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Resumen

La fitonanotecnologia se antepone como una de las disciplinas que puede proporcionar un
avance significativo en el tratamiento contra el cancer. La obtencidn de nanoestructuras por
sintesis verde o la conjugacion de fitocompuesto-nanoestructura proporcionan ventajas
respecto a estos elementos asilados. Esta tesis tiene como finalidad la exploracion de los
compuestos fitoquimicos de plantas encontradas en México y su conjugacién con
nanoparticulas de diferentes elementos y compuestos aplicandolas a células cancerigenas,
guiandonos de la via de administracion y caracteristicas de la molécula. Esta tesis brindara
un respaldo cientifico de las plantas como medicina alternativa y la nanotecnologia como una

alternativa eficaz en el tratamiento contra el cancer.
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Capitulo 1

Introduccion/Planteamiento del problema

El cancer es un problema que ha afectado a los seres humanos durante siglos. De acuerdo al
Foro Céancer, Desafios en México y América Latina realizado en el 8 de agosto de 2017, 14
de cada 100 fallecimientos de mexicanos es debido a algun tipo de cancer, siendo los méas
frecuentes el cancer de mama (20 mil casos), prostata y cervicouterino (14 mil casos), y colon
y pulmon (8 mil casos) (1). Dentro de lo encontrado, se ha observado que los paises de
ingresos medios y bajos son los mas afectados por causas como falta de servicios o falta de
datos para incentivar politicas contra su lucha. De igual manera, en el 2015, la organizacion
mundial de la salud (OMS) clasifico al cancer como la segunda causa de muerte en el mundo,

ocasionando 8.8 millones de defunciones (1 de cada seis muertes en el mundo) (2).

Aunque el cancer ha sido extensamente estudiado atn no se conoce el origen de éste, pero se
han encontrado factores que intervienen a la formacion de éstos, como son la alimentacion,
la exposicion a ciertos ambientes y la genética (3). Para combatir este problema de salud, se
han creado diferentes tratamientos para prevenir e inclusive controlar esta enfermedad en
distintas etapas. Ejemplo de estos tratamientos son la cirugia, quimioterapia, radioterapia,
inmunoterapia, terapias dirigidas molecularmente o terapia de hormonas (4). Sin embargo,
estas terapias pueden tener efectos secundarios, que afectan los 6rganos y tejidos sanos.

Algunos efectos secundario son la anemia, caida de pelo, cambios en la piel y ufias (5).

Debido a las limitaciones de los tratamientos tradicionales, la ciencia continda estudiando
nuevas alternativas que ayuden a brindar una cura o un tratamiento mas ameno contra el
cancer (6). Una de las propuestas con mayor potencial es la utilizacion de plantas como fuente
de nuevas drogas por medio de sus fitocompuestos (7,8). A pesar de que, las plantas fueron
la principal forma de medicina en la historia, su uso fue eclipsado por medicamentos
sintetizados que estan presentes en la farmacologia actual. No obstante, su resurgimiento es

inminente debido a lo mencionado previamente.

En la actualidad, varios fitocompuestos o moléculas aisladas de éstos han sido utilizadas con

éxito en el tratamiento contra el cancer como compuestos fendlicos, terpenoides, compuestos
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organonitrogenados y organosulfurados (9-12). A pesar de las ventajas del uso de
ficompuestos en el tratamiento contra el cancer, existen limitaciones intrinsecas de la
molécula, por ejemplo, baja solubilidad (administracién oral), tiempo de vida corto en el
cuerpo, y efectos secundarios relacionados a la interaccion fitocompuesto-organismo.
Soluciones a estos problemas pueden ser encontradas en la nanotecnologia, ya que, entre
muchas de sus aplicaciones, se encuentran los nanotransportadores, formandose asi, un
sistema de fitocompuesto-nanoparticula, que puede proporcionar estabilidad y proteccién

dependiendo de la via de administracion, ademas de enlaces y sinergia (13).

Justificacion

México, al tener una tasa de mortalidad debido a algun tipo de cancer, es fundamental
explorar alternativas menos agresivas y efectivas para el tratamiento contra el cancer. La
exploracién de los compuestos fitoquimicos de plantas encontradas en México y su
incorporacion en nanosistemas brindara un respaldo cientifico en su utilizacion como

medicina alternativa o precursor de un compuesto activo.

Objetivo general

Sintetizar un nanosistema (fitocompuesto-nanoparticula) con actividad anticancerigena para

su aplicacion en osteosarcoma.

Objetivos especificos

e Caracterizar, extraer e identificar los compuestos fitoquimicos con actividad
anticancerigena

e Sintetizar y caracterizar las nanoparticulas

e Realizar la conjugacion fitocompuesto-nanoparticula

e Evaluar la implementacidn en células cancerosas (osteosarcoma)
Hipotesis
Los fitocompuestos de ciertas plantas, como las encontradas en la Republica Mexicana, con

soporte de la nanotecnologia, contienen actividad anticancerigena que puede ser

implementada en el tratamiento contra el cancer.
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Capitulo 2 Marco teorico

De las plantas y sus antecedentes etnofarmacobotanicos

Existe un concepto acufiado por los naturalistas para designar a ciertos paises que concentran
los porcentajes més altos de la flora y fauna del mundo. Este concepto es la megadiversidad
(14). Si se habla unicamente de la flora (plantas vesiculares), los primeros 5 paises son India,
China, Venezuela, Colombia y México (15). Es interesante este porcentaje debido a que, es
notorio la relacién existente entre megadiversidad y sus antecedentes como fuente para los

seres humanos. En otras palabras, resalta justamente el concepto de etnobotanica (16).

Si nos enfocamos unicamente en México, notaremos que el uso de plantas como remedio 0
medicamento se remonta hace méas de 2 milenios, cuando México no estaba consolidado
como el pais que conocemos actualmente (prehispanico). Desde la cosmovision de los
pueblos indigenas, al igual que otras civilizaciones, la creacion o surgimiento de la medicina
se le atribuye en diversos casos a una fuente divina, donde la magia, religion y astronomia

jugaban un papel importante en el diagndstico y remedio de las enfermedades (17,18).

No se conocen las fuentes mas antiguas de etnofarmacobotéanica en México, diversos factores
aportaron para que los conocimientos milenarios se perdieran a la llegada de la conquista.
Sin embargo, se sabe que las plantas y los pueblos indigenas mexicanos tuvieron una gran
conexion ya que formaban parte de sus tradiciones y creencias. Ejemplo temprano de esta
importancia se puede observar en el mural de Tepantitla (450 y 650 d.C.), mostrando en el
paraiso de Tlaloc (Tlalocan), plantas de gran importancia como el cacao, maiz, chia y pericon
(Figura 1) (19). Otro vestigio de la importancia de la etnofarmacobotanica en México son los
jardines botanicos (Figura 2). Por ejemplo, el jardin botanico de Moctezuma Ilhuicamina en
Huaxtepetl llamado Oaxtepec, es considerado el primer jardin etnobotanico de América, le

cual, estaba especializado en plantas medicinales (20,21).

Justo después de la conquista (siglo XVI), la importancia del conocimiento
etnofarmacobotanico no fue menospreciado, e inclusive, se inicio un esfuerzo en la

recopilacion de los conocimientos médicos de las plantas. Este esfuerzo estuvo en constante
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desarrollo a lo largo de los siglos siguientes, y en la actualidad, forma parte de la historia e

identidad de México.
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Figura 2. llustracion de la leyenda del quetzal regalado a Moctezuma para su zoolégico-jardin
botanico. llustracion extraida de la biblioteca digital del Instituto Latinoamericano de la
Comunicacion Educativa
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Posiblemente, la primera persona interesada en preservar la cultura y tradiciones de la
llamada Nueva Espafia, fue Fray Bernardino de Sahagin. A su llegada en 1529, Fray
Bernardino de Sahagun invirtio su vida en el entendimiento de la cultura y las costumbres de
los pueblos originarios de México (22). El esfuerzo de esta empresa concluyo en lo que Fray
Bernardino de Sahuguin nombré como La Historia General de las Cosas de la Nueva Espafa
(Figura 3), o conocido comunmente como Coddice Florentino, al estar resguardado en
Florencia, Italia (23).
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Figura 3. Extracto del volumen 3 del Cddice Florentino. Imagenes extraidas de Library of Congress

Se cuenta que, la recopilacion de informacion se llevaba a cabo mediante reuniones con los
ancianos que contaban los conocimientos, mientras nativos trilingties lo documentaban con
suma rapidez. Al terminar estos escritos, Fray Bernardino los rescribia para tenerlo en letra
legible. La monumental obra consta de doce libros, abarcando las areas fundamentales de la
etnografia e historia de México, ordenados, desde su punto de vista, de lo profano a lo
sagrado.

A lo largo de los volumenes se hace mencidn a las plantas medicinales; no obstante, el libro

10 y sobre todo el 11, es donde se profundiza en esta aplicacion (22). También, este libro es

el que contiene el mayor numero de ilustraciones botanicas, las cuales eran acompafiadas de

la localizacion, preparacion, administracion y dolencia. Aunque no se tiene el dato del

namero especifico de plantas medicinales en el cddice florentino, destacan algunas de ellas,
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que inclusive, se tiene sustento cientifico de las propiedades medicinales de aquel tiempo y
aplicaciones como las que competen en esta tesis (cancer). Dos importantes a mencionar son
cacaloxochitl (Plumeria rubra) y zoapatle (Montanoa tormentosa) contra la leucemia
(24,25).

Otro libro de importancia trascendental en la etnobotanica mexicana del siglo XVI es el
Libellus de Medicinalibus Indorum Herbis (Figura 4), conocido como el Librito de las
Hierbas Medicinales de los Indios o, mas comunmente, como el Codice Badiano (26). Este
valioso manuscrito fue escrito por Martin de la Cruz y traducido por Juan Badiano. A lo largo
de la historia, ha sido errbneamente denominado con otros nombres, como el Herbario Azteca
de la Cruz-Badiano o el Manuscrito Badiano. El Libellus de Medicinalibus Indorum Herbis
tenia como propdsito original la obtencién de un apoyo anual por parte de la corona o,
posiblemente, la documentacion de plantas de interés médico para el comercio entre el Viejo
y el Nuevo Mundo. A pesar del tiempo limitado que tuvo para su escritura (2 meses), Martin
de la Cruz logré documentar un total de 251 plantas y 185 ilustraciones en un documento de
63 hojas divididas en trece capitulos. Los primeros ocho capitulos hacen referencia a las

partes del cuerpo, comenzando desde la cabeza y avanzando hacia los pies (27).
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Figura 4. Extracto del Cddice Badiano. Imagenes obtenidas de la Mediateca INAH
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Debido a la atencidn generada por las dos obras mencionadas anteriormente, el Rey Felipe Il
encomendo a Francisco Hernandez de Toledo una expedicion cientifica al Nuevo Mundo con
el titulo de Protomédico General de Todas las Indias (28). Tras siete afios de viajes por la
Meseta Central de México, Oaxaca, Panuco y Michoacéan, culmind en una monumental obra
de 17 volimenes conocida como el Tesoro de las Cosas Medicinales de la Nueva Espafia,
en la que la seccion boténica se titul6 Historia de las Plantas de la Nueva Espafia. Esta obra
magistral recopild e ilustré méas de 3000 especies de plantas, proporcionandoles sus nombres
indigenas, morfologia, descripciones de su ecologia y ubicacién, asi como los usos y efectos
curativos asignados por las poblaciones indigenas. Sin embargo, debido a retrasos y
tragedias, las obras completas de Francisco Herndndez no se publicaron formalmente hasta
el siglo XX siendo posible encontrarlas actualmente en internet (29).

Pasaron cerca de dos siglos para retomar el interés en las obras de Martin-Badiano, Sahagun
y Toledo. Entre el siglo XVIIl y el siglo XIX, bajo la Real Expedicién Botanica a la Nueva
Espafia, Martin Sessé y Lacasta y José Mariano Mocifio dejaron una huella imborrable en el
campo de la botanica con la obra maestra Flora Mexicana (30). En su obra, se registraron
mas de 2000 especies de plantas (31). Ademas, la obra de Sessé y Mocifio no solo se enfocd
en la clasificacion de plantas, sino que también incluyé valiosos estudios sobre sus
propiedades medicinales y usos tradicionales entre las comunidades indigenas. La Flora
Mexicana representd un avance significativo para la ciencia botanica en América, ya que
integraba conocimientos europeos con el saber ancestral de los pueblos originarios de
Meéxico. A pesar de que, la obra, Flora Mexicana representa una fraccion de todo lo que
registrd Sessé y Mocifio debido a guerras y falta de financiamiento, la influencia de esta obra
perdura hasta hoy, sirviendo como base para investigaciones posteriores sobre la

biodiversidad del continente.

Por ultimo, han sido varios los investigadores que han reconocido la importancia de la flora
mexicana, ayudando a expandir su caracter cientifico sin olvidar su origen ancestral. Ejemplo
son José Antonio Alzate, Pablo de la Llave, Juan José Martinez Lejarza, y el explorador
Alexander von Humboldt (entre siglos XVIII y XIX). No obstante, en el siglo XX, es de
resaltar a Maximino Martinez (1888-1964), debido a que sus obras, “Catalogo de Nombres

Vulgares y Cientificos de Plantas Mexicanas”, “las Plantas méas utiles que existen en la
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Republica Mexicana” y “las Plantas Medicinales de México”, tienen fuerte inspiracion en las

obras magistrales de sus predecesores (32).

Enfocandose en la obra “las Plantas Medicinales de México”, Maximino Martinez divide la
obra en tres secciones: plantas identificadas y caracterizadas, plantas identificadas y sin
caracterizar y plantas sin identificacion ni caracterizacion. Para todos los casos, se presenta
su nombre vulgar, aplicacion, partes utilizadas, forma de administracion y ubicacion. Por lo
que, esta obra, es una fusion o transicion de los primeros escritos etnofarmacobotanicos y los
protocolos actuales, puesto que, ya se confirman la asignacion de propiedades de ciertas

plantas, asi como los compuestos activos por métodos cientificos avanzados para la época.

De los metabolitos secundarios y su incorporacion en la

medicina general

El uso de las plantas como un agente medico va de la mano con los primeros registros escritos
por el ser humano (hace mas de 7000 afios); lo que hace pensar que, su uso fue de la mano
con la evolucidon del ser humano. En siglos més recientes, se tienen registros claros de las
plantas y diferentes preparaciones para enfermedades o dolencias especificas. Sin embargo,
la comprension de los agentes activos en ciertas enfermedades no nacio sino hasta el siglo
XX (33).

Los primeros metabolitos secundarios en ser catalogados como medicamentos fueron la
quinina con aplicaciones contra la malaria y la morfina como sedante (34). En el caso de la
quinina, antes de la conquista de América, los pueblos originarios de los Andes usaban
extractos del arbol de quino para tratar la fiebre. La historia del descubrimiento de sus
propiedades antipaltdicas esta bien documentada con el testimonio de Pedro de Leyva (35).

Después, con la llegada de los espafioles, los misioneros jesuitas notaron su importancia y la
Ilevaron a Europa, incorporandola posteriormente en sus tratados de medicina. Este alcaloide
ha sido extraido de diversas plantas del genero Cinchona (36); no obstante, el quino
(Cinchona pubescens) sigue siendo la fuente mas importante. Fueron los quimicos Franceses
Pierre-Joseph Pelletier y Joseph-Bienaimé Caventou en 1820 los que descubrieron la quinina
y demostraron que era el principio activo contra la malaria. En 1908, el quimico aleméan Paul

Rabe describio la estructura quimica de la quinina (Figura 5) (37).
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Figura 5. Estructuras moleculares de la quinina (izquierda) y la morfina (derecha)

En el caso de la morfina, como fuente principal la adormina o amapola comun (Papaver
somniferum), ha sido empleada por més de 7000 afios, aunque no era entendida la razon de
su efecto analgésico (38). Entre 1805 y 1817, Friedrich Wilhelm Adam Serturner aislé por
primera vez la morfina, pero denominandola como morphium haciendo una relacion entre el
efecto de la sustancia con el dios griego de los suefios Morfeo (38). En 1819, Wilhelm
Meissner clasificd al morphium como un alcaloide. Fue necesario méas de medio siglo para
que Sir Robert Robinson determinara la estructura de la morfina valiéndole el Premio Nobel
en Quimica (Figura 5). Por dltimo, en 1952, Marshall D. Gates Jr. y Gilg Tschudi para
proponer la sintesis de la morfina. La importancia monumental de este alcaloide se ve
reflejada hasta nuestros dias. A pesar de que, la morfina es el alcaloide con mayor
reconocimiento de la amapola, esta planta contiene otros de gran importancia para la

farmacéutica, como son la codeina, papaverina y noscapina (39).

El descubrimiento de estos metabolitos secundarios representd una revolucién en la medicina
y otras areas como la de los colorantes y con esto la creacion de la farmacéutica como la
conocemos hoy en dia (40). La quinina y la morfina abrieron paso a intensificar las

investigaciones en otras plantas y sus metabolitos secundarios.

Con la misma suerte, en el siglo XIX, fue aislado de brotes de la ulmaria o también conocida
como reina de los prados (Filipendula ulmaria) el acido salicilico. Testimonios del uso de la
salicina (precursor del acido salicilico) se encuentran en Egipto y Grecia por los efectos
analgesicos de la corteza del sauce blanco (Salix alba) (Figura 6). El acido salicilico dio paso

al acido acetil salicilico (aspirina), un medicamento que es utilizado en la actualidad.
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Figura 6. Estructura molecular de la salicina (izquierda) y el &cido salicilico (derecha)

En el siglo XX, a pesar del dominio de los medicamentos sintéticos, hubo aiin avances en los
productos naturales obtenidos de plantas. Algunos ejemplos notorios son la artemisina,

paclitaxel, vincristina, vinblastica, atropina, digoxina, colchina, capsina y reserpina.

De los medicamentos sintéticos y su dominio en la

medicina

No muy distante al descubrimiento de los metabolitos secundarios como medicamentos
surgieron los primeros medicamentos sintéticos. Los primeros en ser desarrollados fueron la
fenazona y la aminofenazona. De igual manera, se obtuvieron de forma sintética metabolitos

secundarios, como es el caso de la ya mencionada morfina.
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Figura 7. Estructura molecular de la fenazona (izquierda) y la aminofenazona (derecha)

La explosion del desarrollo de los medicamentos sintéticos, y con ello el nacimiento de la
industria farmacéutica, fue posible debido a la relativa facilidad de produccion a gran escala
y tamarfio de dosis. Desde este punto, la creacion de medicamentos sintéticos ha aumentado

a ritmos impresionantes.
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No hay duda que, los avances de la ciencia en el desarrollo de medicamentos han logrado
aumentar la calidad y esperanza de vida en los seres humanos y otros seres Vivos.
Enfermedades que arrasaban con poblaciones, ahora son facilmente erradicadas. Ejemplos

de esto es la polio, tétanos, y VIH.

Del renacimiento de los compuestos naturales y su

necesidad en la medicina moderna

A pesar de que, han pasado casi dos siglos desde la creacion del primer medicamento
sintético, los efectos colaterales del uso de estos son cada vez mas visibles en la sociedad.
Existen diversos factores que han llevado a efectos colaterales de los medicamentos

sintéticos.

Posiblemente, el mas relevante es el uso incorrecto e indiscriminado de los medicamentos
sintéticos. El aumento de las redes sociales y la facilidad en la busqueda de informacion de
caracter médico ha hecho que el autodiagndstico sea parte de la vida de las personas. Aunque,
sin duda, el darles nombre a nuestros padecimientos es una ventaja tanto para el paciente
como el médico, los problemas surgen al uso desmedido de éstos. EI caso mas claro, es la

resistencia a los antibioticos, debida fuertemente al uso incorrecto de éstos (41,42).

Otro aspecto que promueve a la fiabilidad de los medicamentos sintéticos es la competencia
de la industria farmacéutica (43). Con el afan de llegar primero al mercado o monopolizar
una molécula se llega al punto de alterar resultados o de omitir evaluaciones en el proceso de
desarrollo del farmaco (44). Esto da como resultado graves problemas en la salud publica,
que no solo perjudican la salud, sino que se trasladan en la confianza de las personas frente
a los medicamentos. El ejemplo mas citado es la catastrofe de la talidomida, que resulté en

una generacion de bebés con malformaciones irreversibles (45).

Algo que también se vincula con la monopolizacion de los farmacos, es el precio desorbitante
de muchos tratamientos, sobre todo en el tratamiento contra el cancer. Por esa razon, no es
de extrafiar que, entre los medicamentos mas caros en el mercado (entre $700,000 a

$1,200,000 ddlares americanos por afio) tienen como fin combatir el cancer (Figura 8) (46).
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Figura 8. Tratamientos relacionados con cancer mas caros en el mercado (2024)

Por ultimo, los medicamentos sintéticos carecen de una evolucion a la par con los organismos
vivos. Resaltando las plantas, es logico relacionarlas como reactores naturales donde sus
compuestos actuan sinérgicamente para su defensa (47). Un fitocompuesto que ejemplifica
la ventaja de los productos naturales frente a los sintéticos respecto a la resistencia de los
medicamentos es la antes mencionada quinina. La quinina toma relevancia nuevamente,
puesto que, los medicamentos sintéticos contra la malaria también han sido afectados por la

resistencia de los medicamentos (37).

