura de junio a septiembre, debido a su

susceptibilidad al frio (Ugalde-Silva y Lopez, 2016).

Su recoleccion se realiza en funcion de la coloracién: morada en frutos maduros
e intensamente morada en frutos sobremaduros. Generalmente se comercializan
al dia siguiente, dado que, para su conservacién, es necesario recurrir a la
congelaciéon. En cuanto a su contenido de fenoles, se obtiene un rendimiento
optimo cuando el fruto esta inmaduro, el cual disminuye durante la maduracion y
también al conservarse bajo congelacién (Herrera-Hernandez y col., 2011). Se ha
reportado que a temperaturas en el rango de -2 a 4 °C se mantiene en buen

estado hasta por 50 dias (Lopez-Palestina y col., 2019).

Herrera-Hernandez y col. (2011) determinaron que el contenido de fenoles totales

del fruto después de ser almacenado bajo congelacion es de 910 + 61 mg/kg,
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representando la composicion mayoritaria en el fruto comparado con el acido
ascorbico presente (356.3+13.6 mg/kg), las betalainas (97.6 1.0 mg/kg), y
compuestos lipofilicos en menor proporcion (carotenoides, tocoferoles y acidos
grasos). Entre los compuestos fendlicos, el acido galico (42 + 0.9 mg/kg) y la

quercetina (174 £ 16.2 mg/kg) presentaron las concentraciones mas altas.

En el estudio de Padierna Araiza (2021) se obtuvieron principalmente: acido
rosmarinico (12.36 + 0.01 mg/L), acido elagico (5.12 + 0.01 mg/L), acido galico
(8.30 £ 0.00 mg/L), acido o-cumarico (3.15 + 0.10 mg/L) y rutina (2.76 + 0.07
mg/L). En otro estudio, Gonzalez-Nava (2010) reporté la presencia de flavonoides,
los cuales se encuentran en su forma principalmente glucosilada en plantas, e
identifico principalmente catequina (4.1 mg/100 g) y epicatequina (5.04 mg/100

mg) en el fruto congelado.

[I.5 Nanoparticulas de silice mesoporosa como sistemas de liberacion de
compuestos activos

Aunque la via oral es la forma de administracién de farmacos mas aceptada a
nivel mundial por su facilidad y comodidad para el paciente, presenta limitaciones
debido a su baja biodisponibilidad. Como alternativa, se han investigado las
nanoparticulas de silice mesoporosa (NSM), que permiten la proteccion y la
liberacién controlada de diferentes moléculas (péptidos, metales, proteinas,
acidos nucleicos y polimeros) al cargarlas para su administracion en un sistema

corporeo (Figura 3) (Lesjak y col., 2018; Florek y col., 2017).

Los compuestos bioactivos que se extraen de productos naturales son
susceptibles a factores ambientales como la humedad, la temperatura, la luz y el
oxigeno, asi como a las condiciones de almacenamiento y a la digestion
gastrointestinal. Por esta razén, resulta fundamental estudiar las vias de
administracion y las condiciones de almacenamiento que permitan optimizar su

aprovechamiento (Ruiz-Aguilar y col., 2024).
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Figura 3. Liberacion controlada de carga de NSM (Hincapié-Rojas y col., 2020).

[1.6 Sintesis de NSM

Las nanoparticulas de silice mesoporosa se forman mediante la condensacién de
silice en torno a micelas organicas, lo que da lugar a una matriz ordenada (Hoang
y col., 2019). Estas particulas tienen un tamano nanométrico (50-200 nm) y una
red de poros internos bien estructurados (diametro: 2-6 nm) Su utilidad radica en
que su matriz de mesoporos es estable en condiciones bioldgicas y sus poros
protegen a las moléculas huésped de los factores del ambiente externo (Vallet-
Regi y col., 2017).

Existen diferentes tipos de nanoparticulas; sin embargo, las mas comunes son las
de estructura tridimensional (como MCM-48) y las de estructura bidimensional.
Las NSM tipo MCM-41 se sintetizan a partir de una plantilla formada por un
surfactante, sobre la cual se depositan moléculas de silice a partir de un precursor.
Tras la sintesis de las nanoparticulas, el surfactante se elimina para generar la

estructura porosa destinada a alojar los farmacos (Fernandez-Bats y col., 2018).
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Para ello, se utilizan diferentes métodos, entre los cuales destacan la dialisis

(Urata y col., 2009) y la calcinacién (Fernandez-Bats y col., 2018).

La estructura porosa de las NSM puede utilizarse para cargar moléculas
bioactivas, lo que permite mejorar diversas propiedades farmacologicas de los
farmacos libres y aumentar su eficacia terapéutica mediante una liberacion
controlada. En este contexto, la encapsulaciéon de moléculas para aumentar su
absorcion por via oral ha sido ampliamente estudiada (Hincapié-Rojas y col.,
2020).

El tamafo de particula, la longitud de poro, la morfologia, el area superficial, la
forma macroscépica y la modificacion o funcionalizacion de la superficie de silice
con distintos grupos funcionales, son factores determinantes para la
farmacocinética y para la cinética de liberacion de los compuestos bioactivos en

un medio especifico (Arcos y col., 2013).

Las NSM presentan un potencial zeta negativo debido a la presencia de grupos
Si-OH en su superficie, lo que favorece su rapida opsonizacion y su eliminacién
de la circulacion por los macrofagos del sistema reticuloendotelial (SRE).
Ademas, son anfipaticas, porque poseen una region hidrofobica interna, originada
por el uso de surfactantes, posteriormente eliminados, y una region hidrofilica
externa, debida a la presencia de grupos Si-OH (Figura 4) (Hincapié-Rojas y col.,
2020).

Entre los factores que determinan el transporte y la liberacion de moléculas
cargadas en las NSM destacan el tamano de particula y el volumen de poro.
Estas particulas pueden clasificarse, de acuerdo con su tamafio de poro, en
microporosa (< 2 nm), mesoporosa (2 nm - 50 nm) y macroporosa (> 50 nm). El
didmetro de poro debe ser mayor que el de la molécula a encapsular, por lo que
la eliminacién completa del surfactante para generar la porosidad resulta
fundamental (Jafari y col., 2019).
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[I.7 Ventajas del uso de NSM como sistemas de liberacién de compuestos
activos

4-5 grupos hidroxilo por nm?