De los productos naturales y su incorporacion para el
tratamiento contra el cancer

Vincristina o leurocristina como sulfato de vincristina
(Oncovin®) y Vinblastina como sulfato de vinblastina (Velban®)

proveniente de Catharanthus roseus (1961 y 1963)

El primer metabolito secundario en ser registrado por la FDA como un medicamento contra
el cancer fue la vincristina, extraida de las hojas del Catharanthus roseus (anteriormente
conocido como Vinca rosea). Antes de este suceso, el Catharanthus roseus fue usado por
siglos en diferentes paises por sus propiedades medicinales, asignandola en el tratamiento

contra la diabetes, la malaria y las infecciones bacterianas (48). No obstante, su estudio
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formal no comenzaria hasta el siglo XX a cargo del grupo de trabajo del Profesor Robert
Noble. Noble comenz6 investigaciones para su aplicacion contra la diabetes, pero su
observacion en trabajos in vivo con ratones lo llevd a ver su potencial anticancerigeno
(49,50). No fue hasta 1958 cuando se realizaron estudios en células leucémicas, y
posteriormente con pacientes humanos. Su aprobacion por la FDA tuvo un lapso largo debido
a la complejidad de encontrar el mecanismo de accion, puesto que nunca se habia presentado
un compuesto que atacara el ordenamiento de los microtubulos. Debido a los resultados
obtenidos, en 1963 la FDA lo aprobd como tratamiento para el cancer de leucemia linfocitica

aguda.
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Figura 9. Estructura molecular de la leurocristina (izquierda) y vinblastina (derecha)

Los alcaloides vinca son farmacos que afectan la red de fibras proteicas dentro de las células
(citoesqueleto). Estos alcaloides se anclan a la tubulina, la cual, es un componente basico de
los microtubulos (Figura 10) (51). Dentro del uso mitético, los microtibulos ayudan a la
division celular, por lo que son estructuras fundamentales en las células. Los alcaloides vinca
interrumpen el montaje y desmontaje de los microttbulos, lo que impide que las células se
dividan correctamente (52). Cuando las células se tratan, por ejemplo, con vincristina y
vinplastina, quedan atrapadas en una fase de division celular llamada metafase por medio de
un anclaje en la p-tubulina. Esto hace que sufran un proceso llamado apoptosis 0 muerte
celular programada (53). La vincristina y vinplastina son particularmente eficaces para

detener el crecimiento de las células cancerosas, que se dividen rapidamente.
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Figura 10. Mecanismo de inhibicion de alcaloides vinca en microtubulos. lustracion creada con
Biorender y Chimera usando el cristal 17 TUB (RCSB PDB) (54)

Podofilotoxina como Etoposido y Teniposido proveniente de
genero Podophyllum (1983 y 1990)

El etoposido y teniposido tienen una rica historia en la medicina tradicional. Las
comunidades indigenas, en particular los grupos indigenas americanos, han utilizado
extractos de la planta Podophyllum peltatum con diversos fines medicinales (Figura 11) (55).
Como resultado, estas moléculas ganaron prominencia en la medicina occidental cuando los
cientificos comenzaron a aislar y estudiar sus propiedades quimicas (51). La identificacion
del etoposido y teniposido marc6 un punto de inflexion a mediados del siglo XX cuando los
investigadores reconocieron su potencial como compuesto citotoxico con importantes

implicaciones para el tratamiento del cancer (56).
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Figura 11. Estructura molecular del etiposido (izquierda) y teniposido (derecha)

La podofilotoxina y sus derivados como el etopdsido y el tenipésido son conocidos por su
mecanismo de accion en la lucha contra el cancer. Interfieren con las topoisomerasas del
ADN, que son enzimas que desempefian un papel crucial en la replicacion y reparacion del
ADN (Figura 12) (57). Estas enzimas gestionan los cambios en la estructura del ADN durante
procesos como la replicacion, la transcripcion y la recombinacién, y alivian la tension
torsional generada durante estos procesos mediante la introduccion de roturas transitorias en
las cadenas de ADN (58). Los derivados de podofilotoxina forman un complejo ternario con
el ADN topoisomerasa Il y el ADN. Este complejo estabiliza la escision del ADN mediada
por enzimas, evitando la nueva ligadura de las cadenas de ADN rotas. Al estabilizar el
complejo de escision, los derivados de podofilotoxina inhiben el paso de replicacion del
ADN, lo que lleva a la acumulacion de roturas de doble hebra en el ADN. La acumulacion
de roturas de doble hebra desencadena la detencion del ciclo celular, particularmente en la
fase G2/M, donde se evalla el dafio del ADN antes de la division celular. Esta detencion
permite a la célula reparar el ADN dafiado antes de avanzar en el ciclo celular (59). El
etopdsido y el tenipdsido inducen la apoptosis al alterar la integridad del material genético

de la célula.
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Figura 12. Mecanismo de inhibicion del etoposido y teniposido en la topoisomerasa Il. llustracion
creada con Biorender y Chimera usando el cristal 5ZRF (RCSB PDB) (60,61): a) mecanismo
tradicional, b) mecanismo bloqueado por anclaje del etoposido o teniposido

Paclitaxel (Taxol®) proveniente de Taxus brevifolia (1992)

El taxol, también conocido como Paclitaxel, se descubri6 a principios de la década de 1970
durante un programa de deteccion para encontrar posibles farmacos anticancerigenos de
fuentes naturales (Figura 13) (62). EI compuesto se aislé por primera vez de la corteza del
tejo del Pacifico (Taxus brevifolia). En 1971, investigadores dirigidos por el Dr. Monroe E.
Wall y el Dr. Mansukh C. Wani del Research Triangle Institute (RTI) en Carolina del Norte
dilucidaron la compleja estructura del Taxol, revelando una estructura molecular Unica (63).
El taxol es relevante principalmente por sus potentes propiedades anticancerigenas. Su
mecanismo de accién es parecido al mostrado en los alcaloides vinca, con la diferencia de la
posicion de su sitio activo. No obstante, también actian con una estabilizacion de los
microtUbulos durante la division celular, lo que provoca la detencion del ciclo celular y la

apoptosis (64).
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Figura 13. Estructura molecular del taxol

Con mas detalle, el Taxol se une a las subunidades de B-tubulina presentes en los
microtubulos, que son un componente fundamental del citoesqueleto (Figura 14). Esta union
permite la estabilizacion de los microtibulos evitando su desmontaje, lo que en dltima
instancia interfiere con el uso mitético. Como resultado, se inhibe la segregacion adecuada
de los cromosomas durante la mitosis, lo que lleva a un estado de detencion mitotica (65).
Cuando las células se tratan con Taxol, no pueden pasar de la etapa metafase de la mitosis,
lo que resulta en una parada mitdtica prolongada. EI Taxol activa el punto de control del
ensamblaje del huso, que es un mecanismo de vigilancia celular que garantiza que todos los
cromosomas estén alineados y unidos adecuadamente al huso mitético antes de permitir que
continte la division celular (66). Finalmente, la parada mitotica prolongada causada por
Taxol conduce a la activacion de la apoptosis. Este mecanismo convierte al Taxol en un
aliado en el tratamiento de estadios avanzados de cancer de mama, particularmente en

pacientes que pueden no responder a otros tratamientos (66).
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Figura 14. Mecanismo de inhibicidn del paclitaxel en microtubulos. llustracién creada con Biorender
y Chimera usando el cristal 17 TUB (RCSB PDB) (54)

Mepesuccinato de omacetaxina (Synribo®) como
homoharringtonina proveniente de Cephalotaxus harringtonia
(2012)

El mepesuccinato de omacetaxina, conocido comercialmente como Synribo®, es un derivado
semisintético de un alcaloide natural llamado homoharringtonina (Figura 15). Este
compuesto se aislo originalmente de la corteza del arbol Cephalotaxus harringtonia en la
década de 1960, originario de China (67).

Inicialmente estudiado por su potencial como agente antileucémico, el desarrollo de la
omacetaxina progreso con los afios debido a su mecanismo de accion unico y su eficacia
contra las neoplasias hematoldgicas, especialmente la leucemia mieloide crénica (68).
Obtuvo la aprobacion de la FDA de EE. UU. en 2012 para el tratamiento de pacientes con
leucemia mieloide cronica que se han vuelto resistentes a los inhibidores de la tirosina

quinasa (TKI), la terapia estandar (69).
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Figura 15. Estructura molecular de la hemoharringtonina

La omacetaxina funciona de manera diferente a la mayoria de las terapias tradicionales contra
el cancer. Actlia como un inhibidor de la traduccién de proteinas, especificamente dirigido
al ribosoma (Figura 16) (70). Al unirse a la hendidura del sitio A de la subunidad ribosémica,
la omacetaxina interfiere con la elongaciéon durante la traduccion, impidiendo la sintesis

adecuada de proteinas que son esenciales para la supervivencia de las células cancerosas.

El mepesuccinato de omacetaxina representa un avance importante en el tratamiento del
cancer, en particular para los pacientes con leucemia mieloide crénica resistente a los
farmacos. Su mecanismo de accion unico, que se centra en la sintesis de proteinas en lugar
de la actividad de las cinasas, le permite superar los desafios asociados con la resistencia a
los inhibidores de la tirosina quinasa, lo que ofrece esperanza a los pacientes con opciones

de tratamiento limitadas (71).
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Figura 16. Mecanismo de inhibicién del mepesuccinato de omacetaxina en el ribosoma. Ilustracion
creada con Biorender y Chimera usando el cristal 7TOS (RCSB PDB) (72): a) mecanismo tradicional,
b) mecanismo blogueado por anclaje del mepesuccinato de omacetaxina en el sitio A.

De los productos naturales y su incorporacion en

nanosistemas para el tratamiento contra el cancer

Los metabolitos secundarios, aunque poderosos, pueden presentar inconveniencias
dependiendo de la ruta empleada para su transporte. Por ejemplo, son bien conocidas las
cinco reglas de Lipinski para la ruta oral, y la mayoria de metabolitos secundarios
prometedores violan una o mas de las cinco reglas debido a la complejidad de su estructura
(73). Inclusive, existen inconvenientes al seleccionar otra ruta, debido a las diferentes
barreras que presenta el cuerpo humano. Por esta razon, el encontrar una forma de transportar

estos metabolitos a un sitio especifico, es un desafio para la ciencia (74).

Por todo lo anterior, en la actualidad se han propuesto y se han registrado medicamentos que
combinan con éxito metabolitos secundarios conocidos por su actividad anticancerigena y
nanosistemas, demostrando gque es un camino a seguir para la medicina. Ejemplo de estos

sistemas son el Abraxane y Maegibo.
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Paclitaxel funcionalizado con albumina (Abraxane®) (2012)

Abraxane representa un avance significativo en el uso de nanotecnologia para mejorar la
administracion de medicamentos quimioterapéuticos (Figura 17) (75). Su desarrollo esta
directamente relacionado con la necesidad de superar las limitaciones del paclitaxel en su
forma convencional, que requiere solventes como el cremofor para su disolucion, generando
efectos secundarios severos como reacciones alérgicas y neuropatias. Abraxane fue aprobado
por la FDA en 2012 para el tratamiento del cancer de mama metastésico, y posteriormente
se ampli6 su uso para otros tipos de cancer como el de pancreas y pulmén (76,77).

El mecanismo central de Abraxane se basa en la formacion de nanoparticulas de albumina
(proteina enddgena) y paclitaxel resultando en un nanosistema de 130 nm (aproximadamente
66 kDa) (78). El rol de la albimina es crucial, ya que permite una distribucion eficiente del
paclitaxel en el cuerpo mediante el mecanismo de transcitosis anclandose a la gp60, una
proteina de superficie en las células endoteliales de los vasos sanguineos (79). Esta via de
transporte favorece el paso a través de los vasos sanguineos hacia el microambiente tumoral,
donde el efecto mejorado de permeabilidad y retencidn en tumores permite que Abraxane se
acumule preferentemente en las células cancerosas. A diferencia de las formulaciones
tradicionales de paclitaxel, Abraxane evita el uso de surfactantes toxicos, permitiendo una

mayor dosis terapéutica con menor toxicidad sistémica (80).

—_————
/[' Paclitaxel >

Abraxane®
130 nm O \

Figura 17. Representacion en 3D y composicion del Abraxane. llustracion creada en Chimera usando
el cristal 1AO6 (RCSB PDB)(81)
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Abraxane es un ejemplo sofisticado de cdémo la nanotecnologia puede mejorar la
farmacocinética y farmacodindmica de los agentes quimioterapéuticos, superando las
limitaciones de formulaciones convencionales y dirigiéndose eficientemente al sitio del
tumor mediante mecanismos bioldgicos como la transcitosis mediada por albumina y la

acumulacioén selectiva en el microambiente tumoral.

Vincristina como sulfato de vincristina en liposomas (Marqibo®)
(2012)

Marqgibo, al igual que Abraxane, es un ejemplo innovador de cémo la nanotecnologia puede
optimizar la administracion de farmacos, mejorando su eficacia terapéutica y reduciendo los
efectos secundarios (82). De forma innovadora, en lugar de usar aloimina como vehiculo de
transporte, Margibo utiliza un nanosistema basado en liposomas el cual encapsula el sulfato
de vincristina, lo que le otroga caracteristicas Unicas que favorecen el transporte y la

focalizacion del farmaco en los tejidos.

El liposoma de Maeqibo tiene un didmetro aproximado de 100 nm y estd compuesto
principalmente de esfingomielina y colesterol. Estos componentes lipidicos son
fundamentales para su estabilidad estructural y funcionalidad, ya que ayuda a mantener la

integridad del nanosistema en el torrente sanguineo(83).

El tamafio del liposoma de Maeqibo, alrededor de 100 nm, es ideal para aprovechar el efecto
mejorado de permeabilidad y retencién en los tumores. Los tumores suelen tener una
vasculatura anormal con poros méas grandes que los tejidos sanos, lo que permite que las
nanoparticulas, como los liposomas, se acumulen en el sitio tumoral de manera mas selectiva.
Este proceso reduce la exposicion del farmaco a los tejidos sanos y, por lo tanto, minimiza

los efectos adversos (84).
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Capitulo 3 Metodologia

Eleccion y tratamiento de la planta

Seleccidn de la planta

La seleccion de la planta a evaluar en esta tesis tuvo que cumplir con los siguientes criterios:

e Planta con antecedentes etnobotanicos
e Planta con uso vulgar contra el cancer

e Facil acceso

Preparacion de material

Preparacion del extracto

Se incorporaron 10 g de hojas secas en polvo a 100 ml de agua desionizada. La muestra se
agito a 300 rpm a una temperatura de 60°C durante 1 hora, seguida de un periodo de reposo
a temperatura ambiente durante 12 h. Posteriormente, el extracto se filtr6 mediante papel

Whatman #42 y se almaceno a 4°C.

Preparacion del extracto concentrado

El extracto se depositd en un matraz bola incorporado a un sistema de evaporacion rotatoria
(DLAB Rotavapor RE100-Pro). Los parametros usados para la extraccion de solvente fueron
55°C y 75mbar. EI tiempo de extraccion de todo el solvente fue 1h 15min. Posterior a la

extraccion, el matraz bola con el extracto concentrado fue puesto en desecador por 24h.

Peso del extracto concentrado
El matraz bola usado en la preparacion del extracto concentrado fue pesado antes y después
de la extraccion del solvente por medio de una balanza analitica. La diferencia de peso fue

expresada en peso recolectado/peso de hojas secas usadas para realizar el extracto.

Composicion
El analisis de la composicion del extracto se llevo a cabo comenzando con analisis cualitativo

y finalizando con anélisis cuantitativos.
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Barrido fitoquimico

Para el barrido fitoquimico se usaron diferentes soluciones y procedimientos dependiendo

del metabolito a identificar siguiendo los protocolos de diferentes fuentes (85-87).

Prueba de alcaloides (prueba de Hager): Se afiadieron unas gotas del reactivo de
Hager (&cido picrico) a 2 ml de extracto mezclando fuertemente. La formacion de un

precipitado cristalino de color amarillo indica la presencia de alcaloides.

Terpenoides (prueba de Salkowski): Se afiadieron 2 ml de cloroformo y acido
sulfurico (H2S0s) concentrado a 5 ml de extracto acuoso. Un resultado positivo se indica por

la aparicién de un anillo de color marrén rojizo en la capa inferior de cloroformo.

Saponinas (prueba de espuma): Se agitaron vigorosamente 5 ml de extracto y se

dejaron reposar durante 10 minutos. La presencia de espuma estable indica la existencia de

saponinas en el extracto.

Flavonoides: En dos tubos de ensayo, se afiadieron 2 ml de extracto. Para el blanco, se
afiadieron 2 ml de agua destilada y se agité durante unos segundos. Para la muestra
comparativa, se afiadieron 2 ml de NaOH. La aparicion de un color amarillo indica un

resultado positivo para flavonoides.

Antraquinonas (prueba alcalina): Se afiadié 1 ml de solucién de hidréxido de amonio

diluido a 2 ml de extracto, seguido de la adicién de gotas de &cido sulfarico concentrado

(H2SOs4). La aparicion de un color rosa indica la presencia de antraquinonas.

Carbohidratos (prueba de Benedict): Se afiadieron 2 ml del reactivo de Benedict a 1
ml de extracto y se hirvieron durante 5 minutos. La formacién de un precipitado de color rojo

ladrillo indica la presencia de carbohidratos.

Esteroides: Se afiadieron 2 ml de cloroformo y H.SO4 concentrado a 5 ml de extracto
acuoso. Un resultado positivo se indica por la aparicion de un anillo de color marron rojizo

en la capa inferior de cloroformo.
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Cromatografia

El proceso de separacion de compuestos para su posterior caracterizacion es un proceso largo
y costoso, donde intervienen variables como la parte de la planta, tipo de solvente, cantidad
de materia prima, y método de extraccion. Toda esta complejidad es aplicable para la
separacion por métodos cromatograficos. Por lo que, se establecid una estrategia para
optimizar el proceso de fraccionamiento del extracto, teniendo en cuenta el tiempo, eluente

y otros utensilios de cromatografia de capa fina y de columna (Figura 18) (88,89).
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Figura 18. Estrategia para la optimizacién de estudios de TLCy CC

Cromatografia de capa fina

Con el fin de separar los compuestos en el extracto de la planta se llevé a cabo un estudio de
cromatografia de capa fina (TLC). Para la fase estacionaria, se utilizaron placas de silica gel
(60 F254) sobre bases de aluminio de 10 x 20 cm (MERCK MILLIPORE). Estas placas se

cortaron en rectangulos de 2 x 5 cm para su uso en las pruebas de TLC.

En cuanto a la fase movil, se evaluaron diferentes solventes y combinaciones de ellos, como

se muestra en la Figura 18. Todos los solventes utilizados fueron de grado HPLC
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(FERMONT). La seleccion de la fase movil se realizé considerando la polaridad de los

compuestos a separar, basada en estudios preliminares de cromatografia de capa fina.

Para la preparacion de las placas de TLC, se marcaron las lineas de inicio y terminacion
utilizando un l&piz y regla, dejando un margen de 1 cm en el borde inferior y superior de la
placa. La muestra se aplicé dos veces en cada placa utilizando un tubo capilar para propositos

de comparacion.

La separacion se realiz6 en una cdmara de cromatografia de vidrio, en la cual, se afiadieron
5 ml de fase movil y se tap6 con la intension de saturar la atmosfera de la camara con la fase
movil. Por consiguiente, las placas se introdujeron cuidadosamente con pinzas, manteniendo
la cdmara cerrada para evitar la evaporacion de los solventes. Cuando la fase movil alcanzé
aproximadamente 0.5 cm antes de la marca final, las placas se retiraron y se dejaron secar en

una campana extractora durante 5 minutos para su posterior analisis.

La evaluacion de las placas se realizd mediante técnicas de revelado por luz UV-A, UV-By
una cdmara de yodo. Para la deteccion bajo UV, se utiliz6 una lampara multibanda UV
(UVGL-25 MINERALIGHT UV-254/366 nm). En el caso del revelado con yodo, se colocd
1 g de yodo granulado (reactivo analitico Monterrey) en un recipiente plastico de 500 mL.
En ambos métodos de revelado, los compuestos retenidos fueron marcados con lapiz y se
midio la distancia recorrida por las manchas usando una regla para calcular los factores de
retencion (Rf) mediante la siguiente ecuacion (90).

Distancia del punto respecto al inicio

Rf (entre0y 1)

Distancia de la fase movil respecto al inicio

Las condiciones de las muestras que presentaron un Rf entre 0.2 y 0.8 (0.5, ideal) fueron las

seleccionadas para la cromatografia de columna.

Cromatografia de columna

Con base en los resultados de los factores de retencion obtenidos mediante TLC, se
selecciond la fase mdvil para su uso en la cromatografia en columna. La columna fue
empacada usando gel de silica de alta pureza, con un tamafio de poro promedio de 60 A (53-

73 A) y un mallado de 70-230. Se utilizaron 10 g de gel de silica, los cuales fueron
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impregnados con la fase mavil hasta formar una pasta homogénea. Esta mezcla se depositd

en la columna, asegurando la nivelacion y evitando la formacion de espacios vacios.

Para la preparacion de la muestra, el extracto de Lonicera suspicata var. Jonstonii fue
previamente impregnado con gel de silica, formando una cabeza de columna, que se coloco
cuidadosamente sobre la silica en la columna. Para evitar el desempaquetado durante la
adicion de la fase mdvil, la parte superior de la columna se sell6 con una capa de arena

purificada (Mallinckrodt Chemicals).

La fase movil seleccionada a partir de los ensayos de TLC se afiadié con cuidado mediante
una pipeta, hasta completar aproximadamente un tercio del volumen de la columna.
Posteriormente, se abrid la valvula y se recolectaron las fracciones en tubos de ensayo de
vidrio de 10 mL.

Las fracciones recolectadas se evaluaron nuevamente por cromatografia de capa fina,
agrupandose aquellas que presentaron factores de retencion similares, para su posterior

caracterizacion.

Caracterizacion por FTIR

El extracto concentrado, las fracciones obtenidas por cromatografia de columna, y todas las
sintesis de nanoparticulas fueron caracterizadas mediante espectroscopia infrarroja por
transformada de Fourier (FTIR) utilizando un equipo PerkinElmer Frontier con reflectancia
total atenuada (ATR). El objetivo fue identificar los grupos funcionales presentes en las
muestras y proponer una aproximacion a los metabolitos presentes en la planta y en las

nanoparticulas.

Para la obtencion del espectro del extracto concentrado, se depositd una gota directamente
sobre el cristal del ATR, asegurando una cobertura uniforme para una correcta adquisicion
del espectro. En el caso de las fracciones cromatograficas y las nanoparticulas, las muestras
se concentraron mediante evaporacion al ambiente directamente sobre el ATR, logrando un

depdsito suficiente para el analisis.

El rango espectral seleccionado para todas las mediciones fue de 4000 cm™ a 400 cm™.
Todos los espectros fueron registrados y almacenados en formato .xIsx para su posterior

procesamiento y analisis en OriginPro.
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Caracterizacion por UV-Vis

El extracto acuoso de Lonicera suspicata var. Jonstonii y las nanoparticulas sintetizadas
fueron caracterizadas mediante espectrofotometria UV-Vis utilizando un equipo Shimadzu
UV-2600. El andlisis del extracto acuoso tuvo como objetivo identificar posibles
interacciones moleculares, mientras que para las nanoparticulas se busco determinar el
plasmén de resonancia superficial (SPR) caracteristico de cada muestra, asi como evaluar la

incorporacion de los compuestos activos, ya sea como agentes reductores o estabilizadores.

El barrido se realizd en un rango de 200 nm a 800 nm, con una velocidad de adquisicion de
0.5 nm por punto. Las muestras fueron depositadas en una celda de cristal, utilizando un

volumen de 3 mL para cada medicion tomando como referencia agua desionizada.

Espectrometria de masas acoplado a cromatografia

En base a los resultados de las caracterizaciones anteriores, se selecciond un grupo de
moléculas pertenecientes a los compuestos fendlicos y se prosiguid a determinar su presencia
y concentracion mediante el uso de cromatografia liquida de alta eficacia acoplada a
espectrometria de masas en tindem (UHPLC-MS/MS). El equipo utilizado fue un Sciex 3200
QTRAP LC/MS/MS System con Agilent 1200 HPLC. El tratamiento de todos los datos fue

realizado en el software Analyst.

Preparacion de estandares

La preparacion inicial de las soluciones estandares consistié en la preparacion de una
solucion madre mixta de 10 ppm que contenida kaempferol, luteolina, rutina, &cido salicilico
y escopoletina. Esta solucion madre mixta fue diluida usando una mezcla de metanol al 20
% vy &cido aceético al 1 % v/v, hasta alcanzar un volumen final de 1000 pL para obtener una
de dilucion de 800 ppb.

Posteriormente, se realizaron diluciones seriadas a partir del estandar de la dilucion de 800
ppb, para obtener un rango de concentraciones que incluyd: 800, 400, 200, 100, 50, 25, 12.5,
6.25, 3.125, 1.56, 0.78, 0.39 y 0.19 ppb. En cada paso de la dilucion se mezclaron las
soluciones adecuadamente por medio de un vortex para garantizar la homogeneidad en las

concentraciones.
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Ademas, se prepararon soluciones estandares individuales a 500 ppb para los cinco
compuestos antes mencionados con el objetivo de determinar sus tiempos de retencion

individuales que funcionaran como referencia para el anélisis cromatografico.

Extraccidn por ultrasonicador

Para este estudio, se emple0 el polvo de hojas secas de Lonicera suspicata var. Jonstonii
usadas en la caracterizacion anterior. Inicialmente, se pesaron cuidadosamente 25 mg del
material de muestra y se registrd el peso exacto. La muestra fue transferida a un tubo
Eppendorf de 2 ml, al cual se le afiadid 1 ml de solvente de extraccion, compuesto por 80 %

de metanol y 1 % de &cido acético.

Los tubos se colocaron en una rejilla flotante de espuma y se sumergieron en un bafio
ultrasénico a temperatura ambiente durante 45 minutos. Tras la sonicacion, los tubos fueron
centrifugados a 4000 rpm durante 10 minutos a 20 °C. El sobrenadante resultante fue

recolectado cuidadosamente en un vial &mbar de 12 ml.

El precipitado en el tubo Eppendorf se resuspendié con 1 ml adicional del mismo solvente
de extraccion y se sometio a una segunda ronda de extraccion por ultrasonido bajo las mismas
condiciones de sonicacion (45 minutos) y centrifugado (4000 rpm por 10 minutos a 20 °C).
Los sobrenadantes de ambas extracciones fueron combinados en el mismo vial ambar de 12
ml y almacenados a -18 °C hasta su posterior analisis. Este procedimiento se realizé en cuatro

réplicas por cada grupo experimental para asegurar la reproducibilidad de los resultados.

Optimizacion de cromatografia liquida

Para la optimizacion de las condiciones de cromatografia liquida, se evaluaron de manera
sistematica varios parametros criticos para mejorar la separacion y la reproducibilidad de las
muestras como son el tipo de columna, la composicion de la fase movil, y el tiempo de la
corrida. La selectividad de la columna se explordé mediante la prueba de fases estacionarias
con diferentes quimicas, como C18 y F5, buscando la mejor separacién posible entre los
compuestos de interés, la cual resultd en la seleccion de una columna C18 gemini

(Phenomenex).

La composicion de la fase movil fue ajustada mediante la evaluacion de diferentes solventes

organicos, principalmente acetonitrilo y metanol, con el objetivo de mejorar tanto la

43



selectividad como la forma de los picos cromatograficos. Asimismo, se seleccionaron
diferentes tampones, incluyendo éacidos acético y formico, con el fin de mantener un pH
estable y optimizar las formas de los picos. Estos tampones se probaron para evaluar sus

efectos sobre la retencion y la reproducibilidad de las muestras.

La optimizacién del gradiente consistié en ajustar la pendiente del mismo, variando el
porcentaje de la fase mdvil en intervalos regulares para lograr una separacion completa de
los compuestos, al mismo tiempo que se minimizaba el tiempo total de analisis. Se realizaron
ajustes a la velocidad de flujo, balanceando la resolucion y el tiempo de ejecucion sin exceder

los limites de presion del sistema.

El volumen de inyeccion también fue optimizado al evaluar diferentes volumenes para
maximizar la sensibilidad analitica sin comprometer la integridad de los picos
cromatograficos. Finalmente, el método optimizado fue validado mediante inyecciones
repetidas, lo que permitié confirmar la consistencia del rendimiento y la reproducibilidad del

sistema.

Optimizacion manual y automatica del MS/MS

Para la optimizacion manual, se utiliz6 una jeringa con una solucion estandar de 500 ppb del
estandar individual de las cinco moléculas. El proceso de optimizacion comenz6 con el
escaneo en modo Q1 para identificar posibles picos correspondientes al ion precursor. En
esta etapa, se seleccionaron el modo de ionizacién y la duracion del escaneo. El rango de
escaneo se ajustd para cubrir completamente el peso molecular del compuesto de interés.

Para mejorar la intensidad de la sefial, se habilit6 la opcion MCA (Analizador Multicanal).

Los picos mas intensos, cercanos a la masa teérica del compuesto, fueron seleccionados como
el ion precursor. Posteriormente, se realizé un estudio de diferentes tipos de escaneo (Product
ion, Q3, MS2, y MSM) con la finalidad de obtener los iones precursores. Tras la
identificacion de los iones precursores y producto, se transfirid la muestra a un vial de vidrio
y se ajustd la configuracion del software para la optimizacion del analisis en modo FIA

(Analisis de Inyeccién de Flujo) MS acoplado a HPLC.

Durante la optimizacion del FIA, varios pardmetros fueron ajustados para mejorar la

deteccidn y la fragmentacion de los iones. Los parametros optimizados fueron el potencial

44



de desagrupamiento (DP), el potencial de Entrada (EP), el potencial de salida de la celda de
colision (CXP), el potencial de la celda de colision (CP), la energia de colision (CE), y el
potencial de salida de la colision (CEP).

Cada parametro fue ajustado de manera iterativa, monitorizando cuidadosamente sus efectos
sobre la intensidad de la sefial y la calidad de los picos cromatogréficos, asegurando asi las

condiciones dptimas para una deteccion de MS precisa y sensible.

Puesta en marcha del UHPLC-MS/MS

Las muestras diluidas (diluidas cuatro veces con agua Milli-Q) y las soluciones estandar
preparadas se introdujeron en el sistema HPLC-MS/MS. Se configuraron un método de
adquisicién y un lote mediante el software Analyst. Para cada muestra, se monitorearon dos
iones: uno utilizado como cuantificador y el otro como calificador, de acuerdo a la molécula

para asegurar la precision y la confirmacion de la identidad del compuesto.

Antes del anélisis de las muestras, la columna cromatogréfica fue equilibrada durante 10
minutos, con el fin de estabilizar el sistema y garantizar la reproducibilidad de los tiempos
de retencion. Como medida de control de calidad, se inyectd un estandar de 0.25 ppb al inicio,
a la mitad y al final del ciclo analitico, permitiendo el monitoreo continuo del rendimiento

del sistema.

Primero se analizaron soluciones estandar mixtas a concentraciones intermedias (3.125, 6.25
y 12.5 ppb) para detectar posibles errores del sistema después del equilibrio, seguidas del
analisis de los estandares restantes en orden ascendente de concentracién, desde 0.19 ppb
hasta 100 ppb.

Andlisis de datos y cuantificacion

La cuantificacion de las muestras se realiz6 utilizando el método de cuantificacion y las
herramientas del asistente del software Analyst. La integracién de los picos cromatogréaficos
se llevo a cabo de manera cuidadosa para asegurar la correcta identificacion de los picos
correspondientes a cada muestra y para minimizar el impacto del ruido de fondo en los

resultados.

La calibracion se realizd utilizando un ajuste cuadratico con ponderacion 1/x, empleando el

area de los picos como parametro de regresion. Este enfoque permitié generar una curva de
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calibracion robusta y precisa, garantizando una cuantificacion fiable incluso en

concentraciones bajas de las muestras.

Farmacologica de red

Para explicar las vias y mecanismos de accion de los compuestos identificados por UHPLC-
MS/MS, se propuso un estudio de farmacologia en red siguiendo el protocolo mostrado en la

Figura 19.
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Figura 19. Flujo para protocolo de farmacologia en red

Moléculas-objetivos relacionados con el osteosarcoma

La obtencién de objetivos (genes) con gran afinidad con las moléculas identificadas se llevd

a cabo mediante un exhaustivo analisis en base de datos genética de diferentes fuentes.

e Swiss Target Prediction (91)(acceso: 23 de octubre de 2024)
e STITCH (92)(acceso: 23 de octubre de 2024)

e SUPER PRED (93)(acceso: 23 de octubre de 2024)

e BATMAN (94)(acceso: 23 de octubre de 2024)

Los criterios de filtrado y seleccion fueron los siguientes:

e Nombre de la molécula: kampferol, luteolina, rutina, acido salicilico y escopoletina
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e Organismo: Homo sapiens

e Confianza: p<0.05

Identificacion de genes sobre expresados en el osteosarcoma

Los genes sobre expresados en el osteosarcoma se identificaron mediante un analisis de la

base de datos genética de las siguientes fuentes.

o GEPIA (95)(acceso: 23 de octubre de 2024)

e GeneCards ® (96)(acceso: 23 de octubre de 2024)

e DISGENET (97)(acceso: 23 de octubre de 2024)

e OMIM (https://omim.org/; acceso: 23 de octubre de 2024)
e PHARMGKB (98) (acceso: 23 de octubre de 2024)

Los criterios de filtrado fueron los siguientes:

e Nombre del cancer: osteosarcoma
e Tipo de genes: sobre expresados

e Confianza: p<0.05

Construccion y analisis de la red de interaccion proteina-proteina

La lista de genes recogidos de los estudios “molécula-objetivos” y “genes sobre expresados”
fueron relacionados mediante el uso de un diagrama de Venn (acceso: 23 de octubre 2024;

https://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/\VVenn/), seleccionando los genes en comdn.

Estos genes se evaluaron en la base de datos de STRING (99)(acceso: 23 de octubre de 2024)
con la intension de investigar los posibles objetivos terapéuticos para el osteosarcoma
generando una red de interaccion proteina-proteina. La red utilizé lo siguientes criterios para

su evaluacion:

e Especie: Homo sapiens

e Confianza: p<0.05

Una vez creada la red de interaccion proteina-proteina, ésta se estudié y orden6 mediante el
software Cytoscape 3.10.2 (100) para obtener los parametros topolégicos de cada nodo como

son la centralidad de intermediacion y la centralidad de cercania. En base a estos parametros
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se llevo a cabo la agrupacion de mddulos de regiones altamente conectadas dentro de la red,

resaltando los 10 genes centrales.

Enriquecimiento funcional y analisis de vias

Los genes centrales se evaluaron mediante analisis de enriquecimiento de Gene Ontology
(GO) y Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) a través de la base de datos de
ShinyGO v0.741(101) resaltando los procesos bioldgicos, funciones moleculares vy
componentes celulares. Los criterios de filtrado fueron:

Especie: Homo sapiens
Confianza: 0.05

NUmero de rutas a mostrar: 10 para GO y 20 para KEGG

Acoplamiento molecular

Preparacion del ligando

Los ligandos utilizados para el estudio de acoplamiento molecular fueron las cinco moléculas
determinadas por UHPLC-MS/MS. La estructura 3D de estas moléculas se descargaron de
PubChem en formato SDF. La molécula se optimizé utilizando el programa Avogadro (102),
eligiendo la herramienta Auto Optimization Tool, el campo de fuerza MMFF94s, cuatro
pasos por actualizacion y el algoritmo Gradient Descent. La estructura optimizada se guardd

en formato mol2 para evitar problemas de coordenadas.

Los ligandos se prepararon en el software AutoDockTools (103), siguiendo el protocolo
propuesto por Rivzi et al (104). Brevemente, se calcularon las cargas de Gasteiger, se
selecciond y detectd la raiz en el &rbol de torsion y se definieron las torsiones. Finalmente,
los ligandos se guardaron en formato pdbqt.

Preparacion del receptor
Para evaluar el potencial inhibitorio de las cinco moléculas, se utilizaron diferentes
estrategias de acuerdo a los genes centrales obtenidos de la farmacologia en red basadas en

los sitios activos de cada proteina.
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Los cristales se obtuvieron de la pagina web del RCSB Protein Data Bank (RCSB PDB). En
la Tabla 1 se describe cada cristal para cada variante. En todos los casos, el criterio de
seleccion se llevd a cabo mediante la resolucion de los cristales, donde se priorizan que tienen
definicion menor a 5.0 A (105). Todos los cristales se guardaron en formato PDB para

posteriores estudios in silico.

La preparacion de las macromoléculas se llevo a cabo en el software AutoDockTools 1.5.6
siguiendo el protocolo propuesto por Rizvi et al (104). Brevemente, se agregaron todos los
hidrogenos, se afiadieron las cargas Kollman, se eliminaron las moléculas de agua y se

guardaron en formato pdbqt.

Tabla 1. Nomenclatura y caracteristicas estructurales de proteinas usadas en estudios de farmacologia
en red y acoplamiento molecular

Resolucion
Proteina Cristal (A) Obtencion Referencias
TP53 8F2I 5.0 Cryo-EM (106)
AKT1 4EKK 2.8 XRD (107)
EGFR 2GS2 2.8 XRD (108)

Interacciones y energia de enlace

Los resultados del acoplamiento molecular se evaluaron en AutoDockTools. El cuadro de la
cuadricula para el acoplamiento molecular dependi6 de los genes centrales obtenidos por la
farmacologia en red. Un resumen de las coordenadas del cuadro de cuadricula se muestra en
la Tabla 2. Finalmente, para el acoplamiento, se realiz6 GA(4.2) lamarckiano.

Tabla 2. Tamafio del cuadro de la caja para el estudio de acoplamiento molecular

Proteina Puntos Coordenadas
%y, 2) %y, 2)

AKT1 126, 126, 126 65.862, 3.978, 23.369

EGFR 126, 126, 126 58.686, 8.531, -25.356

TP53 126, 126, 126 43.312,43.172, 41.872
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La energia libre de enlace se calculd realizando cada estudio por triplicado en el programa
AutoDockTools. La interaccion con la energia libre méas baja se selecciond de las
conformaciones de acoplamiento (10 conformaciones). Se utilizaron LigPlot+, Chimera y
BIOVIA Discovery Studio Visualizer para dilucidar las interacciones y los residuos en 2D y
3D.

Nanosistema

Sintesis de nanosistemas

Para demostrar la funcion del extracto concentrado en la sintesis de nanoparticulas, se utilizé
un método quimico y verde. El procedimiento para la obtencidon de NPs vari6 dependiendo
el precursor utilizado, pero manteniendo como constantes la concentracion del precursor (5

mM), estabilizador (20 ul, extracto concentrado), la temperatura (24°C), y agitacion (300

rpm).

BuUsqueda de estudios de nanosistemas inorganicos en cancer

Como un criterio para seleccion de la nanoparticula a utilizar para los estudios in vitro se
elabord una revision de la base de datos en ScienceDirect, donde el criterio se basa en la
cantidad de publicaciones totales, ademas de su justificacién como transporte. La busqueda
Boleana fue llevada a cabo usando la combinacion de “palabras clave primaras y secundarios

o terciarias como se muestra en los siguientes puntos:

e Palabra clave primaria: Elemento u éxido
e Palabra clave secundaria: Nanoparticula

e Palabra clave terciaria: Tratamiento contra el cancer

La busqueda fue elaborada usando criterios de exclusion. El criterio de exclusion fue el

siguiente:

e Busqueda: Titulo, Resumen y Palabras clave

e Afio: de 2000 a 2023

e Avrea de estudio: Ingenieria quimica, Ciencia de los Materiales, Medicina
e Tipo de documento: Articulo, Capitulo, y Review

e Tipo de fuente: Revista
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e Idioma: inglés

Evaluacion biologica

Ensayo de scratch

Para el ensayo de raspado in vitro, las células de osteosarcoma MG-63 se cultivaron en medio
Eagle modificado de Dulbecco (DMEM) suplementado con 10% de suero bovino fetal (FBS)
y se incubaron en placas de 6 pocillos a 37 °C en una atmésfera de 5% de CO: hasta alcanzar
una confluencia del 90-100% (109). Se realiz6 un raspado en la monocapa utilizando una
punta de pipeta estéril de 200 pL, asegurando una presion uniforme. Las células se lavaron
con PBS para eliminar los residuos, seguido de la adicion de DMEM sin suero para minimizar
la proliferacion. Las imagenes del raspado se capturaron a las 0 horas y posteriormente a las

24,48, 72, 96 y 120 horas utilizando un microscopio invertido.