NSM

Figura 4. Estructura de las NSM (Lérida-Viso y col., 2023)

Diversos estudios han abordado el uso de nanomateriales para aumentar la
biodisponibilidad de fitoquimicos. Gali y col. (2021) emplearon particulas
coloidales de zeina para encapsular un extracto rico en rutina (quercetina-3-
rutindsido), que presenta baja biodisponibilidad por su escasa solubilidad, y

mejoraron su encapsulacién mediante el uso de goma arabiga.

Este procedimiento favorecio su liberacion en una digestion gastrica simulada,
evaluandose el tamafio de particula y el perfil de liberacidon de la rutina durante
las fases gastrica e intestinal. El tamafio de particula aumento ligeramente en la
fase gastrica, incrementé de manera considerablemente después de 30 min en la
fase intestinal y posteriormente disminuyd debido a la disrupcién estructural (Ren
y col.,2025).

Otra ventaja del uso de las NSM es que, en tamarios entre 50 y 300 nm, no causan
citotoxicidad significativa al ser captadas por endocitosis. Es importante

mencionar que la silice estd clasificada por la FDA (Food and Drugs
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Administration) como un compuesto GRAS (generalmente reconocido como
seguro, por sus siglas en inglés). Ademas, estas particulas son resistentes al
estrés mecanico, al cambio de pH, al calor o a la degradacion hidrolitica (Djayanti
y col., 2023).

Las NSM pueden biodegradarse como se muestra en la Figura 5 debido a que
contienen enlaces siloxano (Si-O-Si) con grupos silanol (Si-OH) en su superficie.
El atomo central de silicio en el SiO tetraédrico es susceptible de romperse en
medios acuosos después de los procesos de hidratacion, hidrdlisis e intercambio
ionico dentro del organismo. En estas condiciones, las moléculas de hidroxido
(OH") presentes en el agua provocan un ataque nucleofilico que conduce a la
ruptura hidrolitica del enlace siloxano, generando especies solubles de silicio,
como el acido silicico, las cuales son solubles en agua y pueden ser excretadas
por via renal o absorbidas por el organismo sin efectos toxicos (Lérida-Viso y col.,
2023).
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Figura 5. Biodegradacion de las NSM (Lérida-Viso y col., 2023).

Los flavonoides pueden interactuar con las NSM a través de enlaces débiles,
como fuerzas de Van der Waals y puentes de hidrogeno, mediante los grupos OH
presentes en su estructura (Gordo, 2018). Las NSM representan una oportunidad

en el desarrollo de farmacos que involucren este tipo de compuestos, dado que
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tienen el potencial de mejorar sus propiedades farmacocinéticas (absorcioén,
distribucion, metabolismo y excrecion), prolongar su vida media en la circulacién

sistémica, potenciar su eficacia y reducir su toxicidad (Meneses, 2022).

El garambullo posee un alto contenido de flavonoides totales, entre los cuales se
encuentran la quercetina, la catequina y la epicatequina. La desglicosilacién de
estos compuestos ha mostrado tener un efecto positivo sobre su actividad
bioldgica; sin embargo, también incrementa su perfil hidrofébico. Se espera que
los compuestos glucosilados interactien de manera mas eficiente con las
nanoparticulas de silice mesoporosa mediante la formacion de puentes de
hidrogeno con los grupos silanol de su superficie, lo que incrementaria su
capacidad de carga. Asimismo, se prevé que la liberacién de los flavonoides
desglicosilados sea mayor que la de sus formas glucosiladas. El incremento de la
capacidad de carga y la mejora del perfil de liberacién de las NSM podrian sugerir
el uso de este material como vehiculo eficaz para la administracién oral de

moléculas bioactivas naturales.
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[1. HIPOTESIS
Los compuestos polifendlicos presentes en el extracto de garambullo se cargaran
en la red porosa de las nanoparticulas de silice debido a la formacion de puentes
de hidrégeno entre sus grupos hidroxilo y los grupos silanol de la superficie del
material. Sin embargo, su desglicosilacién disminuira el numero de estos enlaces,
debilitando su interaccion con la matriz de silice y promoviendo su liberacidén en
el medio intestinal, lo que podria mejorar su biodisponibilidad tras su

administracidn por via oral.
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IV.  OBJETIVOS

IV.1 Objetivo general

Determinar el efecto de la desglicosilacion de los compuestos polifendlicos
presentes en un extracto de Myrtillocactus geometrizans sobre su interaccion con
nanoparticulas de silice mesoporosa, empleadas como vehiculo para su posible

administracion por via oral.

VI.2 Objetivos especificos
e Obtener un extracto de M. geometrizans mediante extraccion etandlica e
incrementar su contenido de compuestos en su forma aglicona mediante

su desglicosilacion por tratamiento por ultrasonido.
e Sintetizar y caracterizar nanoparticulas de silice mesoporosa.

e Determinar el potencial de las nanoparticulas de silice mesoporosa como
acarreadoras de los extractos de M. geometrizans mediante estudios de

carga y liberacion.
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V. MATERIALES Y METODOS

V.1 Material quimico

El etanol (>99 %), metanol (>99 %), acetona (>99%), tetraetilortosilicato (TEOS),
bromuro de hexadeciltrimetilamonio (CTAB), hidroxido de sodio, éter dietilico (>99
%), acido galico, quercetina, acido sulfurico, fenol, Folin-Ciocalteu, carbonato de
sodio, cloruro de aluminio, acetato de potasio, trolox, 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo
(DPPH), acido 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulféonico  (ABTS), acido
clorhidrico, cloruro de sodio, cloruro de potasio, fosfato disddico, fosfato

monopotasico de potasio, se obtuvieron de MEYER (CDMX, México).

V.2 Material vegetal

Los frutos de M. geometrizans se obtuvieron en el mercado Escobedo, en el
municipio de Querétaro, Qro. (Calle Ignacio Allende S 61d). Los frutos se
obtuvieron en estado de madurez éptimo, lo cual se verificé en primera instancia
de acuerdo con lo reportado por Hernandez-Lépez y col., (2008): los frutos
mostraron color purpura con cascara fina y textura gelatinosa, con semillas
pequefias y negras (tamafo < 1 mm). Los frutos fueron almacenados bajo

congelacion en bolsas de polietileno hasta su uso.