Morfologia

Para la caracterizacion de la morfologia celular mediante SEM, las células MG-63 se fijaron
en cubreobjetos de vidrio y se mantuvieron durante 24 horas en una incubadora humidificada
a 37 °C con 5% de CO.. Después de las 24 horas, las celulas se fijaron utilizando
glutaraldehido al 2.5 % en solucién salina tamponada con fosfato (PBS) durante 30 minutos
a temperatura ambiente. Por consiguiente, las muestras se lavaron tres veces con PBS y se
fijaron posteriormente dejandolas en el desecador por 24 horas. Después de la fijacion, las
celulas se deshidrataron mediante una serie bafios con etanol (30 %, 50 %, 70 %, 90 %y 100
%; v/v), con un tiempo 10 minutos en cada bafio. Una vez secas, las muestras se fijaron en

un portaobjetos de SEM utilizando cinta de carbono.

La obtencidn de imagenes se realiz6 con un SEM (Tescan-Lyra3) a un voltaje de aceleracion
de 15 kV y distancia de trabajo de 9 mm para visualizar la morfologia de la superficie de las

células fijadas.
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Capitulo 4 Resultados y discusion

Informacion de la planta

En el estado de Baja California, especialmente en el municipio de Ensenada, existe una planta
que ha disparado su fama en los Gltimos afios por las propiedades medicinales que se le
atribuyen. Conocida cominmente como moronel, esta planta es facil de encontrar en los
municipios de Baja California, ya sea en forma de infusiones o concentrados, disponibles en
una amplia variedad de presentaciones, desde pequefios goteros hasta envases de varios litros.
También es comun ver a la venta la planta recién cortada o seca, representando un gran

peligro para la biodiversidad de la region.

Si nos remitimos a los antecedentes historicos, esta planta era de importancia para los pueblos
indigenas de la region, especialmente para los Kumiai. De acuerdo a Wilken-Robertson, los
Kumiais nombraron a esta planta “KUAK UYULH” que tendria como traduccion “el venado
juega ahi con sus astas” puesto que, de acuerdo a los Kumiai, los venados se valian del
arbusto del moronel para remover el terciopelo de sus astas (110). Seguramente, refiriéndose
a los venados Bura (Odocoileus hemionus). También, si observamos y tocamos las hojas,
notaremos que tienen una textura aterciopelada, haciendo referencia a la cornamenta del

venado.

En el pasado, los Kumiai utilizaban el moronel para diversos padecimientos, especialmente
la fiebre. A diferencia de las aplicaciones que se buscaban en la antigiiedad, actualmente el
moronel se le atribuyen propiedades para el tratamiento de enfermedades mas complejas,

como son la diabetes y el cancer.

Por estos antecedentes etnobotéanicos, la demanda actual, y el peligro que esta corriendo la
planta, se ha decidido englobar esta tesis para su causa. Y, a su vez, estandarizar un protocolo

de analisis y caracterizacion para proximas plantas.

Identificacion botanica

La recoleccién de hojas y su estudio quimico se ha realizado por una planta que se ha

ambientado en el invernadero del Instituto de Ingenieria de la Universidad Auténoma de Baja
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California. Esta planta desde su llegada se le ha llamado moronel, pero fue necesario la
aplicacion de protocolos boténicos para confirmar si se trataba de la planta con historia
etnobotanica.

De manera vulgar, la planta se le han asignado diferentes nombres, los més usados son
moronel, madreselva o planta de la vida. Desafortunadamente, si nos guiamos Unicamente
por el nombre mas usado (moronel), la identificacion botanica no es clara y la credibilidad
se ve reducida con la modalidad mas comun de encontrar, que son los troncos. La Unica
referencia clara para su identificacion rapida es proporcionada por Wilken-Robertson, el cual

la identifica como Lonicera subspicata var. denudata (110).

Es conocido que el género Lonicera es amplio y se extiende en la region donde fue obtenida
la planta (Ensenada, Baja California, México). Entre las especies que se encuentran en
California y Baja California son L. hispidula, L. interrdpta, L. involucrata, L. japonica, y L.

suspicata, por lo que fue imprescindible confirmar de qué planta se trataba (111).

La descripcion de la planta se llevd a cabo comparando las descripciones de los libros “A
Flora of Southern California” y “The Jepson Manual Vascular Plants of California” como se
ha descrito en el Capitulo de Metodologia (111,112). Los resultados de la caracterizacion

morfoldgica son mostrados en la Tabla 3.

Tabla 3. Resultados morfoldgicos de la planta bajo estudio

Caracteristicas Descripcion

Hébito Gen entrelazado o reclinado sobre arbustos,
9-24dm, forraje glabro a puberulento

Hoja

Forma Eliptica ancha a redonda

Tamafio <2cm mas larga que ancha

Inflorescencia Espiga, larga, interrumpida, glandular-
pilosa

Flores

Tamario 8-12mm

Color Amarillo palido
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Otros Peluda, con estambres, 2 labios y estigma
ejercido

Fruta

Tamano 8mm

Color Amarilla o roja

Distribucion California y Baja California (Chaparral;
<1800m)

De acuerdo a las caracteristicas morfoldgicas y distribucion, el nombre cientifico del moronel

es Lonicera subspicata var Johnstonii (Figura 20).

Reino: vegetal

Filo: traqueofitas

Clase: dipsacales

Orden: dispsacales
Familia: caprofoliaceas
Género: lonicera

Especie: lonicera subspicata
Variante: johnstonii
Nombre comun: Moronel o
chaparral honeysuckle

Figura 20. llustracion botanica y taxonomia de Lonicera suspicata var. denudata, var. subspicata y
var. Jhonstonii
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Extraccion

Con la identificacion de la planta, se prosiguio al estudio quimico de sus compuestos. Como
se explico con anterioridad, se utilizan todas las partes del arbusto en forma de infusiones.
Por las condiciones particulares del invernadero, no fue posible el estudio de las flores y el
fruto, por lo que se opto por el estudio de las hojas. De igual manera, se ha comprobado que,
la composicion quimica de las diferentes partes del género Lonicera es similar, encontrandose

mayor cantidad en las hojas.

En base al protocolo establecido en la metodologia, la muestra final es un extracto
concentrado. Con la repeticion por triplicado del extracto concentrado se obtuvo que la

obtencion de extracto concentrado por 100g de hojas es 2.71 £ 0.56 g.

Barrido fitoquimico

El barrido fitoquimico ofrece los primeros indicios sobre los compuestos presentes en
Lonicera subspicata var johnstonii. La Tabla 4 muestra que el extracto acuoso de las hojas
es rico en diversos metabolitos, incluidos alcaloides, compuestos fenolicos, terpenoides, y
saponinas. Sin embargo, algunos ensayos arrojaron resultados negativos debido a que se
enfocan en compuestos muy especificos, como las quininas y antraquinonas, o en sustancias
tipicas de plantas con colores llamativos, como las antocianinas. Estas caracteristicas no estan

presentes en la planta bajo estudio.

En el caso de los alcaloides, si bien, es un grupo de metabolitos secundarios mas importantes
en las plantas, no es usual encontrarlo en el género Lonicera. Yu et al. (113) encontrd 3
alcaloides en una extraccién etanolica de las hojas de Lonicera japonica bajo los nombres de
(5R,  6R)-5-(1,2-dihydroxyethyl)-[3,3'-bioxazolidine]-2,2’-dione,  (5S,  6R)-5-(1,2-
dihydroxyethyl)-[3,3'-bioxazolidine]-2,2'-dione, y (2S)-6-(hydroxymethyl)pyridin-3-yl 2,3-
dihydroxypropanoate. Por su parte, Khan et al. (114) encontraron dos alcaloides de
furucarbazol por medio de una fraccion de acetato de etilo proveniente de las hojas de

Lonicera quinquelocularis.

En el caso de los compuestos fendlicos, estd demostrado que es el grupo de los metabolitos

secundarios con mayor riqueza en el género Lonicera (115). En la actualidad, hay diversos
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estudios que han identificado y cuantificado una amplia variedad de compuestos fendlicos

como son falvonoides, flavonas, flavonoles, flavononas, isoflavonas, y biflavonoides.

Tabla 4. Ensayo y resultados del barrido fitoquimico

Metabolitos Ensayo Extracto acuoso
Wagner -
Alcaloides Hager +
Acido tanico +
NaOH -
Flavonoides H2SO4 +
NHsOH +
Saponinas Froth +
Fenoles Brayer +
Taninos FeCls +
Esteroides Salkowski -
Antraquinonas Borntrager -
Glucésidos cardiacos Keller-Killani +
) NaOH -
Quinona oCi -
Antocianinas Antocianinas -
Carbohidratos Benedict +

De igual manera, los terpenoides, terpenos y sesquiterpenos se encuentran en abundancia en

el género Lonicera, por lo que, su resultado en el barrido fitoquimico era esperado (116).

Las saponinas son metabolitos secundarios complejos, siendo glucésidos de esteroides o
glucésidos de triterpenoides. Corroborando lo obtenido en el barrido fitoquimico, las

saponinas identificadas en el género Lonicera han sido de triterpenoides (117,118).
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Cromatografia

Con afan de precisar los metabolitos secundarios presentes en el extracto acuoso del moronel,
se realizaron estudios de cromatografia de capa fina y cromatografia de columna. Las

fracciones obtenidas se analizaron por FTIR.

Cromatografia de capa fina

Como se menciond en el Capitulo I, la estrategia en la separacion cromatogréfica consistid
en realizar mezclas de solventes partiendo de los no polares a los polares. Como se observa
en la Tabla 5, en total se usaron 6 eluentes, los cuales, a partir del eluente 2 se observaron
separacion de compuestos observables bajo la luz UV-B y la camara de yodo. No obstante,
la posicion de los compuestos separados no fue 6ptima. La separacion se logré mejorar con
el uso de una fase movil completamente polar (fase movil 7), obteniéndose 3 compuestos con
factor de retencion 0.32, 0.5, 0.82.

La separacion de los compuestos basada en el factor de retencion, la fase mévil utilizada y la
técnica de revelado permite acotar los fitocompuestos que podrian estar involucrados en la
posterior sintesis del nanosistema y evaluacion bioldgica. Bajo luz UV-A y UV-B, se pueden
observar claramente metabolitos secundarios arométicos, como las cumarinas y los
estilbenos (119). Al utilizar la camara de yodo, se revela un amplio espectro de metabolitos
secundarios que contienen grupos funcionales como alquenos, fenoles y carboxilos, lo que

facilita la identificacion de compuestos clave en el proceso.

Tabla 5. Registro y resultados del estudio de TLC

UV-A uv-B Yodo
Fase movil 1
No se observa No se observa No se observa
separacion separacion separacion
Eluente en 1:1
DCM/EtOAc
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Fase movil 2

Rf,=0.34 I Rf,=0.34
$ RE=0.085 $ RE-0.085
No se observa
separacion 2 puntos 2 puntos
Eluente en 9:1
DCM/MeOH
Fase movil 3
Rf;=0.21 Rf=0.21 Rf=021
I I 3 RE=0.12 I 3 RE=0.12
1 punto 2 puntos 2 puntos
Eluente en 9:1
EtOAc/MeOH
Fase mavil 4
Rf;=0.62 Rf,=0.62 Rf,=0.62
RE,=0.34 Rf,=0.34 RE,=0.34
I : Rf;=0.22 I 4 RE=0.22 I . Rf;=0.22
3 puntos 3 puntos 3 puntos
Eluente en 5:1
DCM/MeOH
Fase movil 5
RE=0.29 RE=0.29 Rf;=0.29
I ! RE-020 I ! RE-020 I 1 RE=020
2 puntos 2 puntos 2 puntos

Eluente en 5:1
EtOH/MeOH
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Fase movil 6
Rf,=0.80 Rf,=0.80 Rf,=0.80
Rf,=0.42 Rf,=0.42 RE,=0.42
I I R;=0.28 I I Rf;=0.28 I I Rf,=0.28
N - o
Eluente en 4:1 3 puntos 3 puntos 3 puntos
DCM/MeOH
Fase movil 7
Rf,=0.82 Rf,=0.82
Rf;~0.50 R£,=0.50 Rf,=0.50
I I Rf;=0.30 I I Rf;=0.30 I I RE:=0.30
3 punt 2 punt 3
Eluente en 4:1 > puntos puntos 3 puntos
EtOAc/MeOH

Cromatografia de columna

La optimizacién y la correcta separacion en la cromatografia de capa fina fueron

fundamentales para la implementacion exitosa de la cromatografia de columna. El objetivo

del fraccionamiento del extracto es obtener la cantidad suficiente de cada fraccion para su

posterior caracterizacion mediante FTIR.

El fraccionamiento de compuestos durd un total de 3h. En estas tres horas, se recuperaron 22

tubos con un contenido aproximado de 10ml. Cada tubo fue evaluado por cromatografia de

capa fina para juntar los tubos que tuvieran mismo factor de retencion. De los 22 tubos

iniciales se obtuvieron 4 muestras, siendo los tubos mezclados los siguientes:

e Mezcla 1: tubos del 4 al 6

e Mezcla 2: tubos del 8 al 10
e Mezcla 3: tubos del 11 al 13
e Mezcla 4: tubos del 14-22
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Con los tubos mezclados, se prosiguio con la caracterizacion por FTIR. Los espectros FTIR

para cada una de las muestras son mostrados en la Figura 21.

3h

Figura 21. Proceso de obtencion de fracciones por CC

Caracterizacion de las fracciones

El andlisis FTIR del extracto de la planta y sus fracciones revela informacion clave sobre los
grupos funcionales presentes en cada uno, por ende, los metabolitos presentes en la fraccion.
En general, los grupos funcionales y la huella digital muestran que las fracciones son
parecidas, solo visible la diferencia con un analisis detallado a cada banda (Tabla 6 y Figura
22 a-e).

Las bandas de estiramiento O-H (3200-3400 cm™) presentes en todas las muestras sugiere
una cantidad significativa de compuestos que contienen hidroxilo, como fenoles, alcoholes o
acidos carboxilicos. Esto es consistente con los andlisis de composicion de las plantas del

género Lonicera, que a menudo contienen compuestos fendlicos (120).

Las bandas de estiramiento C-H alrededor de 2930—2850 cm ! tanto en el extracto de la planta
como en las fracciones indican la presencia de hidrocarburos alifaticos, como terpenos,
terpenoides y saponinas. Compuestos antes identificados en la planta debido al barrido
fitoquimico del extracto (117,118).
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La aparicion de fuertes bandas de estiramiento C=0 (1700-1680 cm™) en las fracciones 4-
6, 8-10y 11-13 sugiere la presencia de compuestos que contienen carbonilo, como aldehidos,
cetonas, ésteres o &cidos carboxilicos, complementando las bandas de estiramiento O-H.

Las bandas de estiramiento C=C alrededor de 1600 cm™ en el extracto de la planta y las
fracciones sugieren la presencia de anillos arométicos, que podrian ser indicativo de
compuestos polifenolicos como flavonoides (121). Estos compuestos son conocidos por sus
propiedades antioxidantes y sus posibles beneficios terapéuticos, en consonancia con los usos

medicinales tradicionales de las plantas del género Lonicera (122).

La presencia de bandas de estiramiento de C-O (1200-1000 cm™) en todas las fracciones,
particularmente en el extracto de la planta y las fracciones 4-6 y 8-10, sugiere la presencia de

alcoholes, éteres o carbohidratos de estiramiento C=0.

Tabla 6. Bandas y asignaciones de espectros por FTIR de las fracciones obtenidas por CC

Extracto | F4-6 | F8-10 | F11-13 | F 14-22

Asignacion
cm-1 cm-1 cm-1 cm-1 cm-1

v(O-H); alcohols, fenoles, y &cidos
3288 3400 3302 3272 3294

carboxilicos
2932 2924 2926 2930 2932 vs(C-H); alcanos
2874 2856 2874 2874 - vas(C-H); grupos metilo

v(C=0); aldehidos, cetonas, ésteres o
- 1714 | 1684 | 1680 - _ _
acidos carboxilicos

1604 - 1614 1610 1606 v(C=C); anillos aromaéticos o alquenos
- 1456 - - - 8(C-H); hidrocarburos alifaticos
1388 1374 1404 1406 1398 6(C-H); grupos metilo
v(C-0); ésteres, éteres o acidos
1270 - 1280 1264 - .
carboxilicos
1028 1072 1044 1038 1070 v(C-0); carbohidratos o éteres

En resumen, los espectros FTIR indican que el extracto de la planta contiene una amplia
gama de grupos funcionales, incluidos hidroxilo, carbonilo y compuestos aromaticos, que los
vuelven potenciales en la sintesis de nanosistemas y en actividades bioldgicas. Las fracciones

muestran ciertas variaciones en la intensidad de estos grupos funcionales, lo que sugiere
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diferencias en su composicion quimica, siendo algunas fracciones mas ricas en compuestos
carboxilicos (en fracciones 4-6 y 8-10), mientras que otras muestran un mayor contenido
aromatico o de hidroxilo (en fracciones 11-13 y 14-22).

100
100 Extracto

~— Fraccion 4-6

concentrado
904 ;
80+ w\/‘\ ’ |
| I\
80 | YL \

£ 9 E |
X X |
404 60
= wC-H) 3(C-1) 50 V(C-H) S(C-H)
20 v(O-H) v(C=C) 5(C-0) v(0-H) wC=C) v(C-0)
T T T T T T T 40 T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500 4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
cm-1 cm-1
a) b)
100 Fraccion 8-10 100 4 Fraccién 11-13
80 80
= 60 = 0
=3
X S
404 40
i wC-H) ) 5(C-H) 204 WC-H) e
v(O-H) v(C=C) w(C-0) v(O-H) wC=C) wC-0)
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500 4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
cm-1 cm-1
c) d)
100 4 Fraccion 14-22
804
= 604
=]
=
40
20 v(C-H) 8(C-H)
= WO-H) WC-C)  WC0)

T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

cm-1

e)

Figura 22. Espectros por FTIR de las fracciones obtenidas por CC: a) extracto concentrado; b)
fraccion 4-6; c) fraccion 8-10; d) fraccion 11-13; e) fraccion 14-22
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UHPLC-MS/MS

En base a los resultados de barrido fitoquimico, cromatografia de capa fina, cromatografia
de columna, y FTIR se demostré que el moronel es rico principalmente en compuestos

fenolicos. Por lo que, se priorizo la identificacion y cuantificacion de éstos.

El uso del UHPLC-MS/MS estuvo limitado a un namero de muestras fijo, el tiempo del uso
del equipo y la disponibilidad de estandares en el laboratorio. Por lo que, se decidio enfocarse
en compuestos fendlicos, ya que, es el grupo mas estudiado en el género Lonicera, y, sobre
todo, el grupo méas empleado para evaluaciones en cancer. Las moléculas propuestas y

algunas de sus caracteristicas fisicoquimicas se muestran en la Tabla 7.

Tabla 7. Parametros fisicoquimicos de moléculas elegidas para el estudio de LC-MS/MS

Molécula Peso molecular LogP Estructura
(9/mol)

il 138.12 113 on
hidroxibenzoico
\

Luteolina 286.24 1.86 °"

o

OH

Rutina 610.51 1.58

o.

o1

oH™ OH

ol

Kaempferol 286.23 1.70 l

OH

7 e,
Escopolotina 192.16 1.86 /Ej@i

Las elecciones de moléculas estan tomadas en base a la importancia de éstos metabolitos

secundarios en sus respectivos grupos y sus antecedentes en el cancer. Algunas caracteristicas

se describen en los siguientes parrafos.
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Acido salicilico: es un &cido fenolico que reduce la produccion de mediadores inflamatorios
como las prostaglandinas, que estan vinculadas al desarrollo del cancer. Ademas, los estudios
sugieren que los derivados del acido salicilico pueden ralentizar el crecimiento tumoral y

prevenir la aparicion de ciertos tipos de cancer (123,124).

Luteolina: es un flavonoide ampliamente reconocido por sus propiedades anticancerigenas.
Se ha demostrado que induce la apoptosis (muerte celular programada) e inhibe la
proliferacion de células cancerosas, particularmente en canceres de mama, prostata y colon
(125,126). La luteolina también interfiere con las vias de sefializacion clave involucradas en
la progresion del cancer, como las vias NF-kB y MAPK, y actia como antioxidante,
reduciendo el estrés oxidativo en las celulas cancerosas (127).

Scopoletina: es una cumarina que ejerce efectos anticancerigenos al modular la respuesta
inmunitaria e inducir la apoptosis en las células cancerosas. Ha demostrado actividad contra
maultiples lineas celulares cancerosas, incluidos los canceres de mama, higado y pulmon, al
interferir con la regulacion del ciclo celular y promover el estrés oxidativo en las células
cancerosas (128,129).

Rutina: un flavonoide glucosido gue tiene fuertes propiedades antioxidantes y protege contra
el dafio del ADN causado por el estrés oxidativo. También exhibe efectos citotoxicos en las
células cancerosas y puede mejorar la eficacia de otros agentes anticancerigenos a través de

su accion antiinflamatoria y la modulacion de los genes supresores de tumores (130,131).

Kaempferol: un flavonoide conocido por su capacidad para inhibir el crecimiento y la
propagacion de varios tipos de cancer, incluidos los de higado, mama y ovario (132). Actla
dirigiéndose a multiples vias relacionadas con el cancer, como la supresion de la via

PI3K/Akt y la promociodn de la apoptosis (133).

Optimizacion del MS/MS

La fuente MS se selecciond de acuerdo con el peso molecular y la polaridad de los
compuestos probados. Con excepcion de la rutina, todas las moléculas tienen un peso
molecular bajo. No obstante, el peso molecular de la rutina todavia esta en el rango de la

fuente ESI. Por esta razon, seleccionamos esta fuente.
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Probamos las moléculas en modo negativo; sin embargo, segun las referencias, el kaempferol
se prueba generalmente en modo positivo como se muestra en la Tabla 8. Utilizamos tres
tipos de escaneos para determinar la masa exacta y los fragmentos en los espectros MS. En
general, utilizamos los modos Q1 scan, Q3 scan y Product lon scan. Los resultados de la

masa exacta y los fragmentos se resumen en la Tabla 9.

Tabla 8. lones producto y fragmentos teéricos de los estandares seleccionados para estudio de LC-
MS/MS

o o]
-CO2 -
OH OH —
Q (134)
OH oH o
MW 138.12 m/z 137.1 m/z 93.1

Acido 2-hidroxibenzoico

OH

+

N (135)
OH o | |
MW 286.24 m/z 285.0 m/z 133.0
Luteolina
OH
HO. 0. O
I OH
Q (136)
OH
o OH o]
SH CE)H
MW 610.51 m/z 609.0 m/fz 301.0

Rutina
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+
OH
oH
oH I o.
OH
oH o

MW 192.16

m/z191.0

m/z 133.0

(137)
MW 286.23 m/z 285.0 m/z 241.0
Kaempferol
o 0 OH o o OH OH © (138)

Escopoletina

Al comparar los picos de los espectros MS de Q1 y Q3, observamos que los picos

corresponden a los fragmentos potenciales que se muestran en la Figura 23. Este resultado

confirma que los parametros establecidos en el MS y el uso del modo negativo en la fuente

ESI fueron apropiados para analizar estas moléculas.

Tabla 9. Resultado de iones producto y fragmentos por MS/MS

Molécula Q1 Q3
Acido salicilico 137.10 93.10
Luteolina 285.10 133.10
Rutina 609.10 300.10
Kaempferol 285.10 239.10
Escopoletina 191.10 148.10

Optimizaciéon del UHPLC

De la mano con una buena cuantificacion de las moléculas seleccionada va con la separacion
y definicion de los picos en el cromatograma. La Figura 23 muestra que los cinco compuestos
analizados tienen una definicion, separacion e intensidad apropiadas para la correcta

cuantificacion, debido a que, ésta se lleva a cabo al analizar el area bajo los picos.
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Figura 23. Cromatograma de las moléculas seleccionadas para estudios LC-MS/MS

Cuantificacion

Como se ha comentado anteriormente, estudios previos han demostrado el alto contenido de
compuestos fendlicos en el género Lonicera (115,120). En nuestro estudio (Figura 24 y
Apéndices 22 y 23), el contenido de rutina (107.71 + 0.87 pg/g) fue considerablemente mayor
que el de las otras moléculas, seguido en concentracion la escopoletina (4.98 + 1.18 ug/g),
luteolina (2.16 = 0.03 pg/g), acido salicilico (1.22 + 0.02 ug/g) y kaempferol (0.05 + 0.03

ug/g) (Figura X).

La alta concentracién de rutina es consistente con otros estudios del genero Lonicera. Sip et
al. en su estudio en las hojas de Lonicera caerulea L. determin una concentracion de rutina
entre 125 y 879 ug/g de hoja; una concentracion similar a nuestro estudio (139). De igual
manera, la concentracion de escopoletina en nuestra planta es consistente con otro estudio.
Feng et al. encontrd una concentracion de 36.47 pg/g de hoja en Lonicera hypoglauca Miq.

y 0.09 pg/g de hoja en Lonicera dasystyla via. (140).

La luteolina es otra molécula que ha sido determinada en Lonicera japonica. Lee et al.
determinaron la concentracion entre 0.09 y 0.21 ug/g (141). La concentracion de acido
salicilico no pudo ser comparada, ya que no existen estudios previos en el género Lonicera.

No obstante, debido al efecto antioxidante de las moléculas de este género y a la
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identificacion del acido p-cumarico en estudios previos, una molécula precursora en la ruta

metabdlica del &cido salicilico, su determinacion no es inusual (120,142).

Por ultimo, la molécula en menor contenido fue el kaempferol. Con la misma tendencia que
el &cido salicilico, el kaempferol es una molécula que no ha sido estudiada para éste género,
pero resulta interesante, ya que, como se mencion0 en el Capitulo I1, es prometedora para el

tratamiento contra el cancer.
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Figura 24. Concentracién de acidos fendlicos de las hojas de Lonicera suspicata var. Jonstonii

Sintesis de nanoparticulas

En términos generales, la sintesis de nanosistemas se puede dividir en dos, tomando en cuenta
si se parte de un material en escala macrométrica (top-down) o a partir de sales (bottom-up)
(143). En las subdivisiones se encuentra la sintesis verde, la cual se aprovecha el repertorio
de compuestos presentes en organismos como plantas y fungi. En esta tesis se centro
unicamente en la sintesis a partir de sales inorganicas usando los fitocompuestos del extracto

acuoso concentrado de las hojas de Lonicera suspicata var. Jonstonii.

La Figura 25 muestra los elementos los cuales se logro la obtencion de nanoparticulas. Cabe
resaltar que, y como se muestra en la Tabla 10, las nanoparticulas resultantes fueron en estado

elemental u éxido, lo cual es un resultado sumamente interesante.
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Figura 25. Elementos de sales precursores a partir de los cuales se obtuvieron NPs

Diversos parametros fisicoquimicos estan involucrados en la reduccion y oxidacion de los
elementos. Pardmetros como las sales empleadas, el pH de la solucion, y la temperatura. No
obstante, el término potencial éxido-reduccion es el primero que debemos basarnos para
explicar por qué unas nanoparticulas se encuentran en forma de éxido y otras cero-valentes
(144). El potencial 6xido-reduccion se define como la tendencia de un reactivo a oxidarse o
reducirse. También es importante mencionar que durante la reaccién existen productos

intermedios, los cuales cambian las propiedades fisicoquimicas en la solucién (145,146).

Por lo tanto, las sales de cualquier elemento, al ser disociadas en iones, éstos iones se
encuentran en un estado especifico, lo cual, es necesaria una cantidad especifica de energia
para cambiar este estado. Agentes con estas cualidades son llamados agentes reductores si
tienen la capacidad de reducir o agentes oxidantes sin tienen la capacidad de oxidar. No
obstante, en esta tesis también se hizo énfasis en la obtencion en estado coloidal de cada una

de las nanoparticulas, por lo tanto, el otro agente de importancia es el agente estabilizador.
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Tabla 10. Descripcion y funcionamiento del extracto en la sintesis de NPs

Funcioén del extracto
Estado de la
Elementos Precursores concentrado .
nanoparticula
(RoE)
Mg Mg(NO3). Estabilizador MgO
Mn MnCl; Estabilizador MnO,
Fe FeCls Estabilizador Fe, 03
Reductor y
V VOSO, . V205
estabilizador
Reductor y
Cu CuSO0Oq4 . Cu
estabilizador
Reductor y
Zn Zn(NO:3):2 . Zn0;
estabilizador
As As;03 Estabilizador As
Reductor y
Se Na,SeOs o Se
estabilizador
Reductor y
Ag AgNOs; . Ag
Estabilizador
Pt H:PtCls: (HzO)s Estabilizador Pt
Au HAuCIl;-4H,0 Estabilizador Au
Ce Ce(NO3)3+6H,0 Estabilizador CeO,

En teoria, cuando se emplea la sintesis verde por fitocompuestos, la mayoria de publicaciones
habla de que el extracto funciona como un agente reductor y estabilizador, y todo esto
depende de los fitocompuestos de la planta, el método de preparacion empleado, y tiempo de
reaccion (147,148). En esta tesis, de las doce sales empleadas, el extracto concentrado actud
como agente reductor y estabilizador en seis casos. En los seis restantes, el extracto

concentrado funcioné Unicamente como estabilizador.

Este resultado abre un debate respecto a lo mencionado en la literatura. Generalmente,
cuando se habla de sintesis verde, al extracto, se le asigna el rol de agente reductor y

estabilizador. Sin embargo, esta funcién depende de diversos medios, como son la
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estrategia/procedimiento utilizado, tiempo de reaccién, temperatura y la intervencion de otros

reactivos (149).

Adicionalmente a estos dos roles, esta tesis propone un tercero que no ha sido nombrado,
pero puede atribuirselo como estabilizador. Este rol seria el de coordinacion, que se observa
en las nanoparticulas de o¢xidos metalicos. Describiendo la sintesis tradicional por
precipitacion usando NaOH o KOH para sales precursoras de SiO2, MgO, ZnO, se conoce
que el pH modifica el estado del ion. Pero también existe una coordinacién entre el ion de la
sal precursora y el anion resultante de la base. Esta coordinacion controla la nucleacion de
los 4tomos del metal brindando nanoparticulas con formas y tamafios potencialmente
controlables por medio de las concentraciones de las sales precursoras y bases, siguiendo de
una usual calcinacion. Este mecanismo es observable de igual manera para los extractos de
las plantas, siendo sustituida las bases (NaOH o KOH) por los fitocompuestos del extracto,
ya que éstos pueden influenciar en el pH de la reaccién y el control de la nucleacién por
medio de coordinacion con los metabolitos del extracto.

Seleccion de nanoparticula para estudio en cancer

Innumerables nanosistemas han sido propuestos para el tratamiento contra el cancer. Como
se escribid en el Capitulo Il, algunos de estos nanosistemas ya han sido aprobados por la
FDA. Solas 0 en combinacion de n nimero de elementos se pueden encontrar en la literatura,
mostrando su potencial aplicacion a diferentes lineas de céancer, asi como diferentes

mecanismos por los cuales acttan.

Los resultados de una busqueda booleana (Figura 26) muestran, sin duda, que las
nanoparticulas mas estudiadas son las de Au, Cu, Fe y Ag, respectivamente. Esto resulta
esperable, debido a la sinergia existente entre las propiedades intrinsecas de los elementos y
las estrategias para el tratamiento contra el cancer. EI Au con su estabilidad, plasmén de

resonancia y ser inerte, y el Cu con su abundancia.
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Figura 26. Resumen del nimero de publicaciones en cancer por nanoparticulas

También importante resaltar que, los nanosistemas basicos de estos elementos son
relativamente sencillos de sintetizar obteniendo formas y tamafios deseados en la

nanomedicina. Por el contrario, la misma bdsqueda booleana muestra que las nanoparticulas

menos estudiadas en céncer son las de Ce, V, y As.

De los elementos buscados, el que resalta es el As. EI As es un elemento que ha estado un
largo tiempo en la historia de la salud. Principalmente, el As y sus compuestos estan
relacionados con la toxicidad y muerte. Esta relacién no es descabellada, ya que, se le
atribuye cardiotoxicidad, hepatotoxicidad, neurotoxicidad, toxicidad renal, toxicidad
testicular, carcinogénico, y alteracion del ADN (150,151). No obstante, se debe resaltar, que

la concentracion y exposicion son clave para lograr esos efectos adversos en la salud.

Paraddjicamente, el As también forma parte de los elementos necesarios para la vida, y, un
hecho trascendental es que, el As también ha formado parte de la historia de la medicina
logrando curar enfermedades como la sifilis y ciertos tipos de cancer (152). Inclusive, varios
de estos compuestos se encuentran aun en el arsenal para el tratamiento contra el cancer como

es el As>Oz para el tratamiento de la leucemia promielocitica aguda (153).

72



Por esta razén, es imprescindible explorar la eficacia de las As NPs en el tratamiento del
osteosarcoma, aprovechando la sintesis verde como una ruta que logré el estado coloidal y la
sinergia de los fitocompuestos. La utilizacion de métodos de sintesis verde no solo optimiza
las propiedades terapéuticas de las As NPs, sino que también minimiza los riesgos
ambientales y toxicologicos asociados con los enfoques tradicionales. Esta estrategia se basa
en la interaccion bioactiva de las nanoparticulas con procesos celulares clave en el cancer,
como la modulacion de sefiales oxidativas y la regulacion de mecanismos de apoptosis, 1o

que sugiere un potencial prometedor en la lucha contra este tipo de cancer 6seo.

Sintesis de As NPs

Contados estudios han demostrado la obtencion de As NPs, y esta lista se ve reducida si las
As NPs son orientadas en aplicaciones bioldgicas como cancer. No obstante, parte

fundamental de su sintesis, asi como la de las otras NPs, es el potencial redox (154,155).
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Figura 27. Procedimiento para la obtencion de As NPs en estado coloidal
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Un hecho a resaltar en las As NPs reportadas es la concentracion alta de NaBH4 en contraste
con la concentracion del precursor. En un estudio previo demostramos que la concentracion
apropiada (25 mM) y que va acorde con la ecuacion de balance propuesta se encuentra

inferior a la concentracion utilizada en los reportes previos.

Otro aspecto importante y que fue resuelto, es la estabilidad de As NPs. Un articulo destaco
que, la obtencién de As NPs con Unicamente el precursor y reductor, involucraba la
precipitacion de las As NPs (156). A pesar de que esta precipitacion tuvo como resultado
nanoparticulas de un tamafio razonable (<80 nm) con formas interesantes, tienen las

desventajas de no tener todas las propiedades de los sistemas coloidales.

En esta tesis se optimizaron los usos del precursor y reductor, ademas de lograr el estado
coloidal por medio del extracto concentrado de Lonicera suspicata var. Jonstonii. El
procedimiento se muestra en la Figura 27.

Figura 28. Registro de cambios de color y pH durante sintesis de As NPs
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Como se muestra en la Figura 28, durante la reaccion se observaron cambios de color que
estan estrechamente relacionados con las fases de formacion de nanoparticulas, siguiendo la
teoria de Ostwald (157). Los cambios de color se encontraron en un intervalo de 30 min hasta
obtener un color constante, casi de color negro, que indica la obtencion de As°.
Interesantemente, el cambio de conjuga con lo reportado por Kana et al. que denota el medio

basico para la obtencion de As® (158).

La incorporacion de los metabolitos procedentes del extracto acuoso se caracterizé por FTIR
y UV-Vis (Figura 29 a y ¢). Describiendo al precursor, es notorio que hubo un cambio cuando
se solubiliz6 en el As,Oz. Los cambios mas relevantes se encuentran entre 4000-2950 cm-1
correspondiente al medio acuoso. También las disposiciones de los enlaces con el As
cambiaron, mostrandose ahora 3 picos intensos debajo de 1000 cm-1, los cuales demuestran

la obtencién de H3AsO:s.

El espectro del extracto concentrado de Lonicera suspicata var. Jonstonii muestra bandas en
3320 cm™ y 2928 cm™!, correspondientes a vibraciones de estiramiento de O-H y C-H. Las
bandas a 1612 cm™ y 1402 cm™! se atribuyen a vibraciones de estiramiento de C=C y COO",
asi como a vibraciones de flexion de O-H. Por ultimo, los picos a 1270 cm™ y 1052 cm™
corresponden a vibraciones de estiramiento de C-O y C-C-O. Estas bandas son caracteristicas
de compuestos fenolicos, como fenoles y flavonoides en el género Lonicera, lo cual
concuerda con los resultados obtenidos en barrido fitoquimico. Ademas, el espectro UV-Vis
de absorbancia en la Figura 29 a muestra un pico en 250 nm correspondiente a una transicién

n—7* caracteristica a los compuestos fendlicos como flavonoides.

Por ultimo, el espectro FTIR de la muestra de As NPs estabilizadas con el extracto acuoso
presenta las bandas mas relevantes de la planta con una intensidad menor. Ademas, una banda
736 cm™ correspondiente a As-O. Relacionando el espectro UV-Vis de las As NPs,

observamos que no hay un pico caracteristico; algo esperado para As NPs.

Para determinar el tamafio, distribucion, forma y polaridad de las As NPs, realizamos un
estudio DLS. La Figura 29 b muestra que las As NPs tienen una distribucién uniforme con
un tamarfio de particula de 39.9 nm. El tamafio de las particulas es un factor fundamental en
aplicaciones bioldgicas, sobre todo en cancer. Aunque existen diversas opiniones y

resultados, se ha llegado a un consenso de que, a tamafios inferiores a 100 nm, las particulas
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presentan una relacion superficie-volumen significativamente mayor. Esto se traduce en una
mayor actividad bioldgica, ya que una mayor area superficial permite una mayor interaccion
con las células y tejidos (159). Ademas, las nanoparticulas de pequefio tamafio son mas
eficaces para penetrar en las células cancerigenas y evadir las barreras bioldgicas, como las
membranas celulares y las estructuras extracelulares, facilitando su entrega dirigida al sitio
tumoral (160). Este fendbmeno es clave para mejorar la biodisponibilidad y la especificidad
terapéutica de las nanoparticulas en el tratamiento del cancer, minimizando los efectos

secundarios y potenciando la eficacia del tratamiento.

Respecto a la polaridad, las As NPs presentaron una carga negativa. Esta carga esta
relacionada a los metabolitos que brindan estabilidad a la particula y se encuentran en la
superficie de ésta. Al tener carga negativa, suele asignarse a los compuestos fenolicos. Al
igual que el tamafio, la polaridad es otro parametro que se tienen diferentes hipdtesis. Si nos
enfocamos en los sarcomas, se han realizado estudios que se han enfocado en las diferencias
en la carga eléctrica en la superficie de las células sanas respecto a las tumorosas (161,162).
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Por SEM, también se demostré el tamafio, forma y distribucion de las As NPs. En las Figuras
30 a-c se aprecian particulas esféricas con un tamafio promedio de 51.87 + 3.4 nm, siendo un
valor muy aproximado a los resultados por DLS. En el espectro EDS (Figura 30 d) confirma
que las particulas presentes en las micrografias son As con C, donde el C es procedente del
envolvimiento de los metabolitos del moronel. Por ultimo, la caracterizacion por Raman y
XRD (Figura 30 e y f) muestra que las As NPs cuentan con una estructura policristalina

donde la parte cristalina corresponde a As hexagonal (JCPS 98-001-6516).
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¢) DLS; d) EDS; e) Raman; y XRD
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Pruebas bioldgicas

Scratch

Se evaluo el efecto de seis muestras (extracto acuoso, extracto acuoso concentrado, As NPs,
colchicina, H.O: y H>0) sobre la migracion de células de osteosarcoma MG-63 mediante el
método de scratch. La migracion celular se controlé en tres etapas clave: después del
tratamiento inicial, cinco dias durante el tratamiento y cinco dias después del tratamiento con

un medio nutritivo al 10%.

Extracto de Lonicera suspicata var. Jonstonii y extracto concentrado

Tanto el extracto como el extracto concentrado mostraron una inhibicion moderada de la
migracion celular (Figura 31 y 32). Inicialmente, el extracto concentrado mostré un efecto
mas pronunciado que el extracto, notdndose Unicamente crecimiento celular en algunas zonas
de la muestra. Este comportamiento era esperado, ya que, al estar concentrado, existe una
mayor disposicion de metabolitos ejerciendo efectos citotoxicos sobre las células MG-63.
Realizando un rastreo en los cinco dias de exposicion, el extracto acuoso tuvo limitaciones
al mantener el scratch, mostrando el cierre completo de la ranura en al cuarto dia, lo que
indica que su eficacia disminuyé con el tiempo, probablemente debido a limitaciones en la

biodisponibilidad, difusion y estabilidad de los metabolitos en el entorno celular.

Por otra parte, la migracion celular en los tratamientos con un medio nutritivo al 10%
tuvieron un comportamiento parecido que la prueba anterior (Figura 33 y 34). No obstante,
en el caso del extracto, el cierre completo surgi6 en el dia tres. Méas sorprendente son los
resultados del extracto concentrado, ya que, se observa presencia de células a partir del dia
tres, pero las células muestran un deterioro morfolégico radical. El color y tamafio de las

células se vio afectado, dando indicios de necrosis.
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Figura 31. Migracion celular de MG-63 con extracto: a) antes del tratamiento; b) ler dia; c) 2do dia;
d) 3er dia; €) 4to dia; f) 5 dia

d e f

Figura 32. Migracion celular de MG-63 con extracto concentrado: a) antes del tratamiento; b) ler
dia; ¢) 2do dia; d) 3er dia; €) 4to dia; f) 5 dia
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Figura 33. Migracion celular de MG-63 con extracto en medio al 10%: a) antes del tratamiento; b)
ler dia; ¢) 2do dia; d) 3er dia; €) 4to dia; f) 5 dia
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Figura 34. Migracion celular de MG-63 con extracto concentrado en medio al 10%: a) antes del
tratamiento; b) ler dia; ¢) 2do dia; d) 3er dia; e) 4to dia; f) 5 dia
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Nanoparticulas de As

Las As NPs exhibieron consistentemente los efectos inhibidores mas potentes sobre la
migracion celular de todas las muestras, tanto durante la fase de tratamiento como después
del cambio a un medio nutritivo al 10% (Figura 35y 36). Desde el dia uno, es notorio que la
ranura en vez de cerrarse por la migracion celular, las células en los extremos van siendo
alteradas hasta su completa disrupcién en el dia tres, lo que indica un efecto prolongado del

tratamiento con As NPs.