V.3 Caracterizacion del material vegetal

V.3.1. Dimensiones y humedad
Se midi6 el peso del fruto fresco con una balanza analitica y se determind su

diametro con un vernier. El contenido de humedad se midi®6 usando una

termobalanza (Precisa, XM 50, Precisa Gravimetrics AG, Dietikon, Suiza).

V.3.2. Color

El color de la pulpa se determiné mediante la determinacion de los parametros L*,
a* y b* utilizando un colorimetro (Vinkolor, modelo WN-1YI0-CX2Z, México,
CDMX), con iluminante D65 y angulo de observador de 2° (Hidalgo-Ortiz y col.,
2024).
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V.3.3. pH y acidez total titulable

Se pesaron 0.5 g de pulpa y se homogenizaron con 10 mL de agua destilada para
medir el pH usando un potenciémetro (HANNA, HI2211, Hanna Instruments,
Island, EE. UU.). Para la medicién de la acidez total titulable (ATT), la pulpa
homogenizada se filtré a través de un papel filtro Whatman No. 4 y se titulé con
NaOH 0.1 N hasta alcanzar un pH de 8.4. El porcentaje de acidez se calcul6 de
acuerdo con la siguiente ecuacion (1) (Dorantes-Murillo y col., 2020):

(A)(B)(C)(D)*100

ATT (%) = =@

(1)
Donde:

A: Volumen de NaOH utilizado (mL)

B: Normalidad del NaOH

C: g de acido predominante en el fruto (acido malico 0.067 g/meq)

D: Volumen del extracto preparado (mL)

E: Alicuota (mL)

D: Peso de la muestra (g).

V.3.4. Solidos totales

Los sdlidos solubles totales (SST) se midieron con un refractometro portatil

(modelo RZ119, Shenzhen XRC Electronics, Shenzhen, China) con una escala
de 0 a 30 °Brix.

V.4 Obtencidn del extracto de Myrtillocactus geometrizans

El fruto fresco se molié en un procesador de alimentos (Nutribullet, NB-101B, Los
Angeles, CA, EUA) y se secé en un deshidratador (horno NINJA Xi, CDMX,
México) configurado a 40 °C, con flujo de aire, durante 24 h. Posteriormente, la
fruta deshidratada se molié hasta obtener un polvo fino, el cual se tamizé a través
de una malla No. 80 (177 ym) para homogenizar el tamafo de particula. Para la
obtencion del extracto vegetal, el polvo obtenido se suspendio (0.1 g/mL) en una

solucién de etanol al 80% (v/v). Las muestras se agitaron por 40 min en un
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agitador orbital (ThermoScientific, MaxQ600, 4353, MA, EUA) a 500 rpm (Filho y
col., 2021). Tras la extraccion, las muestras se centrifugaron (Eppendorf 5810R,
Hamburgo, Alemania) durante 10 min a 5000 rpm y se decanté el sobrenadante
(Godinez-Santillan y col., 2024). Enseguida, se aplicd un tratamiento ultrasénico
al sobrenadante utilizando un bafo ultrasénico de 45 kHz (Bransonic, 5510R-
DTH, Branson Ultrasonics Corporation, Brookfield, CT, EUA).

El procedimiento se llevo a cabo durante 40 minutos, utilizando el 100 % de la
potencia nominal del equipo (650 W) y un poder ultrasénico efectivo maximo de
50 WI/L. Se empled un recirculador con enfriamiento para evitar el incremento de
la temperatura del bafio durante el procedimiento (Alves-Filho y col., 2018; Ruiz-
Aguilar y col., 2024). Finalmente, con el objetivo de eliminar los compuestos
hidrosolubles predominantes, se llevd a cabo una particion liquido-liquido con

agua destilada y éter dietilico (8:2).

La fraccion de éter dietilico se volatilizé y se resuspendié en etanol puro. La
fraccion organica resultante se denomind extracto de garambullo tratado con
ultrasonido (EGU), mientras que una muestra obtenida mediante el mismo
procedimiento, sin tratamiento ultrasénico, se utilizé como control y se denominé

extracto de garambullo (EG).

V.5 Cuantificacion de azucares totales

Para verificar el efecto del ultrasonido sobre el contenido de carbohidratos del
extracto, se cuantificaron los azucares en la fase acuosa obtenida tras la
extraccion liquido-liquido, siguiendo el método de Dubois y col. (1951). En primer
lugar, a 200 pL de muestra se afadieron 1000 uL de acido sulfurico;
posteriormente, la muestra se dejé reposar durante 20 minutos y, enseguida, se

anadié una disolucion de fenol al 5 % (200 pL).
La mezcla se dejo reposar durante 30 minutos y, finalmente, se midié la

absorbancia a 490 nm (Herrera-Hernandez y col., 2011). Para determinar la

concentracion de azucares totales se construyé una curva de calibracion con
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glucosa (0-60 pg/mL). El contenido de azucares totales se reportd en miligramos

equivalentes de glucosa por gramo de peso seco (mg EG/Q).

V. 6 Caracterizacion de los extractos

V.6.1. Espectrofotometria UV-VIS

La caracterizacion preliminar del EGU y del EG se realizd mediante
espectrofotometria de absorcién en la regién UV-Vis. Se ajustd la concentracion
del extracto para asegurar que su absorbancia se mantuviera entre 0.1 y 1
unidades. Se utilizé etanol puro como blanco. Se realizaron dos barridos
espectrales: el primero en el rango de 200-300 nm y el segundo en el de 300-700
nm. Las bandas de maxima absorcion fueron identificadas y asignadas a

diferentes familias de compuestos quimicos segun lo reportado en la literatura.

V.6. 2 Espectroscopia por transformada de Fourier FTIR
Los espectros FTIR del EGU y del EG se obtuvieron en un equipo Horiba Jobin
Yvon LabRAM IR2 (Kioto, Japdn), en el rango de 4000 a 600 cm™, con una

resoluciéon de 4 cm™.

V.7 Contenido de fenoles totales

Se determind el contenido de fenoles totales de EGU y EG mediante el método
de Folin-Ciocalteu descrito por McDonald y col. (2001). La curva de calibracién se
establecioé con acido galico en etanol puro (0-100 ug/mL). Se mezclaron 1.6 mL
de extracto con 0.2 mL del reactivo Folin-Ciocalteu (diluido 5 veces con agua

destilada) y la mezcla se agité vigorosamente durante 3 minutos.

Posteriormente, se afiadié carbonato de sodio (0.2 mL, 10 % p/v) y se incubd
durante 30 minutos a temperatura ambiente y en oscuridad. Tras la incubacién, la
absorbancia de la mezcla se midié a 760 nm con un espectrofotometro UV-Vis
(Genesys 10, Thermo Scientific, Waltham, MA, EUA). El contenido de fenoles
totales se report6 en miligramos equivalentes de acido galico por gramo de peso

seco (mg EAG/g).
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V.8 Contenido de flavonoides totales

El contenido de flavonoides totales se determind segun lo descrito por Diem Do y
col. (2014). Se utilizé una curva de calibracién de quercetina en etanol puro (0-
100 pug/mL). Los extractos EGU y del EG o la quercetina (2 mL) se mezclaron con
0.1 mL de una solucion de cloruro de aluminio al 10 % (p/v) y 0.1 mL de una

solucion de acetato de potasio 0.1 mM.

La mezcla se mantuvo a temperatura ambiente por 30 min; posteriormente, la
absorbancia de la mezcla fue medida a 415 nm en espectrofotometro UV-Vis. El
contenido de flavonoides totales se expresé como miligramos equivalentes de

quercetina por gramo de peso seco (mg EQ/g).

V.9 Sintesis de nanoparticulas de silice mesoporosa

Se sintetizaron nanoparticulas de silice mesoporosa tipo MCM-41 (Mobil
Composition of Matter-41), empleando CTAB como agente direccionador de poros
y TEOS como fuente de silice (Kresge y col., 1992). Primero, se disolvieron 0.5 g
de CTAB en agua destilada (240 mL); en seguida, la mezcla se calenté hasta 80
°C y se afiadieron 1.75 mL de NaOH 2 M.

Posteriormente, se adicionaron 2.5 mL de TEOS gota a gota, manteniendo una
agitacion vigorosa de la solucion. La reaccion se llevé a cabo durante 2 h,
manteniendo las condiciones de temperatura y agitacion. Finalmente, tras el
enfriamiento de la solucién, se recuperd el polvo resultante mediante filtracion a

través de un filtro de vidrio sinterizado.

El polvo se lavo dos veces con agua destilada y dos veces con etanol, y se dejo
secar durante la noche. Para la eliminacién del surfactante se empled6 el método
de calcinacién, sometiendo el polvo a una temperatura de 500 °C por 5 h (Mufla
ThermoScientific, modelo FB1415M).
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V.10 Medicidn del tamafo de particula, potencial ¢ e indice de polidispersion

Las NSM se caracterizaron, de acuerdo con lo reportado por Ugazio y col. (2016),
en términos de diametro promedio y polidispersion, mediante la técnica de
dispersion dinamica de luz (DLS), mientras que el potencial { se calcul6 mediante
mediciones electroforéticas. Estas mediciones se realizaron con un equipo
ZetaSizer Nano (Malvern Instruments, Worcestershire, Reino Unido).

Adicionalmente se obtuvo su espectro FTIR.

V.11 Carga del extracto vegetal en nanoparticulas de silice mesoporosa

Para la carga del extracto crudo o con polifenoles desglicosilados, se siguio la
metodologia propuesta por Matadamas-Ortiz y col. (2024). Se utiliz6 una
proporcion 1:5 de EGU/EG con NSM, la mezcla se agité 24 h en oscuridad. Las
NSM cargadas se lavaron con agua destilada para eliminar el extracto no cargado
en los mesoporos. Los tratamientos se denominan NSM-EG (NSM cargadas con
EG) y NSM-EGU (NSM cargadas con EGU).

V.12 Capacidad de carga

La capacidad de carga se determiné segun la metodologia de Ugazio y col.
(2016), con algunas modificaciones. Se suspendieron 50 mg de NSM cargadas
en 10 mL de etanol puro y se colocaron en agitacion a 200 rpm durante 24 h.
Posteriormente, se tomo una alicuota de 1 mL, se centrifugd a 10,000 rpm por 5
minutos. Enseguida, se cuantifico el contenido de flavonoides en el sobrenadante
y, finalmente, se determiné la capacidad de carga mediante la ecuacion (2). Para
obtener la fraccion de flavonoides del extracto, se obtuvo el peso seco del extracto
y se calculé su relacion con el contenido de flavonoides previamente calculado.

mg de flavonoides
50«FF

%Capacidad de carga = x100% (2)

FF= Fraccion de flavonoides en el extracto seco (FFec=67.5%, FFecu=17.96%).

V.13 Cinética de liberacion de flavonoides principales
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La liberacion de los principales flavonoides se analizé de acuerdo con lo reportado
por Matadamas-Ortiz y col. (2024). Se suspendieron 50 mg de NSM-EG y NSM-
EGU en 50 mL de una solucién amortiguadora de fosfatos (PBS, pH 7.4) o en una
solucion de HCI (pH 1.5) para simular el pH del intestino y del estémago,
respectivamente.

Se tomaron alicuotas de 1 mL cada hora durante 8 horas, y se sustituyo el
volumen por medio fresco. Las muestras fueron centrifugadas y, finalmente, se

determind la absorbancia del sobrenadante a 380 nm.

V.14 Disefo experimental

Para determinar la capacidad antioxidante, se utilizé un disefio factorial 22, con el
tipo de extracto vegetal (sin tratar o desglucosilado por ultrasonido) y el estado

del extracto (cargado en NSM o libre) como factores.

V.15 Capacidad antioxidante

V.15.1 Método DPPH

Se determind la capacidad antioxidante mediante el método DPPH, de acuerdo
con lo reportado por Berlier y col. (2013). Se construy6 una curva de calibracion
usando Trolox (50-800 uM), el radical DDPH se prepardé disolviéndolo en etanol
puro y ajustando su absorbancia de 0.75a 0.78 a 517 nm.

Posteriormente, se afiadieron 20 yL de una solucion diluida de NSM-EG y NSM-
EGU. Dicha solucién se preparé con base en la capacidad de carga de cada
sistema de NSM. Después, se anadieron 200 yL de DPPH ajustado y un control
con 20 uL y 200 pL de DPPH. Se dej6 reposar durante 30 minutos vy, finalmente,

se mididé a 517 nm.