Estos resultados demuestran que, las As NPs no solo mejoraron la biodisponibilidad y la
liberacion sostenida de los metabolitos secundarios del extracto de la planta, sino que
funcionan como entrada para las mismas As NPs. Incluso en condiciones limitadas de
nutrientes, las nanoparticulas mantuvieron sus efectos antiproliferativos, lo que sugiere un
impacto duradero en el metabolismo celular y las vias de migracion. La dupla fitocompuesto-
nanosistema toma la actividad de los metabolitos de la planta demostrados con el tratamiento
de Unicamente el extracto y la actividad del As en su estado nanoparticulado, lo que explica

los resultados superiores en comparacion con los extractos de plantas libres.

a b c
d e f

Figura 35. Migracion celular de MG-63 con As NPs: a) antes del tratamiento; b) ler dia; ¢) 2do dia;
d) 3er dia; €) 4to dia; f) 5 dia
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Figura 36. Migracion celular de MG-63 con As NPs en medio al 10%: a) antes del tratamiento; b)
ler dia; ¢) 2do dia; d) 3er dia; €) 4to dia; f) 5 dia

Colchicina

Como era esperado, la colchicina demostr6 inhibicién de la migracion celular durante el
experimento para el tratamiento normal, pero se vio reducido en el tratamiento limitado en
nutrientes (Figura 37). Sin embargo, después de cambiar a un medio nutritivo al 10 %, se
observé una recuperacion modesta en la migracién celular, aunque se mantuvo mas lenta que
en el grupo de control (Figura 38). Esta recuperacion parcial sugiere que, si bien la colchicina
es efectiva, es posible que no proporcione la inhibicién sostenida observada con las

nanoparticulas de As, en particular en un entorno menos nutritivo.
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Figura 37. Migracién celular de MG-63 con colchicina: a) antes del tratamiento; b) ler dia; ¢) 2do
dia; d) 3er dia; e) 4to dia; f) 5 dia

d e f

Figura 38. Migracion celular de MG-63 con colchicina en medio al 10%: a) antes del tratamiento; b)
ler dia; ¢) 2do dia; d) 3er dia; €) 4to dia; f) 5 dia

H-0,

El H:O., utilizado para inducir el estrés oxidativo, promovid inicialmente la migracion
celular, mostrando un cierre mas rapido de la ruptura durante los primeros cinco dias de
tratamiento (Figura 39). La respuesta proliferativa inducida por el estrés oxidativo fue
evidente, ya que las células probablemente intentaron reparar el dafio causado por las ROS.
Sin embargo, durante la fase posterior al tratamiento con un medio nutritivo al 10 %, la tasa
de migracién de las células se redujo significativamente, lo que indica que la exposicion
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prolongada al estrés oxidativo tuvo un efecto perjudicial sobre su capacidad proliferativa
(Figura 40).

Esta respuesta bifasica es coherente con el papel dual de las ROS en la promocion de la
supervivencia y la muerte celular, dependiendo del contexto celular y la duracién de la
exposicion. Inicialmente, el estrés oxidativo en dosis bajas estimulé los mecanismos de
reparacion, pero con el tiempo, las células se volvieron menos viables, particularmente en

condiciones de nutrientes reducidos.

ST
o

Figura 39. Migracion celular de MG-63 con H,O;: a) antes del tratamiento; b) ler dia; c) 2do dia; d)
3er dia; e) 4to dia; f) 5 dia
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Figura 40. Migracion celular de MG-63 con H20, en medio al 10%: a) antes del tratamiento; b) ler
dia; ¢) 2do dia; d) 3er dia; €) 4to dia; f) 5 dia

Control

El grupo de control, que no recibi6 tratamiento, mostré una tasa constante de cierre de la
ruptura durante todo el experimento (Figura 41). Como se esperaba, las células continuaron
migrando y proliferando en condiciones normales, y la transicion al medio nutritivo al 10 %
condujo a una reduccion menor en la velocidad de migracion, aunque el cierre de la ruptura

se completd dentro del cronograma experimental (Figura 42).

Entre los seis grupos de tratamiento, las nanoparticulas de As proporcionaron la inhibicion
mas efectiva y sostenida de la migracion celular en las células MG63. Este tratamiento siguid
siendo muy eficaz durante las fases de tratamiento y postratamiento, incluso en condiciones
de limitacion de nutrientes. Por el contrario, los extractos de Lonicera suspicata var.
Jonstonii y concentrado mostraron una eficacia limitada, y el cierre de la ruptura se reanud6
durante la fase de postratamiento, mientras que la colchicina, aunque potente, mostré una

ligera disminucion de la eficacia después del cambio a medios reducidos.

86



d e f

Figura 41. Migracion celular de MG-63 con el control: a) antes del tratamiento; b) ler dia; ¢) 2do
dia; d) 3er dia; €) 4to dia; f) 5 dia

d e f

Figura 42. Migracion celular de MG-63 con el control en medio al 10%: a) antes del tratamiento; b)
ler dia; ¢) 2do dia; d) 3er dia; €) 4to dia; f) 5 dia

Estos resultados subrayan la ventaja de los sistemas de administracién basados en
nanoparticulas en la terapia del cancer, en particular para mejorar la biodisponibilidad y la
liberacion sostenida de compuestos derivados de plantas. Las nanoparticulas de As son una
estrategia terapéutica prometedora para la inhibicion a largo plazo de la migracion de células
tumorales, superando a los agentes tradicionales como la colchicina en condiciones de

restriccion de nutrientes.
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Morfologia

Se emple6 la microscopia electrénica de barrido (SEM) para observar los cambios
morfologicos en la linea celular de osteosarcoma MG-63 tras la exposicion a diversos
tratamientos, incluidos un extracto vegetal concentrado, As NPs, colchicina, perdxido de
hidrégeno (H20:) y un grupo de control tratado con agua. Las alteraciones morfoldgicas
inducidas por cada tratamiento son indicativas de sus efectos sobre los procesos celulares,

como la apoptosis, la necrosis y el arresto mitético.

Control

Las células MG-63 del control mostraron una morfologia caracteristica tipica del
osteosarcoma. Las células exhibieron una forma fusiforme o irregularmente alargada, con
membranas celulares bien definidas y protuberancias superficiales como lamelipodios y
filopodios (Figura 43 d-f) (163). También, las células aparecieron bien esparcidas y adheridas
al sustrato. Todos estos factores ultra estructdrales estan asociados con la motilidad y la

adhesion celular, esenciales para la migracion de células cancerosas (164).
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Figura 43. Caracterizacion ultra estructural de MG-63 con el control: a) 200 um; b) 50 um; c) 10
pum; d) 2 um; e) 1 pm; f) 500 nm

Extracto y extracto concentrado

Las células MG-63 tratadas con extracto concentrado mostraron cambios morfoldgicos
significativos en comparacion con el grupo de control. Las imagenes SEM (Figura 45 a-f)
revelaron evidencia de encogimiento y redondeo celular, con una moderada reduccion en la
propagacién celular. Esto indica una pérdida de propiedades de adhesién, probablemente
debido al estrés citotoxico inducido por los compuestos activos en el extracto. Ademas, se
observd la presencia de ampollas en el contorno celular, un sello distintivo de las etapas de
la apoptosis (165). Estas alteraciones morfoldgicas sugieren que el extracto vegetal induce
vias apoptoticas en las células de osteosarcoma, lo que podria atribuirse a alterar vias de
transduccion de sefiales oncogénicas y afeccion de macromoléculas como el ADN y
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microtubulos (166). Otra observacion a resaltar, es que, algunas células aparecieron
agrupadas (Figura 44 a), lo que sugiere ademas una motilidad y adhesion deterioradas, ambas
fundamentales en la progresion del céancer. Estos hallazgos son consistentes con las
propiedades anticancerigenas reportadas de compuestos bioactivos derivados de plantas,

como compuestos fenolicos y alcaloides (166).
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Figura 44. Caracterizacion ultraestructural de MG-63 con el extracto: a) 200 um; b) 50 um; c¢) 10
pum; d) 2 um; e) 1 um; f) 500 nm
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Figura 45. Caracterizacion ultra estructural de MG-63 con el extracto concentrado: a) 200 um; b) 50
pum; ¢) 10 um; d) 2 um; ) 1 pum; ) 500 nm

As NPs

Sin duda, los resultados mas sobresalientes fueron obtenidos con las As NPs. Las NPs
exhibieron un profundo efecto citotdxico en las células MG-63, encontrdndose unas cuantas
en el cultivo realizado (Figura 46 a-f). Las células encontradas mostraron graves alteraciones
morfolégicas, incluyendo dafio extenso de la membrana, encogimiento celular y la presencia
de cuerpos apoptoticos. Los restos celulares dispersos en las micrografias son indicativos de
apoptosis 0 necrosis avanzada, probablemente desencadenada por el efecto sinérgico del As
y los fitocompuestos. Los tamafios celulares mas pequefios y las formas irregulares
observadas sugieren que las As NPs penetran efectivamente en las células e inducen efectos
citotoxicos, probablemente a través de vias de transduccién de sefiales oncogénicas y
composicion celular (dafio en el ADN). Estas NPs, estabilizadas por extracto de planta,
también se beneficiaron de una biodisponibilidad mejorada y una administracién dirigida, lo

que contribuye a sus efectos pronunciados en la viabilidad celular.
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Figura 46. Caracterizacion ultraestructural de MG-63 con As NPs: a) 200 pum; b) 50 um; ¢) 10 um;
d) 2 um; e) 1 um; f) 500 nm
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Colchicina

Las celulas tratadas con colchicina exhibieron cambios en las caracteristicas morfologicas
similares al extracto de Lonicera suspicata var. Jonstonii (Figura 47 a-f). La colchicina, un
conocido inhibidor de microtubulos, interrumpe la polimerizacién de la tubulina, lo que lleva
a la inhibicion de la mitosis (167). El analisis SEM reveld que las células MG-63 tratadas
con colchicina muestran una morfologia predominantemente redondeada, lo que refleja una
falta de formacion normal del huso durante la division celular. Ademas de la redondez,
algunas células mostraron ampollas en la pared celular, lo que indica una de las fases de la
apoptosis. Estos resultados corroboran la accion de la colchicina en la focalizacion de las
células que se dividen rapidamente al interferir con su maquinaria mitética, lo que la

convierte en un agente valioso de origen natural en el tratamiento del cancer.
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Figura 47. Caracterizacion ultra estructural de MG-63 con colchicina: a) 200 um; b) 50 um; c) 10
pum; d) 2 um; e) 1 um; f) 500 nm

H.0>

Las células tratadas con H20> (Figura 48 a-f) exhibieron un dafio morfoldgico significativo
consistente con la senescencia celular inducida por estrés oxidativo, pero a menor escala que
las As NPs (168). Muchas de las células aparecieron hinchadas, con membranas rotas, lo que
indica necrosis, mientras que otras mostraron signos de apoptosis, como vesiculas y
encogimiento de la membrana. Los restos celulares observados y las estructuras celulares
desintegradas sugieren que la exposicion al H2O2 provoco un dafio oxidativo, que abrumo las
defensas antioxidantes de las células. Este estrés oxidativo puede dafiar componentes
celulares clave, incluidos lipidos, proteinas y ADN, lo que en Gltima instancia conduce a la
muerte celular (169). La variabilidad en la morfologia celular, con algunas células que
experimentan apoptosis y otras necrosis, es probablemente un reflejo de la concentracion y

la duracidn de la exposicion al H2Ox.
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Figura 48. Caracterizacion ultra estructural de MG-63 con H20-: a) 200 um; b) 50 um; c) 10 um; d)
2 um; e) 1 pm; ) 500 nm
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Los resultados del SEM proporcionan evidencia convincente de los efectos diferenciales de
los tratamientos en las células de MG-63. El grupo de control mostré una morfologia de
osteosarcoma normal, con células sanas adhesion y propagacion, mientras que los grupos
tratados exhibieron dafios significativos debido a los efectos citotdxicos de las sustancias
utilizadas. El extracto de planta concentrado indujo apoptosis, como se evidencid por la
contraccion celular y la formacion de ampollas en la membrana. La colchicina detuvo
eficazmente la division celular, causando un arresto mitético y una apoptosis posterior, como
se vio en la morfologia celular redondeada. Por ultimo, el H20: indujo un estrés oxidativo
severo, causando muerte celular tanto apoptotica como necrotica. Por ultimo, las As NPs
tuvieron el efecto citotoxico méas pronunciado, lo que llevd a una apoptosis 0 necrosis
avanzada superando a la colchicina y H202, dos moléculas utilizadas actualmente en el

tratamiento contra el cancer y con mecanismos bien estudiados.

Farmacologia en red

Genes sobre expresados en osteosarcoma

Las diferentes bases de datos proporcionaron un numero considerable de genes sobre
expresados para el osteosarcoma. La sumatoria de todos los genes sin repetir y con una
p<0.05 fue de 5060.

Genes objetivos para los metabolitos secundarios

Debido a las propiedades fisicoquimicas de las moléculas identificadas en la planta bajo
estudio, un nimero considerable de genes son afines a estas moléculas. La sumatoria de todos

estos genes objetivo fue de 278.

Interaccion proteina-proteina

Determinados los genes sobre expresados en el osteosarcoma y los genes objetivos afines a
las moléculas identificadas por LC-MS/MS, se aplicé un diagrama de Venn con la intension
de conocer los genes que habia en comun (Figura 49). En total, 169 genes se interceptaron
de los dos conjuntos de datos. Con estos datos, fue posible formar una red de genes y apreciar
las interacciones entre ellos. En la Figura 50 se muestra la red de genes que involucra los 169

genes filtrados.
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Figura 49. Diagrama de Venn de los genes sobreexpresados y genes target para osteosarcoma

Figura 50. Interaccién entre genes sobreexpresados en el osteosarcoma y genes objetivos
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En base a estas interacciones, hay proteinas que tienen mas conexiones con otras proteinas.
Estos genes son llamados genes centrales (Hub genes). En esta tesis, se resalté 10 genes
centrales y fueron utilizados para los analisis posteriores. Los 10 genes centrales resultantes
se muestran en la Figura 51, donde la relevancia (conexiones) esta plasmada en un gradiente

de rojo a amarillo, donde el rojo es el de mayor relevancia.

Figura 51. Genes centrales procedentes de la red de genes de la Figura 50

La TP53 (proteina tumoral p53) es un supresor de tumores bien conocido, cuya funcion
principal es regular el ciclo celular, reparar el ADN dafiado y promover la apoptosis en
respuesta al estrés genotoxico (170). Las mutaciones en TP53 son comunes en una amplia
gama de canceres, incluido el osteosarcoma, lo que conduce a la pérdida de control sobre el
ciclo celular, la evasion de la apoptosis y, a menudo, una mayor resistencia a las terapias

quimioterapéuticas (171).

AKT1 (alfa serina/treonina-proteina quinasa) es un componente clave de la via de
sefializacion PI3K/AKT/mTOR, que desempefia un papel fundamental en la regulacién de la
supervivencia celular, el crecimiento y el metabolismo (172). La sobreexpresion o activacion
aberrante de AKT1 puede llevar a la evasion de la apoptosis, promoviendo la supervivencia

de células cancerigenas y contribuyendo a la progresion del cancer (173).
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EGFR (receptor del factor de crecimiento epidérmico) es un receptor tirosina quinasa
involucrado en las vias MAPK y PIBK/AKT, las cuales son fundamentales en la regulacion
de la proliferacion celular y la supervivencia. Su activacion descontrolada, ya sea por
mutaciones o0 sobreexpresion, esta relacionada con diversos tipos de cancer, convirtiéndose
en una diana terapéutica clave en los tratamientos antineoplasicos (174). Inhibidores del
EGFR se han utilizado exitosamente para tratar cAnceres dependientes de esta ruta, como el

cancer de pulmon y colorectal (175).

TNF (factor de necrosis tumoral) es una citocina proinflamatoria que juega un papel en
inducir apoptosis en células tumorales y promover la inflamacién crénica, que facilita la
progresion tumoral y la metéstasis (176). Su papel en la activacion de la apoptosis 0 en la
promocion de la supervivencia depende del contexto celular y de las interacciones con otras

moléculas de sefalizacion.

ALB (albumina), una proteina plasmatica clave, a menudo se encuentra alterada en
condiciones de cancer, aunque no actta directamente en las rutas de sefializacion (177). La
albdmina puede unirse a diversos farmacos, lo que ha Ilevado a su uso como vehiculo de
entrega de medicamentos en terapias contra el cancer (178). Su implicacion en el contexto
de la progresion tumoral radica en su capacidad de transportar ligandos y mediar en el

metabolismo de moléculas bioactivas como es el caso del Abraxane®.

CASP3 (Caspasa-3) es una proteasa crucial en la ejecucion de la apoptosis. Activada a través
de las vias intrinseca y extrinseca de la apoptosis, CASP3 descompone proteinas celulares
clave para provocar la muerte celular programada (179). Su inactivacion o inhibicion, a
menudo observada en canceres resistentes a la apoptosis, favorece la supervivencia de células

malignas y dificulta el tratamiento.

JUN (proteina c-Jun) es un componente del complejo de factores de transcripcion AP-1 'y
esta involucrado en la regulacion de la proliferacion celular, la apoptosis y la transformacion
celular (180). La sobreexpresion de c-Jun promueve el crecimiento tumoral al facilitar la

evasion de la apoptosis y la proliferacion descontrolada.

SRC (protooncogén tirosina-proteina quinasa SRC) es un oncogen no receptor que participa

en diversas rutas de sefializacion, incluidas las asociadas con la supervivencia celular, la
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proliferacion y la migracion. Su activacion aberrante ha sido implicada en la progresion
tumoral y la metastasis, especialmente en canceres de mama, colon y pulmoén. Inhibidores de
SRC estan siendo explorados como posibles terapias en cdnceres con activacion excesiva de

esta quinasa.

CCND1 (Ciclina D1) es un regulador critico del ciclo celular que facilita la transicion de la
fase G1 a la fase S al formar complejos con las quinasas dependientes de ciclinas (CDK4/6)
(181). La sobreexpresion de CCND1 se ha asociado con el crecimiento tumoral
descontrolado, ya que impulsa la proliferacion celular y contribuye a la resistencia a la

apoptosis (182).

La presencia de algunos de estos genes era esperada, dado que participan en rutas moleculares
asociadas con diversos tipos de cancer. Esta relevancia se aprecia claramente en la Figura 52,
que muestra la ruta general del cancer, destacando en rojo los genes clave. La figura es
crucial, ya que revela como solo cinco moléculas interacttan para bloquear diferentes vias
implicadas en el desarrollo del cancer. Los cuatro mecanismos principales involucrados son

la apoptosis, la proliferacién, la angiogénesis y la inestabilidad genémica.

Los genes sefialados en rojo relacionados con la apoptosis incluyen TP53, CASP3, CCND1
y AKT1. En cuanto a la proliferacion, los genes destacados fueron AKT1, CCND1y CASP3.
Para la angiogénesis, los genes involucrados fueron AKT1, EGFR y JUN. Finalmente, en la
estabilidad gendmica, el gen central fue TP53. Esta clasificacion de genes en las principales
vias del cancer subraya la interconexion de los mecanismos celulares clave y la participacion

de moléculas especificas en méas de un proceso.

Enriguecimiento funcional y andlisis de vias

Proceso bioldgico

El andlisis de enriquecimiento destaca varias vias criticas implicadas en el osteosarcoma
(Figura 53 a). Los resultados muestran un fuerte énfasis en la regulacién del ciclo celular a
través de las quinasas dependientes de ciclina (CDK), siendo las cuatro primeras posiciones
relacionadas a estas quinasas. Estas quinasas son esenciales para la proliferacion
descontrolada observada en el osteosarcoma, y su regulacion positiva surge como una

estrategia para su tratamiento (183). Los metabolitos secundarios, conocidos por sus diversas
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propiedades activas, podrian aprovecharse para modular la actividad de las CDK y
restablecer el control adecuado del ciclo celular, inhibiendo potencialmente la progresion
tumoral (184). Ademas, los datos indican un papel significativo para el estrés oxidativo y las

respuestas al estrés quimico, que son vulnerabilidades explotables en el osteosarcoma.