Para realizar la cuantificacion en NSM-EG y NSM-EGU, se incrementaron los
volumenes 4 veces y durante el reposo se agitd a 200 rpm y se centrifugd 5
minutos a 10,000 rpm antes de medir. Los resultados se reportaron como mg

equivalentes de Trolox por gramo de peso seco (mg ET/g).
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V.15.2 Método ABTS

Se determind la capacidad antioxidante mediante el método ABTS, de acuerdo
con lo reportado por Berlier y col. (2013). Se construyd una curva de calibraciéon
con Trolox (50-800 uM). El radical ABTS se prepard 24 horas antes. Para su
preparacion, se afiadieron 88 pL de una solucion acuosa de persulfato de potasio
a 140 mM a 5 mL de una solucién acuosa de ABTS a 7 mM. Esta solucion se dejo
reposar durante 24 h en la oscuridad.

Pasado el tiempo de reposo, se ajustd con etanol puro a una absorbancia de 0.7
a 734 nm. Posteriormente, se afadieron 20 uL de una solucion diluida de NSM-
EG y NSM-EGU. Dicha solucion se prepard con base en la capacidad de carga
de cada sistema de NSM. Después, se anadieron 230 uL de ABTS ajustado y un
control con 20 yL y 200 uL de ABTS. Se dej6 reposar durante 6 minutos v,
finalmente, se midié a 517 nm. Para realizar la cuantificacién en NSM-EG y NSM-
EGU, se incrementaron los volumenes 4 veces y durante el reposo se agité a 200

rom y se centrifugd 5 minutos a 10,000 rpm antes de efectuar la medicion.

V.16 Analisis estadistico

En todos los andlisis se realizaron tres réplicas independientes y los datos se
reportaron como el promedio + desviacion estandar. El analisis estadistico se
realiz6 mediante un analisis de varianza (ANOVA) y, para comparar medias de

tratamientos, se aplicé la prueba de Tukey (p < 0.05).
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION

VI.1 Caracterizacién del material vegetal

La caracterizacion se realizé en el fruto congelado. El cuadro 1 resume las
propiedades fisicoquimicas del fruto. La desviacion estandar reducida, observada
en todas las determinaciones, indica que los frutos presentaron un alto grado de
homogeneidad. Ademas, de acuerdo con lo reportado por otros autores, los frutos

se encontraron en un estado 6ptimo de maduracion.

Si bien los frutos utilizados en el presente trabajo mostraron caracteristicas
similares a las reportadas por otros autores, como el peso y el diametro, existen
algunas diferencias que pueden atribuirse a las condiciones ambientales durante
su cultivo. Este es el caso de la humedad, que depende de la cantidad de lluvias
ocurridas durante el crecimiento del fruto (Gonzalez-Nava, 2010) y de los sélidos
totales que varian dependiendo de la regién del pais de donde proviene (Hidalgo-
Ortiz y col., 2024).

Cuadro 1. Caracteristicas fisicoquimicas de M. geometrizans

Parametro ReSl:IltadO Literatura
experimental
Peso (g) 1.17 £0.25 1.33 £0.24!"]
Diametro (cm) 1.17+0.06 1.33 + 0.25!"]
Humedad (%) 70.341£2.18 75.5+0.21]
L* 9.5 7.04+0.140]
Color a* -1.30 -1.51+0.091
b* -0.6 -0.43+0.491"
SST (°Brix) 9.58+1.078 11.7+0.4
pH 4.20+0.07 3.99 + 0.0101
ATT (%)% 33.21+3.84 27.14+3.580

L*,a*, b*= parametros de color del sistema CIELAB; ATT=acidez total titulable,
expresada como porcentaje de acido malico. [MHidalgo-Ortiz y col., 2024,
PIDorantes Murillo y col., 2020, BlGonzalez Nava., C. 2010.

En cuanto al color, los parametros L*, a* y b* reportados corresponden a la
tonalidad purpura oscura caracteristica del garambullo, atribuible a la presencia

de betacianinas que, a pH acido, presentan tonalidades violetas (Otéalora y col.,
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2020). Por otro lado, el garambullo presenta un pH acido debido a la presencia de
acidos organicos, lo que favorece la estabilidad de sus pigmentos. El progreso en
la maduracién del fruto se traduce en un pH mas bajo, lo cual se relaciona
directamente con su color. En el presente trabajo, se observd un valor de pH

superior al reportado en la literatura.

Se ha reportado que el estrés hidrico puede aumentar la produccion de acido
malico a través de la ruta metabdlica de la fotosintesis asociada al metabolismo

acido de las crasulaceas (CAM) (Pimienta-Barrios y col., 2005).

VI.2 Caracterizacion fitoquimica

Los resultados de la caracterizacion del EG y del EGU se presentan en el Cuadro
2. Se observé un incremento significativo del contenido de azucares libres en la
fraccidn acuosa del extracto vegetal tratado con ultrasonido (EGU). Esto indica
que la cavitacion acustica generada por el tratamiento con ultrasonido promovié
la hidrolisis de los enlaces glucosidicos entre compuestos polifendlicos vy
polisacaridos (Tiwari, 2015).

Segun lo reportado por Alves-Filho y col. (2021), el ultrasonido ataca el grupo
glucosidico de los compuestos glucosilados, convirtiéndolos en su forma aglicona,
siguiendo la misma reaccion quimica que en el método de desglicosilacion por

hidrdlisis enzimatica (Mészaros y col., 2021).

Cuadro 2. Caracterizacion fitoquimica de los extractos

. Flavonoides
Azucares solubles* Fenoles totales

totales
(mg EG/g) (mg EAG/g) (mg EQ/g)
EG 61.03 £ 17.092 511 +0.152 3.64 + 0.44a
EGU 174.18 £ 20.76b 1.13 £ 0.25b 0.96 £ 0.21b

En las columnas, las medias (n=3) conectadas por la misma letra son
estadisticamente similares (p<0.05). *Determinados en la fraccion acuosa del
extracto crudo.
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Por otro lado, se observa que el tratamiento con ultrasonido aplicado al extracto
de garambullo provocd una disminucion de aproximadamente 4.5 y 3.8 veces en
las concentraciones de fenoles y flavonoides, respectivamente. Esto se atribuye
a que la energia del ultrasonido puede alterar la estabilidad de las moléculas mas
susceptibles (como fenoles y flavonoides), degradandolas por oxidacion
(Paniwnyk y col., 2001).

Diversos autores han reportado que la energia proporcionada por el ultrasonido,
especialmente a altas potencias o durante tiempos prolongados, puede alterar la
estabilidad de las moléculas mas susceptibles, degradandolas por oxidacion
mediada por radicales hidroxilo generados durante la cavitacion (Wang y col.,
2020; Biesaga, 2011). Qiao y col. (2014) estudiaron 14 flavonoides comunes
presentes en citricos expuestos al ultrasonido, y observaron una marcada
degradacion de los mismos. Estos autores concluyeron que entre los factores que
favorecen esta degradacion estan el tipo de disolvente y la temperatura; en una
solucion acuosa de etanol al 80%, la tasa de degradacion de los flavonoides fue

la mas alta.

La quercetina es el principal flavonoide presente en el garambullo, por lo que el
uso de las condiciones mencionadas posiblemente conllevo la degradacion de
este compuesto. Adicionalmente, la degradacién de la quercetina ocurre mediante
cuatro tipos de reacciones: oxidacion, adicion, polimerizacion y descomposicion.
Los compuestos de la degradacién son dimeros, productos de adicion de alcohol,
de oxidacion y de descomposicion. Ademas, el efecto de la degradacion de dichos
compuestos es inversamente proporcional al numero de sustituyentes que

contienen (Biesaga, 2011).

Cabe senalar que la concentracién de fenoles y flavonoides presentes en el
extracto de garambullo sin tratar fue inferior a la reportada en otras
investigaciones sobre extractos etandlicos de garambullo (Ruiz-Aguilar y col.,
2024; Godinez-Santillan y col., 2024). Esto puede deberse a que el procedimiento

de extraccion usado en dichas investigaciones no incluyd la particién liquido-
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liquido, la cual pudo resultar en la retencién de algunos compuestos fendlicos con

alta polaridad en la fase acuosa.

V1.3 Caracterizacion

V1.3.1. Espectroscopia UV-Vis

En la figura 6 se muestran los espectros UV-vis del EGU y del EG. La figura 6A,
correspondiente al rango de longitudes de onda de 200-700 nm, muestra
claramente un pico de absorbancia principal a 203 nm, caracteristico de acidos
organicos. Estos acidos presentan transiciones electronicas n—1"* debido a la
presencia de un grupo carboxilo, cuyo maximo de absorcidn se situa entre 200 y
210 nm (Harris y Lucy, 2010). Uno de estos acidos, frecuentemente presente en

extractos vegetales, es el acido galico (Herrera-Hernandez y col., 2011).
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Figura 6. Espectros UV-Vis de EGU y EG, A: Barrido de 200-700 nm; B: Barrido
de 300-700 nm
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La figura 6B muestra el espectro entre 300 y 700 nm. Se observa que el espectro
del EGU presenta algunos picos de menor intensidad en comparacion con el del
EG. Esto sugiere una menor concentracion de una variedad de compuestos
fendlicos, posiblemente debido a su degradacion durante el tratamiento con

ultrasonido.

El ultrasonido promueve la ruptura de enlaces glucosidicos, sin embargo, la
cavitacién puede degradar polifenoles sensibles, provocando una disminucién en
la absorbancia y la aparicion de subproductos de degradacién (Paniwnyk y col.,
2001). Los espectros del EG y del EGU muestran picos notables a 327 nm y 333
nm, respectivamente, caracteristicos de flavonoides. Especificamente, la
presencia de flavonas y flavonoles se evidencia mediante picos entre 300 y 350

nm y entre 352 y 385 nm, respectivamente.

De manera interesante, el pico de los flavonoides en el espectro del EG (327 nm)
se desplaza hacia longitudes de onda mas cortas que el pico del EGU. De acuerdo
con Mabry y col. (1970), esto se debe a que los grupos -3,-5, o -4 -hidroxilo en las
flavonas o flavonoles se encuentran metilados o glicosilados, lo cual ocasiona un
efecto hipsocrémico (desplazamiento hacia longitudes de onda mas cortas). Al
eliminar el azucar de estos compuestos, el grupo —OH queda libre, o que
aumenta su conjugacion electronica y desplaza el pico hacia longitudes de onda

mas largas, como se observa en el extracto EGU.

Ademas, para ambos extractos se observaron picos importantes entre 350 y 380
nm, los cuales corresponden a la quercetina y la quercetina-3-O-glucésido
(Guzman-Maldonado y col., 2010). A 417 nm se observa la banda de Soret,
caracteristica de la clorofila y sus derivados (Gross, 1991). En las longitudes de
onda de 441-446 nm, se presentan pigmentos lipofilicos, como lo son 3-caroteno
o luteina (Rodriguez-Amaya, 2011). El pico en 480 nm corresponde a las

betaxantinas caracteristicas de las cactaceas (Stintzing y col. 2002).

El pico observado a 568 nm puede deberse a trazas de betalainas que no

migraron a la fase acuosa durante la extraccion liquido-liquido (Azeredo, 2009).
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Schwartz y von Elbe (1983) reportaron que la betanina, una betalaina presente
en frutos, alcanza su maximo de absorcién en soluciones alcohdlicas en el
intervalo de 535-538 nm. No obstante, la hidrdlisis de la betanina a su forma
aglicona, la betanidina, puede desplazar el maximo hacia 526 nm. Esto podria

explicar la presencia de picos a 538 y 526 nm en ambos extractos.

En la region de 600-700 nm se presentan las bandas de los pigmentos
fotosintéticos y sus productos de degradacion: la clorofila entre 663 y 667 nm y

bandas menores entre 600 y 630 nm (Heaton y col.,1996).

V1.4 Caracterizacién de nanoparticulas de silice mesoporosa

Los resultados de la caracterizacion fisica de las nanoparticulas sintetizadas se
presentan en el Cuadro 3. De acuerdo con Vallet-Regi y col. (2017), el tamano de
particula de las NSM puede variar entre 50 y 200 nm. Por otro lado, el indice de
polidispersién es un parametro adimensional que describe la amplitud de la

distribucion del tamafio de las particulas (Danaei y col., 2018).

El IP mostrado por las NSM en el presente trabajo indica una alta homogeneidad
en el tamano de particula y una baja presencia de aglomeraciones. Esto ultimo
concuerda con lo observado para el potencial ¢, que mostr6 valores que indican
una fuerte repulsion entre las particulas. Segun Liz y col. (2012), un potencial ¢
con un valor absoluto por encima de 30 mV, es caracteristico de particulas con

elevada estabilidad en el medio y una muy baja aglomeracion.