La combinacion de inhibidores de CDK derivados de fuentes naturales con compuestos que
modulan las respuestas al estrés oxidativo y al estrés quimico (los siguientes resultados del
proceso bioldgico) podria ofrecer un enfoque multifacético para el tratamiento del
osteosarcoma (185). Esta estrategia no solo limitaria la proliferacion celular, sino que
también mejoraria la susceptibilidad de las células tumorales a la muerte celular inducida por
estrés, proporcionando una alternativa dirigida y menos toxica a los tratamientos

convencionales.

El enriquecimiento de los procesos relacionados con la regulacion de las CDK, el estrés
oxidativo y la respuesta al estrés subraya su importancia en el osteosarcoma. Los metabolitos
secundarios que actuian sobre estas vias podrian ser candidatos prometedores para futuras
terapias contra el osteosarcoma, mejorando potencialmente los resultados de los pacientes y
minimizando los efectos secundarios asociados con los tratamientos quimioterapéuticos

tradicionales.

KEGG

El anélisis de enriquecimiento de la via KEGG revela mdltiples vias relevantes tanto para el
osteosarcoma como para los posibles efectos de los metabolitos secundarios. Las vias mas
significativas se destacan por su alto enriquecimiento y -logl0(FDR), lo que indica su
relevancia estadistica, pero, también es de suma relevancia el nimero de genes envueltos en

dichas vias.

La Figura 53 b revela varias vias clave (resistencia endocrina, proteoglicanos en el cancer,
cancer colorectal, apoptosis y sefializacion MAPK) que son muy relevantes para el desarrollo
y la progresion del osteosarcoma (186). Estas vias no solo son fundamentales en el
osteosarcoma, sino que también comparten mecanismos con otros tipos de cancer, lo que

proporciona un contexto mas amplio para abordarlas con terapias.
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extracto de planta

103



Positive regulation of cyclin-dependent protein serine/threonine kinase activity -

Pasitive regulation of cyclin-dependent protein kinase activity -

-log 10(FDR)

Regulation of cyclin-dependent protein serine/threonine kinase activity - L] 66

Regulation of cyclin-dependent protein kinase activity - L] 6.2

58

Response to UV - L]
58
Response to reactive oxygen species = L
; Yo F N. of Genes
Rhythmic process - L]
et .
~ ® s
Cellular response to chemical stress = [ ]
L
Response to nutrient levels - @
Response to extracellular stimulus - @
100 200 300
Fold Enrichment
Endocrine resistance °
°
AGE-RAGE signaling pathway in dial
Thyroid hormone sig 2

L] -log10(FDR)

[ J 12

L4 n

o 10
Human cytomegalovirus infection - ® N. of Genes

Kaposi sarcoma-associated herpesvirus infection - (] e 5

L L

L] o 7

L] ® ¢

°
(]
Human papillomavirus infection - L]
Pathways in cancer - [ ]
50 100 150

Fold Enrichment

b)

Figura 53. Prediccién de ontologia génica de Lonicera suspicata var. Jonstonii: a) proceso bioldgico
y b) KEGG

Los metabolitos secundarios analizados en esta tesis demuestran ser candidatos prometedores
para la intervencion en el osteosarcoma. La integracion de productos naturales en los
regimenes de tratamiento del osteosarcoma puede ofrecer nuevas vias para reducir la

progresion tumoral, promover la apoptosis y abordar vias de sefializacion aberrantes.
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Acoplamiento molecular

Para el estudio de acoplamiento molecular, se tomaron los tres genes centrales de mayor
relevancia debido a que, se encuentran en rutas relevantes como son la evasion de la

apoptosis, proliferacion e invasion de tejidos.

Energia de enlace y residuos

Las proteinas clave obtenidas por farmacologia en red conjugan con estudios previos.
Particularmente para el osteosarcoma, las rutas centradas en atacar a proteinas clave como
AKT1, EGFR y TP53 tienen como intencion alterar el crecimiento, la supervivencia y la
metastasis del tumor (173,187,188). Por lo que, explorar la afinidad y las interacciones
moleculares de compuestos previamente identificado por UHPLC-MS/MS con las proteinas
mencionadas con anterioridad abre paso a desarrollar propuestas innovadoras como
estrategia terapéutica. Cada compuesto interacta con residuos especificos a traves de varios
tipos de interaccion, lo que proporciona informacion sobre posibles afinidades de union y

mecanismos de inhibicidn para rutas particulares.

Interacciones del kaempferol

El kaempferol es un flavonoide con propiedades anticancerigenas conocidas que ya se ha
evaluado su interaccion con AKT1, EGFR, y TP53, en diferentes tipos de cancer como de
pulmon, es6fago y mama (189-191). En nuestro estudio, las conformaciones para los tres
cristales presentaron una energia de enlace inferior a -4.6 kcal/mol, teniendo una afinidad
parecida para las conformaciones mas apropiadas: -6.8 kcal/mol en AKT1, -5.9 kcal/mol en
EGFR y -6.3 kcal/mol en TP53 (Figura 54).

Estos valores de energia de enlace son relevantes, puesto que se encuentran inferiores a -5.0
kcal/mol; una energia usada como pardmetro en el acoplamiento molecular. Las interacciones
de la proteina AKT1 muestran varias interacciones hidrofobicas y relacionadas con 7 en
residuos como 156 (x -alquilo) y 281 (r -azufre), que pueden estabilizar el kaempferol dentro
del sitio de unién, inhibiendo potencialmente la actividad de fosforilacion de AKT1. La unién
al EGFR incluye interacciones en residuos como 694 (n -sigma) y 719 (= -alquilo), que son
cruciales para las funciones de sefializacién del EGFR en el osteosarcoma. Para TP53, los

enlaces de hidrogeno convencionales en los residuos 176 y 174 pueden reforzar la unién del
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compuesto, posiblemente estabilizando TP53 para promover sus funciones supresoras de

tumores.

Interacciones con luteolina

Similar al kaempferol, la luteolina obtuvo una energia de enlace sobresaliente para todos los
cristales evaluados. Revisando sus conformaciones todas fueron inferiores a -4.6 kcal/mol.
Las conformaciones mas afines mostraron energias de enlace de -6.9 kcal/mol, -6.3 kcal/mol,
y -6.3 kcal/mol para AKT1, EGFR y TP53, respectivamente. Estos resultados muestran que

la luteolina es ligeramente mas afin a las proteinas evaluadas que el kaempferol.

En el caso de los residuos, la luteolina demuestra un patron similar de interacciones,
especialmente con AKT1 y EGFR, que involucra interacciones tanto hidrofébicas (van der
Waals) como polares. En AKT1, los residuos 156 y 228 son obtenidos debido a enlaces de
van der Waals y de hidrogeno, lo que puede obstaculizar la sefializacion de supervivencia de
AKT1. Dentro del EGFR, las interacciones clave ocurren en residuos como 832 y 830 (van
der Waals), que contribuyen en la capacidad de la luteolina para interrumpir la dimerizacién
del receptor y las vias de sefializacion posteriores. Por Gltimo, la interaccion de la luteolina
con TP53 incluye enlaces de hidrogeno en el residuo 171 e interacciones w-alquilo en 173, lo
que potencialmente contribuye a la reactivacion de la actividad supresora de tumores de TP53

en células de osteosarcoma.

Interacciones con la rutina

La rutina, un flavonoide glicosilado, interactia ampliamente con las proteinas examinadas,
demostrando una variedad de tipos de union que mejoran su estabilidad en el sitio de union
de cada proteina. Estas interacciones se deben a la complejidad de la molécula. Las
interacciones notables con AKT1 incluyen los residuos 160 (enlace de hidrégeno
convencional) y 189 (van der Waals), que podrian influir en la configuracion estructural de
AKT1 e inhibir su actividad. La interaccion con EGFR implica la formacion de enlaces de
hidrégeno en el residuo 721 y la interaccion zw-alquilo en 702, alineandose con regiones
criticas para la actividad quinasa de EGFR. Dentro de TP53, la unién de Rutin incluye una
interaccion apilada w-alquilo en el residuo 23, que puede ayudar en la estabilizacion de TP53

y su papel regulador transcripcional en la apoptosis.
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Interacciones con &cido salicilico

El &cido salicilico, conocido por sus propiedades antiinflamatorias, muestra interacciones
especificas de enlaces de hidrogeno con residuos de AKT1 como 180 y 163, lo que indica un
posible mecanismo para la modulacién del sitio activo de AKT1. Con EGFR, el residuo 982
(enlace de hidrogeno convencional) puede ser crucial para anclar el acido salicilico, lo que
potencialmente afecta la afinidad de union de EGFR con los socios de sefalizacion
descendentes. En TP53, el residuo 131 muestra un enlace de hidrégeno, que puede favorecer
la reactivacion de la funcion apoptética de TP53, promoviendo asi la muerte celular en el

osteosarcoma.

Interacciones con escopoletina

Las interacciones de la escopoletina en AKT1, EGFR y TP53 incluyen varias interacciones
relacionadas con van der Waals y 7, 1o que sugiere un patroén de unién estable. En AKTI, el
residuo 281 (van der Waals) y 234 (enlace de hidrégeno convencional) son notables por su
potencial para interrumpir la activacién de AKT1. Con EGFR, la escopoletina se une a
residuos como 963 (w-sigma) y 951 (m-alquilo), posiblemente influyendo en la dinamica
conformacional de EGFR y reduciendo la sefializacion. Dentro de TP53, las interacciones en
los residuos 171 y 236 sugieren el papel de la escopoletina en el refuerzo de la estabilidad
estructural de TP53, lo que podria ayudar a contrarrestar la desregulacion caracteristica de
TP53 del osteosarcoma.

Las interacciones de union reveladas en este estudio resaltan el potencial de estos compuestos
para modular las proteinas clave involucradas en la progresion del osteosarcoma. Las
interacciones hidrofdbicas y m, como se observa predominantemente en la union de AKT1 y
EGFR, indican una unién estable que puede bloquear las vias de sefializacion, mientras que
los enlaces de hidrogeno, especialmente en TP53, sugieren efectos de estabilizacion
beneficiosos para reactivar las funciones supresoras de tumores. Estos conocimientos
moleculares podrian guiar el desarrollo de terapias combinadas que exploten estos

mecanismos de union para superar la resistencia terapéutica en el osteosarcoma.

En base a los resultados de energia de enlace y residuos, las moléculas con mayor capacidad
fueron el kaempferol y la luteolina. Un hecho a resaltar, son los resultados de concentracion

y acoplamiento molecular, ya que, las hojas de Lonicera suspicata var. Jonstonii contuvieron
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una cantidad significativa de rutina respecto a las otras moléculas analizadas. No obstante,
de acuerdo a los resultados de energia de enlace y residuos, otros metabolitos secundarios en
menor proporcion mostraron tener un mayor impacto en las proteinas evaluadas. Este
resultado es de sumo interés, ya que demuestra uno de los puntos clave de la tesis, que es, la

accion del conjunto de compuestos activos en una o varias vias.
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Capitulo 5 Conclusiones

Etnofarmacobotanica via nanotecnologia

No es sorprendente que un gran numero de medicamentos utilizados en el tratamiento del
cancer y otras enfermedades tenga sus raices en la etnobotanica. En sus primeros usos,
muchos compuestos naturales fueron aplicados a dolencias comunes; sin embargo, estas
observaciones iniciales ofrecieron indicios clave para descartar, confirmar o predecir el
potencial terapéutico de estas sustancias, en gran medida gracias a los avances de la ciencia

moderna.

Esta tesis presenta un caso adicional en el que una planta, bajo un uso adecuado y
responsable, muestra un potencial prometedor en el tratamiento del osteosarcoma, un tipo de
cancer que afecta principalmente a nifios y jovenes. Como se menciond previamente, esta
planta cuenta con un largo recorrido historico de uso, y el reconocimiento de su capacidad
medicinal se debe, en gran parte, al conocimiento de los grupos Yumanos, en particular de

los Kumiai.

El concepto de “uso adecuado” es una ensefianza central que esta tesis busca transmitir. Tal
como se discutid en la seccion de identificacion de la planta, actualmente se enfrenta un reto
critico: la explotacion desmedida de esta especie, arrancada de su entorno natural y empleada
de manera que solo fomenta su extincion. A lo largo de esta investigacion, se ha mantenido
un profundo respeto por la planta, utilizando Unicamente 30 g de hojas secas para todos los
analisis y pruebas. Esto evidencia que, cuando se actla con conciencia y rigor, las plantas,
verdaderos reactores quimicos naturales, y sus productos (metabolitos primarios y
secundarios) pueden continuar ofreciendo soluciones terapéuticas para una variedad de
enfermedades. No obstante, es esencial que estas investigaciones vayan siempre

acompariadas del rigor cientifico y la experiencia de expertos.

Otro aspecto disruptivo es el estudio de los compuestos como un conjunto y no de manera
aislada. Es comprensible el enfoque tradicional de aislar y elucidar una molécula que tenga
el efecto anticancerigeno deseado. No obstante, parte del éxito de la naturaleza radica en el

trabajo conjunto de sus moléculas. Aqui demostramos como Unicamente cinco compuestos
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atacan de manera efectiva diferentes rutas del cancer. Es de esperarse que, entre mas

compuestos se identifiquen y evallen, méas rutas seran intervenidas por las moléculas.

Como analogia a la tendencia de volver a considerar los productos naturales, en esta tesis
también reivindicamos el papel crucial del arsénico (As) en el tratamiento contra el cancer.
Casi como presagio de Paul Ehrlich y su concepto de "magic bullet”, que hoy en dia
denominamos terapia dirigida, empleamos precisamente ese concepto en esta tesis al usar un
nanosistema (As NPs) conjugado con fitocompuestos. Los resultados de esta estrategia
proporcionaron un potencial tratamiento contra el osteosarcoma, donde solo las etapas

siguientes diran si se convierte en una esperanza para las personas que sufren de cancer.

Finalmente, cabe destacar la dualidad que subyace en esta investigacion: un puente entre
pasado y futuro. El pasado, representado por los antecedentes etnobotanicos, y el futuro,
marcado por las pruebas, caracterizaciones y analisis modernos, con especial énfasis en el
uso de nanotecnologia y herramientas bioinformaticas. Esta conjuncién es un claro ejemplo
de como el conocimiento ancestral, en combinacion con la ciencia contemporanea, puede
abrir nuevas vias en la busqueda de tratamientos efectivos contra enfermedades tan complejas

como el cancer.

Botanica

Etnofarmacobotinica
via
Nanotecnologia

Etnologia Farmacéutica

Nanotecnologia

Figura 57. Interaccién y resumen de los pilares de esta tesis
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Apeéndice

Apéndice 1. Registro de barrido fitoquimico

Resultado

Metabolitos Evaluacion
Alcaloides -
Terpenoides +
Saponinas +
Flavonoides +
Antraguinonas +
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Carbohidratos +

Esteroides +
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Apendice 2. Registro de cromatografia de capa fina

Fase movil

DCM/EtOAC
1:1

DCM/MeOH
9:1

EtOAc/MeOH
9:1

DCM/MeOH
5:1

EtOAc/MeOH
5:1

DCM/MeOH
4:1

EtOAc/MeOH
4:1
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Apéndice 3. Registro de cromatografia de columna

c)

Figura Al. Registro del proceso de obtencion de fracciones por CC: a) inicio del fraccionamiento,

b) después de 1h del fraccionamiento, ¢) después de 1h del fraccionamiento y bajo luz UV-B, y d)

final del fraccionamiento
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Apéndice 4. Nanoparticulas de MgO: Estudio de la reaccién y caracterizacién

Solucion de NaOH

(0.1N)

MgO NPs

Tamaiio: 401.0 nm
Potencial Z: 28.8 mV
Polaridad: +

Procedimiento
o 1h de agitacion
- _\ (300rpm)
5.0mM MeCl#611:0
50ml agua desionizada -
20.0uL crudo
-ﬁ = A
Guardado a 25°C Ajustea pH 80
\ i =""% '_/
1h de agitacion - Ih gfuif;:;lf]im’
Figura A2. Sintesis de MgO NPs
Caracterizacion
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Figura A3. Caracterizacion fisicoquimica de MgO NPs: a) UV-Vis; b) DLS; c) FTIR

Tabla Al. Bandas y asignacion del espectro por FTIR

NUmero de onda

cm-1) Asignacion

cm-
3412 v(O-H)
2926 vas(C-H)
2856 vs(C-H)
1550 v(C=C)
1380 vs(-COO)
1070 v(C-0)
512 Mg-O
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Apéndice 5. Nanoparticulas de V20s: Estudio de la reaccion y caracterizacion

Sintesis
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Solucién de NaOH
? (0.1N)
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U
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Figura A4. Sintesis de V205 NPs
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Figura Ab5. Caracterizacion fisicoguimica de V20s NPs, a) UV-Vis, b) DLS, ¢) FTIR

Tabla A2. Bandas y asignacion del espectro por FTIR

NUmero de onda ) »
(cm-1) Asignacion
3388 v(O-H)
2926 vas(C-H)
2856 vs(C-H)
1640 v(C=C)
1400 5(C-H)
1106 v(C-0)
928 v(V-0-V)
618 v(V-0-V)
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Apéndice 6. Nanoparticulas de MnO: Estudio de la reaccion y caracterizacion

Procedimiento

— — Ih de agitacion
R . o
5.0mM MnCl*4H,O
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-
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Figura A6. Sintesis de MnO NPs
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Figura A7. Caracterizacion fisicoguimica de MnO NPs: a) UV-Vis; b) DLS; ¢) FTIR

Tabla A3. Bandas y asignacion del espectro por FTIR

Numero de onda . »

(cm-1) Asignacion
3392 v(O-H)
1636 v(C=0)
1376 vs(-COO)
878 Mn-O
602 Mn-O
474 Mn-O
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Apéndice 7. Nanoparticulas de Cu: Estudio de la reaccion y caracterizacion

Sintesis

5.0mM CuSO0,5H,0
50m] agua desionizada

20.0uL
1 D_minl de i extracto
agitacion concentrado

- SN
= =

Guardado a 25°C

250

[ > 5.0mM NaBH,
1h de agitacion — 30min d
/_\% ag;]l‘:lgids
Figura A8. Sintesis de Cu NPs
Caracterizacion
5 10
Cu NPs Cu NPs
4 8
34 = 61
=]
2 < Tamatfio: 52.1 nm
< Q Potencial Z: 27.8 mV
2 2 44 Polaridad: -
1 21
524 nm
0.06 abs.
O O ) T T T T
200 300 400 500 600 700 800 0 50 100 150 200
Longitud de onda (nm) Tamaifio (nm)
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100

95 4

% T

85

80

Cu NPs

cm-1

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Figura A9. Caracterizacion fisicoguimica de Cu NPs: a) UV-Vis; b) DLS; ¢) FTIR

Tabla A4. Bandas y asignacion del espectro por FTIR

NUmero de onda

(cm-1) Asignacion

cm-
3412 v(O-H)
2922 Vas(C-H)
2856 vs(C-H)
1628 v(C=0)
1376 v(-CO0)
1124 v(C-0)
626 Cu-O
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Apéndice 8. Nanoparticulas de ZnO;: Estudio de la reaccion y caracterizacion

Sintesis

o=\ 1h de agitacion

5.0mM Zn(NO:),*6H,0

50ml agua desionizada T Solucion de NaOH
20.0uL crudo
o ="\
- A .,
ardado a 25°C
Guardado a 25°C Ajuste a pH 8.0

Ne!