Cuadro 3. Tamafio de particula (TP), indice de polidispersion (IP) y potencial ¢
de NSM suspendidas en agua desionizada.

TP (nm) IP Potencial { (mV)
208.67 + 1.50 0.29 + 0.04 -48.2 + 0.52

VI.5 Capacidad de carga

La capacidad de carga de las NSM con el EGU fue de 3.56 % £ 0.02 %, la cual

fue significativamente mayor (p <0.05) a la capacidad que mostraron para retener
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al EG, que fue de 0.58 % +0.03 %. Esto sugiere que el tratamiento ultrasoénico

favorecié la incorporaciéon de compuestos bioactivos en la matriz mesoporosa.

La interaccion de compuestos fendlicos con materiales siliceos depende de la
formacion de puentes de hidrogeno entre los grupos hidroxilo fendlicos y los
grupos silanol presentes en la superficie de la silice (Samaddar y col., 2022).
Asimismo, la posible reduccion del tamafio molecular derivada de procesos de
desglicosilacion podria disminuir el impedimento estérico y mejorar el acceso al

area superficial interna del material (Karimi & Taherzadeh., 20216).

Se ha reportado que las moléculas de menor tamafo presentan una difusion
intraporosa mas eficiente y una mayor capacidad de encapsulaciéon en matrices
de silice mesoporosa (Vallet-Regi y col., 2017). Estos resultados indican que el
EGU podria presentar un mayor numero de enlaces con la matriz de silice, con
una union mas fuerte, lo cual puede verificarse mediante espectroscopia

infrarroja.

V1.6. Espectroscopia FT-IR

En la Figura 7 se presenta el espectro FTIR de las NSM, tanto sin cargar como
cargadas con los respectivos extractos. En el niumero de onda 1070 cm™ se
observa una banda caracteristica del estiramiento asimétrico de Si— OH — Si
correspondiente a los grupos de silice presentes en las NSM, la cual suele ser la

banda mas intensa, tal como se observa en el espectro.

Por otro lado, la banda que aparece en 810 cm™! corresponde al estiramiento
simétrico Si — OH — Si. La banda que se observa a 976 cm™! representa vibracion
de Si — OH (silanoles) o enlace Si— O terminal. La banda en 1254 cm™! puede

corresponder al estiramiento asimétrico Si — O- (Carucci y col., 2021).
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Figura 7. Espectro FTIR de NSM, NSM-EG y NSM-EGU

La banda caracteristica del enlace O-H se presenta entre 3200-3500 cm™!, la cual
es claramente visible en la figura 7, no obstante, al comparar los tres espectros
podemos ver que en NSM-EG y NSM-EGU esta banda es mas pronunciada, lo
cual puede atribuirse a la presencia de compuestos fendlicos y azucares. Se
aprecia una mayor intensidad en NSM-EG, lo cual puede deberse a la presencia
de azucares y a una mayor cantidad de compuestos fendlicos en el extracto (Malik
y col., 2017).

La aparicion de las bandas en 1726 y 1649 cm™! en las muestras cargadas,
ausentes en la NSM, sugiere la incorporacion de compuestos organicos del
extracto de garambullo. La sefial a 1726 cm™! se asocia principalmente a
vibraciones C=0, mientras que la banda alrededor de 1649 cm™! puede atribuirse
a agua adsorbida y/o a grupos conjugados presentes en el extracto retenido sobre
la superficie de la silice. La banda ancha presentada en 3414 cm™! se asocia al
estiramiento de O-H, y se puede observar una sehal mas intensa en los extractos,
particularmente mas intensa en EG-NSM debido a la presencia de compuestos

fendlicos (Teklemariam y col., 2024).
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VI.7 Capacidad antioxidante

El Cuadro 4 muestra la capacidad antioxidante de los extractos, evaluada
mediante los métodos DPPH y ABTS. En general, el EG mostr6 una mayor
capacidad antioxidante que el EGU. Esto se relaciona con la disminucion de la
concentracion de compuestos fendlicos susceptibles de degradacion mediante

tratamiento con ultrasonido.

También se observd que los extractos presentaron una mayor capacidad de
inhibicion de los radicales ABTS que los de DPPH. La principal diferencia entre
ambos métodos es que el DDPH nos permite medir antioxidantes hidrofébicos o
de polaridad media, y ABTS tanto compuestos polares como no polares. Esto
indica que algunos compuestos polares pudieron permanecer en la fase organica
tras la extraccion de carbohidratos (Thaipong y col., 2006). Los valores de
capacidad antioxidante obtenidos fueron superiores a los reportados por Lépez-
Hernandez y col. (2025), quienes determinaron un contenido de 0.04 mg ET/g
para DPPH y 0.44 mg ET/g para ABTS.

Cuadro 4. Capacidad antioxidante de los extractos libres o cargados en NSM

DPPH ABTS
(mg ET/g) % Inhibicién (mg ET/g) % Inhibicién
EG 0.65+0.032 83.40+4.252 (.66 +0.02a 94.97 £ 3.08a
EGU 0.54 +£0.07> 68.40+9.50> 0.51+0.05> 7449 +6b
NSM-EG 1.88 £ 0.01¢ NA 1.62 £ 0.08¢ NA
NSM-EGU 1.71 £ 0.02d NA 1.10 £ 0.03d NA

En las columnas, las medias (n=3) conectadas por la misma letra son
estadisticamente similares (p<0.05).

Estas diferencias pueden asociarse con la extraccion liquido-liquido realizada
sobre el extracto crudo, la cual permitié concentrar los metabolitos secundarios y
eliminar interferencias de la matriz, asi como con las variaciones debidas al estado

de madurez y al lugar de cosecha de los frutos (Hidalgo-Ortiz y col., 2024).
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Los resultados obtenidos indican que las NSM cargadas presentaron una mayor
capacidad antioxidante que el extracto, lo que sugiere que la actividad observada
se asocia principalmente a los compuestos bioactivos incorporados. Autores
como Budiman y col. (2024), describen que las NSM constituyen un método
altamente eficaz para potenciar la actividad antioxidante de CP. Este
comportamiento puede explicarse por el efecto protector de |la
nanoencapsulacion, que favorece la estabilidad del antioxidante frente a procesos
de degradacion inducidos por la luz, el oxigeno o las condiciones del medio,

conservando asi su capacidad para neutralizar radicales libres.

Brezoiu y col. (2019) encapsularon extracto de orujo de uva en NSM y midieron
la capacidad antioxidante en periodos de uno y tres meses, observando que los
extractos encapsulados conservaron su actividad antioxidante casi constante en
comparacion con los extractos libres, cuya capacidad de eliminacion de radicales
disminuye con el tiempo. Lo anterior nos indica que las NSM empleadas en esta
investigacion posiblemente seran capaces de preservar sus capacidades

terapéuticas durante mas tiempo, comparadas con el extracto libre.

En este sentido, la mayor actividad antioxidante de las NSM cargadas no solo
confirma la incorporacién efectiva de los compuestos activos, sino también el
potencial del sistema como vehiculo para preservar y facilitar la accion
antioxidante. En este contexto, la mayor actividad observada de las NSM-EG
respecto a las NSM-EGU sugiere una mayor liberacion de compuestos cargados,
lo cual es consistente con una interaccion mas débil con la matriz. Jueré y col.
(2017) encapsularon resveratrol en NSM y observaron un incremento de las
propiedades terapéuticas en comparacién con el compuesto en suspension.
Asimismo, indicaron que la matriz nanométrica puede mejorar la dispersion y la
disponibilidad del compuesto activo durante el ensayo, lo que permite una

interaccidn mas eficiente con las especies oxidantes evaluadas.

Cabe resaltar que la concentracion de las dispersiones de las NSM cargadas con
ambos extractos se normalizé en funcion de la capacidad de carga de cada uno,

lo que se tradujo en diferencias en la cantidad de nanoparticulas dispersas en la
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solucion. Esto pudo favorecer la interaccion del EG con los radicales al aumentar
la superficie de contacto. No obstante, este efecto no resulta muy significativo si
se considera que las NSM cargaron aproximadamente 6 veces mas EGU que EG,
mientras que la diferencia en la capacidad antioxidante fue minima. Esto también
indica una mayor capacidad antioxidante de las NSM-EGU en comparacién con

las NSM-EG.

V1.8 Cinética de liberacion

La cinética de liberacién de los extractos a partir de las NSM se muestra en la
Figura 8. Los datos experimentales se ajustaron a un modelo de decaimiento
exponencial, que describe procesos en los que los valores de la variable de
respuesta disminuyen de manera proporcional a su valor actual hasta alcanzar un
valor constante. Este modelo matematico describe la liberacion controlada de

compuestos a partir de una matriz (Wang y col., 2014; Zhou y col., 2018).
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Figura 8. Cinética de liberacion de NSM cargadas a a) pHde 1.5y b) 7.4,

En este contexto, la cantidad de compuesto liberado depende de la cantidad
restante en el vehiculo, y el valor constante al que se acerca la variable de
respuesta ajustada a un modelo de decaimiento, puede corresponder al punto en
el que la concentracién del compuesto en el vehiculo y el medio alcanzan el
equilibrio o en el que la cantidad de compuesto liberado es igual a la cantidad del

compuesto que se degrada en el medio.
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Se puede observar en la figura 8 que, tanto a pH 1.5 (Figura 8a) como a pH 7.4
(Figura 8b), tras la primera hora de contacto, las NSM muestran una rapida
liberacién inicial, correspondiente a los compuestos débilmente unidos a la
superficie del material. No obstante, tras 2 h, la concentracion de los compuestos
disminuye drasticamente, posiblemente debido a su baja estabilidad en medio
acuoso (Katz y col., 2020). A partir de 4 h, la absorbancia en el medio se mantuvo
practicamente constante, lo cual se asocia a una fase de difusion lenta de

metabolitos confinados dentro de los poros (Abdo y col., 2020).

En un estudio similar llevado a cabo por lonita y col. (2022), se cargd resveratrol
en NSM y se evaluo su cinética de liberacidon. En este estudio se observo que al
igual que en el presente trabajo, se llevo a cabo una liberacion inicial rapida en
los primeros minutos, seguida de un aumento lento en la concentracion de
resveratrol. La liberacion inicial suele denominarse region de liberacion
"explosiva", mientras que las tasas de liberacion mas lentas posteriores

constituyen el régimen de liberacion "sostenida".

Entre la hora 1 y 2 de la cinética, se puede observar que la reduccion en la
concentracion de compuestos liberados en el medio fue mas drastica a pH 7.4.
Esto puede deberse a la baja estabilidad de los flavonoides en condiciones
alcalinas, bajo las cuales se someten a procesos de autoxidacion que producen
su degradacion (Speisky y col., 2022). Aunado a esto, se ha reportado que a pH
1.5, se presenta una mayor estabilidad de interaccion silice-fenoles y una menor
desorcion inmediata (liberacion hacia el medio), relacionada con la protonacion
de los grupos silanol y al incremento de la estabilidad de los flavonoides (Gisbert-

Garzaran y col., 2017; Rochester y col.,1978).

Los resultados muestran que tanto a pH 1.5, como a pH 7.4, el EG tiene una
mayor presencia en el medio comparado con el EGU. Esto concuerda con las
observaciones previas que indican una interaccion débil entre el EG y las NSM,

lo que favorece su liberacion.
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VIl.  CONCLUSIONES

El extracto obtenido mostré un alto contenido de compuestos polifendlicos, entre
ellos, flavonoides, mientras que el efecto de desglicosilacidon de estos compuestos

se demostré mediante técnicas espectrofotométricas

Las NSM sintetizadas presentaron un tamafio de particula, un indice de
polidispersién y un potencial { que muestran alta estabilidad coloidal y baja

tendencia a la aglomeracion en medio acuoso.

Las NSM establecieron interacciones quimicas con el extracto de garambullo, las
cuales se modificaron cuando éste se traté con ultrasonido. Comparado con el
EG, el EGU mostré una interaccion mas fuerte con la matriz, incrementando su
capacidad de depositarse en las NSM y disminuyendo su liberacién tanto a pH
gastrico como a pH intestinal. No obstante, esta fuerte interaccion no inhibio la
capacidad antioxidante de las NSM cargadas, que se vio incrementada con

respecto al extracto libre.

En conjunto, los resultados muestran que la desglicosilacién del extracto de
garambullo mejoré la eficiencia de las NSM como su posible sistema de
administracion. Se requieren estudios in vitro en in vivo que evallen la capacidad

de las NSM como sistema de administraciéon oral del extracto.
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