P 1h de agitacion
1h de agitacion - (300rpm)

Figura A10. Sintesis de ZnO NPs

Caracterizacion
5 20
ZnO NPs ZnO NPs
4 .
154
_g S o4 Tamartio: 105.9 nm
< QO Potencial Z: 32.1 mV
2 2 Polaridad: +
14 340 nm 51
0.484 abs.
0 T T T T T 0 T T T
200 300 400 500 600 700 800 0 50 100 150 200
Longitud de onda (nm) Tamaifio (nm)
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100

90

%T

70

60

ZnO NPs

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000
cm-1

500

Figura A1l. Caracterizacion fisicoquimica de ZnO NPs: a) UV-Vis; b) DLS; ¢) FTIR

Tabla A5. Bandas y asignacion del espectro por FTIR

NUmero de onda

(cm-1) Asignacion
cm-

3366 v(O-H)
2976 Vas(C-H)
2880 vs(C-H)
1502 v(C=C)
1378 v(-CO0)
1042 v(C-0)
830 8(C-H)
704 v(Zn-0)
634 v(Zn-0)
462 v(Zn-0)
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Apéndice 9. Nanoparticulas de Se: Estudio de la reaccion y caracterizacion

Sintesis

EFN

5.0mM Na,SeO;

10min de T 20.0uL

agitacion §  extracto
y =V N concentrado
50ml agua desionizada f

3 Thde
pa— \':/j_\ agilllci()n
Guardado a 25°C
Figura A12. Sintesis de Se NPs
Caracterizacion
4 10
256 nm Se NPs Se NPs
3.278 abs.
8 m
3 -
= 64 Tamarfio 1: 110.9 nm
w g Tamafio 2: 345.2 nm
':E 21 O Potencial Z: 41.1 mV
~2 4 Polaridad: -
)
14 5
0 T T T T T 0 ] T T T T
200 300 400 500 600 700 800 0 100 200 300 400 500
Longitud de onda (nm) Tamaiio (nm)
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100+

954

% T

854

80

Se NPs

cm-1

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Figura A13. Caracterizacion fisicoquimica de Se NPs: a) UV-Vis; b) DLS; c¢) FTIR

Tabla A6. Bandas y asignacion del espectro por FTIR

NUmero de onda

(cm-1) Asignacion
3286 v(O-H)
1660 v(C=0)
1416 v(COO)
1338 8(0-H)
1012 v(C-0)
744 Se-O; Se-C
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Apéndice 10. Nanoparticulas de Ag: Estudio de la reaccion y caracterizacion

Sintesis

10min de
agitacion

<

5.0mM AgNO;
50ml agua desionizada

&/
i ug]ilI:lcd'iZn
Guardado a 25°C
protegido de la luz
Figura Al4. Sintesis de Ag NPs
Caracterizacion
2.0
AgNPs
1.54
=
£, 0569 5
,.:é .04 B abs. O
N
=]
0.5 1
U.D T T T T T
200 300 400 500 600 700 800

Longitud de onda (nm)
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-
Protegido de la
luz con aluminio

20.0uL
extracto
concentrado

Tamafio (nm)

10
Ag NPs
8 .
Tamano 1: 46.3 nm
6 Potencial Z: 37.2 mV
Polaridad: -
4 4
2 4
0 ] T T T
0 50 100 150

200



Ag NP
100 Sl

90 4

% T

804

70 T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

cm-1

Figura A15. Caracterizacion fisicoquimica de Ag NPs: a) UV-Vis; b) DLS; ¢) FTIR

Tabla A7. Bandas y asignacion del espectro por FTIR

Numero de onda . »
(cm-1) Asignacion
3404 v(O-H)
2926 vas(C-H)
2856 vs(C-H)
1658 v(C=0)
1310 3(0-H)
1040 v(C-0)
810 Ag-C
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Apéndice 11. Nanoparticulas de Pt: Estudio de la reaccion y caracterizacion

Sintesis

10min de

agitacion

L \
5.0mM H,PtClg

50ml agua desionizada

A

N =
=0 =

Guardado a 25°C
5.0mM NaBH;

1h de agitacion Aomi
Py 30min de

- e

Figura A16. Sintesis de Pt NPs

20.0pL
j  extracto
concentrado

O,

Caracterizacion
2.0 16
Pt NPs Pt NPs
1.5 124
—
<
E % 8 - Tamafio: 11.6 hm
< M O Potencial Z: 76.4 mV
O\c Polaridad: -
0.5 41
0.0 T T T T T O ] T T T T
200 300 400 500 600 700 800 0 10 20 30 40
Longitud de onda (nm) Tamafio (nm)
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100

95

90

% T

854

80

754

Pt NPs

70

T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000

cm-1

T
500

Figura A17. Caracterizacion fisicoquimica de Pt NPs: a) UV-Vis; b) DLS; ¢) FTIR

Tabla A8. Bandas y asignacion del espectro por FTIR

NUmero de onda

(cm-1) Asignacion

cm-
3293 v(O-H)
2982 vas(C-H)
2880 3(C-H)
1732 v(C=0)
1650 v(C=C)
1410 v(C-C)
1256 v(C-0)
1060 v(C-0)
695 Pt-C
638 Pt-C
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Apéndice 12. Nanoparticulas de Au: Estudio de la reaccion y caracterizacion

Sintesis

F N

5.0mM HAuCly3H,0
50ml agua desionizada

T 20.0uL
10min de extracto
agitacion concentrado

m N SN
Guardado a 25°C
5.0mM NaBH,

1

Ih de agitacion ! , 30min d
/_\-_ ==\ ag::::‘ibs
Figura A18. Sintesis de Au NPs
Caracterizacion
2.5 14
Au NPs Au NPs
12 4
2.0
10 1
154 = g
7] = =
) < Tamano: 22.6 nm
<ﬁ @] 6 Potencial Z: 70.2 mV
1.0 4 =2 Polaridad: -
4 4
550 nm
05 0.259 abs. 2
0.0 . . . ; ; 04 . . ; :
200 300 400 500 600 700 800 0 20 40 60 80 100
Longitud de onda (nm) Tamaifio (nm)
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100

AuNPs

954

%T

854

80+

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
cm-1

Figura A19. Caracterizacion fisicoquimica de Au NPs: a) UV-Vis; b) DLS; ¢) FTIR

Tabla A9. Bandas y asignacion del espectro por FTIR

NUmero de onda ) »
(cm-1) Asignacion

3292 v(O-H)
2976 vas(C-H)
2880 §(C-H)
1738 v(C=0)
1650 v(C=C)
1410 v(C-C)
1256 v(C-0)
1060 v(C-0)
698 Au-C
642 Au-C
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Apéndice 13. Nanoparticulas de CeO,: Estudio de la reaccién y caracterizacién

Sintesis

\lOmin de agitacion

5.0mM CeCl; 7TH.0 " 50mM NaBH.
50ml agua desionizada _

-
- 2.0uL crudo | |

Jo
(—
m=r N

Guardado a 25°C

.

1h de agitaciéon

b

30min de agitacion

Figura A20. Sintesis de CeO2 NPs

Caracterizacion
4 10
CeO,NPs CeOy NPs
8 -
3 .
= 6 Tamano 1: 28.7 nm
; = Tamafio 2: 310.1
A = amano 2: I nm
0 2 325 nm S
= 2275 abs. (@) N Poten_cna] .Z. 14.7 mV
=2 Polaridad: +
[=)
1 5
0 .
0 T T T T T T T T T
200 300 400 500 600 700 800 0 100 200 300 400 500
Longitud de onda (nm) Tamafio (nm)
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90

80+

70

% T

60 -

504

40 -

304

CeO, NPs

T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

cm-1

Figura A21. Caracterizacion fisicoquimica de CeO; NPs: a) UV-Vis; b) DLS; ¢) FTIR

Tabla A10. Bandas y asignacion del espectro por FTIR

NUmero de onda

(cm-1) Asignacion
cm-
3280 v(O-H)
1532 v(C=C)
1324 §(0-H)
1044 v(C-0)
840 v(Ce-0)
414 v(Ce-0)
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Apéndice 14. Espectro de MS respecto al modo de escaneo para el acido salicilico

B _Q1: 188 MCA scans from Sample 1 (TuneSampieiD) of MT20240617142684 witt (Turbo Spray)

60.0

Intensity, cps
M
s
&

Intensity, cps.

1.0e8
709
off
0.

a)

40e5

355

B \1S2 (137.00) 195 MCA scans from Sample 1 (TuneSampleiD) of MT20240617142215.wiff (Turbo Spray)

931

b)

Figura A22. Espectro de masas con diferentes tipos de escaneo para el &cido salicilico: a) Q1 scan 'y

b) MS2 scan
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Apendice 15. Espectro de MS respecto al modo de escaneo para la luteolina

W01 439 MCA scans from Ssmple 1 (TuneSamplelD) of MT20240618115311.wiff (Turbo Spray) W .03 189 MCA scans from Sample 1 (TuneSamplelD) of MT202408 18115525 wiff (Turbo Spray)
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Figura A23. Espectro de masas con diferentes tipos de escaneo para la luteolina: a) Q1 scan, b) Q3
scan; ¢) MS2 scan; d) EPI scan; €) EMS scan

157



Apéndice 16. Espectro de MS respecto al modo de escaneo para el kaempferol

B .01 858 MCA scans from Sample 1 (TuneSamplelD) of MT20240818144804 wiff (Turbo Spray)
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B _£P| (285.00): 38 MCA scans from Sample 1 (TuneSamplelD) of MT20240618145738 wiff (Turbo Spray)
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Figura A24. Espectro de masas con diferentes tipos de escaneo para el kaempferol: a) Q1 scan, b)

Q3 scan; c) EPI scan; d) MS2 scan
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Apendice 17. Espectro de MS respecto al modo de escaneo para la rutina

B G1271 MCA scans from Sample 1 (TuneSampleiD) of MTZ0240818 152028 wiff (Turbo Spray)

B £01S 35 MICA scans from Sample 1 (TuneSampleiD) of MT20240616152207 wiff (T urbo Spray)
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Figura A25. Espectro de masas con diferentes tipos de escaneo para la rutina: a) Q1 scan, b) Q3 scan;

c) EPI scan; d) EMS scan
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Apéndice 18. Espectro de MS respecto al modo de escaneo para la escopoletina

ores Sprass

= -

Torbo Spray]

Intensiy, eps

5 wi (1723 S5 e )

AR R R

c)
Figura A26. Espectro de masas con diferentes tipos de escaneo para la escopoletina: a) Q1 scan, b)

Q3 scan; ¢) EPI scan; d) EMS scan
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Apendice 19. Cromatograma con tiempos de retencion para todas las moléculas analizadas
por LC-MS/MS

0.78 ppb

- v 2 Sl Sl :.1‘1._ = = S B A A2l e
3.125 ppb 6.25 ppb

12.5 ppb 25 ppb
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\
I : )

50 ppb
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Apéndice 20. Resultados proporcionados por ANALYST Software de curvas de calibracion

Nombre Ac. Salicilico Luteolina Kaempferol Escopoletina | Rutina

ST0.19ppbMeOH 0.349 0.223 0.505 0.263 0.209
ST0.0.39ppbMeOH 0.0451 0.282 0.258 0.355 0.364
ST0.0.78ppbMeOH 0.384 0.741 0.258 0.723 0.815
ST0.1.56ppbMeOH 1.38 151 0.752 1.09 1.46
ST0.3.125ppbMeOH 3.08 3.34 2.98 3.2 3.07
ST0.6.25ppbMeOH 6.74 6.99 4.46 6.38 6.33
ST0.12.5ppbMeOH 14.2 135 14 144 12.9
ST0.25ppbMeOHQC 24.2 27.1 28.6 26.7 27.3
ST0.50ppbMeOH 47.2 50.3 52.2 52.8 52.3
ST0.100ppbMeOH 99 99.9 97.1 101 99.3
ST0.200ppbMeOH 201 200 201 199 188
ST0.25ppbMeOHQC 26.5 26.2 29.7 23.8 25.1
ST0.25ppbMeOHQC 24.4 26.9 28.2 27 24.2
J11/1 3.86 6.87 0.258 18.7 348

J11/2 2.36 5.52 0.752 12.5 255

J11/3 2.06 4.35 <0 11.2 211

J11/4 2.87 3.82 1.49 10.5 177

J21/1 3.98 7.03 0.0113 13.3 344

J2 1/2 2.81 5.58 0.999 115 272

J21/3 2.51 4.96 0.999 10 230

J21/4 2.62 4.42 0.999 9.19 195
ST0.25ppbMeOHQC 26.5 20.2 20.8 21.6 22.6
ST0.25ppbMeOHQC 24.3 22.4 19.3 215 23.9
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Apéndice 21. Curvas de calibracion para todas las moléculas analizadas por LC-MS/MS de

0.19 ppb a 200 ppb

Acido salicilico Luteolina

Kaempferol

A1 RRARRRRRE T

Escopoletina

Rutina
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Apéndice 22. Célculo de concentracion de las hojas de Lonicera suspicata var. Jonstonii en

polvo 1

1ppb=1pg/L=
1 ng/mL

Unidades

Rutina

Luteolina

Kaempferol

Acido

salicilico

Escopoletina

Tiempo de

retencion

min

6.6190

8.6620

8.9730

3.5700

3.3310

Concentracion del
compuesto en el
extracto diluido

segun la curva de

calibracién de
Analyst

ng/mL

348.0000

6.8700

0.2580

3.8600

18.7000

Factor de dilucion

4.0000

4.0000

4.0000

4.0000

4.0000

Concentracion del
compuesto en el
extracto antes de

dilucion

ng/mL

1392.0000

27.4800

1.0320

15.4400

74.8000

Volumen total del
extracto
producido durante
la extraccion por

ultrasénico

mL

2.0000

2.0000

2.0000

2.0000

2.0000

Densidad del
solvente usado en
la extraccion
(80%MeOH + 1%
AcOH)

g/mL

0.8590

0.8590

0.8590

0.8590

0.8590

Gramos total del
extracto
producido durante
la extraccion por

ultrasénico

1.7180

1.7180

1.7180

1.7180

1.7180

Cantidad total de
compuesto
extraido a partir

del polvo de

ng

2784.0000

54.9600

2.0640

30.8800

149.6000
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Lonicera
suspicata var.

Jonstonii

Peso del polvo de

Lonicera
suspicata var.

Jonstonii

0.0257

0.0257

0.0257

0.0257

0.0257

Concentracion del
compuesto en el

polvo de
Lonicera
suspicata var.
Jonstonii en
ng/g

ng/g DW

108326.848
2

2138.521
4

80.3113

1201.556
4

5821.0117

Concentracion del
compuesto en el

polvo de

Lonicera
suspicata var.
Jonstonii en
Ha/g

1o/g DW

108.3268

2.1385

0.0803

1.2016

5.8210
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Apéndice 23. Célculo de concentracion de las hojas de Lonicera suspicata var. Jonstonii en
polvo 2

lppb=1pg/L=1 ] ] ] Acido ]
Unidades Rutina Luteolina | Kaempferol L Escopoletina
ng/mL salicilico
Tiempo de ]
y min 6.6190 8.6620 8.9730 3.5700 3.3310
retencion

Concentracion del
compuesto en el

extracto diluido

ng/mL 344.0000 7.0300 0.0113 3.9800 13.3300
segln la curva de
calibracion de
Analyst
Factor de dilucion 4.0000 4.0000 4.0000 4.0000 4.0000

Concentracién del
compuesto en el
ng/mL 1376.0000 28.1200 0.0452 15.9200 53.3200
extracto antes de

dilucion

Volumen total del
extracto producido
durante la mL 2.0000 2.0000 2.0000 2.0000 2.0000
extraccién por
ultrasénico
Densidad del
solvente usado en la
extraccion g/mL 0.8590 0.8590 0.8590 0.8590 0.8590
(809%MeOH + 1%
AcOH)

Gramos total del

extracto producido

durante la g 1.7180 1.7180 1.7180 1.7180 1.7180

extraccion por
ultrasénico

Cantidad total de

compuesto extraido

. ng 2752.0000 56.2400 0.0904 31.8400 106.6400
a partir del polvo de

Lonicera

167



suspicata var.

Jonstonii

Peso del polvo de
Lonicera
suspicata var.
Jonstonii

0.0257

0.0257

0.0257

0.0257

0.0257

Concentracion del
compuesto en el
polvo de Lonicera
suspicata var.
Jonstonii en ng/g

ng/g DW

107081.7121

2188.3268

3.5175

1238.9105

4149.4163

Concentracion del
compuesto en el
polvo de Lonicera
suspicata var.
Jonstonii en pg/g

pno/g DW

107.0817

2.1883

0.0035

1.2389

4.1494
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Apendice 24. Absorcion-distribucion-metabolismo-excrecion-toxicidad (ADMET) del

kaempferol

o0&z

SMILES Oc1cee(cc1)ctoc2ec(O)ec(c2¢(=0)c10)0

Formula

Molecular weight

Num. heavy atoms

Num. arom. heavy atoms
Fraction Csp3

Num. rotatable bonds
Num. H-bond acceptors
Num. H-bond donors
Molar Refractivity

TPSA

Log Py, (ILOGP)

Log Popy (XLOGP3)
Log Pypy (WLOGP)
Log Pypy (MLOGP)
Log Py (SILICOS-IT)
Consensus Log Py,

169

Water Solubility
T Log S (ESOL) -3.31
Solubility 1.40e-01 mg/ml ; 4.90e-04 mol/l
FUEX Class Soluble
Log S (Ali) ¢ -3.86
Solubility 3.98e-02 mg/ml ; 1.39e-04 mol/l
Class Soluble
INSATU potar  L0g S (SILICOS-IT) -3.82
Solubility 4.29e-02 mg/ml ; 1.50e-04 mol/l
Class Soluble
RS Pharmacokinetics
Gl absorption High
Physicochemical Properties BBB permeant No
C15H1006 P-gp substrate No
286.24 g/mol CYP1A2 inhibitor Yes
21 CYP2C19 inhibitor No
16 CYP2C3 inhibitor No
0.00 CYP2D6 inhibitor Yes
1 CYP3A4 inhibitor Yes
6 Log K}, (skin permeation) -6.70 cmv/s
4 Druglikeness
76.01 Lipinski Yes; 0 violation
11.13 A2 Ghose Yes
Dpopiscey, Veber Yes
1.70 Egan Yes
1.90 Muegge Yes
228 Bioavailability Score 0.55
-0.03 Medicinal Chemistry
if
203 PAINS 0 alert
Brenk 0 alert
158
Leadlikeness Yes
Synthetic accessibility 314
WLOGP
7
6
5
4
3
o
2
1
0
1
2
-3
4
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Apeéndice 25. Absorcion-distribucion-metabolismo-excrecion-toxicidad (ADMET) de la

rutina

o0&

Oc1cc(O)c2c¢(c1)oc(c(c2=0)0[C@@H]10[C@H]

uPo

INSOLU

SMILES  (CO[C@@H[20[C@@H](C)[CR@H]([C@HI(C@H]20)0)0)[C@H]

([C@@H)([C@H]10)0)O)c1ccc(c(c1)0)O

Log S (ESOL) &
Solubility
Class ©

Log S (Ali)
Solubility
Class ©

Log S (SILICOS-IT) ¢
Solubility
Class ©

Gl absorption ©

BBB permeant ©
P-gp substrate ©
CYP1A2 inhibitor &
CYP2C19 inhibitor ©
CYP2C9 inhibitor &
CYP2D6 inhibitor &
CYP3A4 inhibitor

Log Kp (skin permeation) ©

Lipinski ©
Ghose ¢

Veber
Egan ©

Muegge

Bioavailability Score ©

PAINS &

Brenk

Leadlikeness
Synthetic accessibility

Water Solubility
-3.30
3.08e-01 mg/ml ; 5.05e-04 mol/l
Soluble

-4.87
8.30e-03 mg/ml ; 1.36e-05 mol/l
Moderately soluble
-0.29
3.15e+02 mg/ml ; 5.15e-01 mol/l
Soluble

Pharmacokinetics
Low
No
Yes
No
No
No
No
No
-10.26 cm/s

Druglikeness

No; 3 violations: MW>500, NorO>10, NHorOH>5

No; 4 violations: MW>480, WLOGP<-0.4, MR>130,
#atoms>70

No; 1 violation: TPSA>140
No; 1 violation: TPSA>131.6

No; 4 violations: MW>600, TPSA>150, H-acc>10,
H-don>5

017

Medicinal Chemistry

1 alert: catechol_A®©

1 alert: catechol ©

No; 1 violation: MW>350
6.52

Physicochemical Properties
Formula C27H30016
Molecular weight 610.52 g/mol
Num. heavy atoms 43
Num. arom. heavy atoms 16
Fraction Csp3 044
Num. rotatable bonds 6
Num. H-bond acceptors 16
Num. H-bond donors 10
Molar Refractivity 141.38
TPSA© 26943 A2
Lipophilicity
Log Py, (ILOGP) © 0.46
Log Py (XLOGP3) © 033
Log Popy (WLOGP) © -1.69
Log Pypy (MLOGP) © -3.89
Log Pgjy (SILICOS-IT) 24
Consensus Log Py, © -1.51
WLOGP

7

6

5

4

3

2

1

0
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Apeéndice 26. Absorcion-distribucion-metabolismo-excrecion-toxicidad (ADMET) de la

escopoletina
HoOP= Water Solubility
e Log S (ESOL) 246
Solubility 6.70e-01 mg/ml ; 3.48e-03 mol/l
CH, o SIZE Class Soluble
(I) Log S (Ali) -2.39
NS Solubility 7.79e-01 mg/ml ; 4.06e-03 mol/l
Class Soluble
HO 0 0  saTu poar  L0g S (SILICOS-IT) -3.17
Solubility 1.31e-01 mg/ml ; 6.81e-04 mol/l
Class Soluble
INSOLU Pharma < 9
SMILES COc1cc2ccc(=0)oc2cc10 Gl absorption High
Physicochemical Properties BBB permeant Yes
Formula C10H804 P-gp substrate No
Molecular weight 192.17 g/mol CYP1A2 inhibitor Yes
Num. heavy atoms 14 CYP2C19 inhibitor No
Num. arom. heavy atoms 10 CYP2C9 inhibitor No
Fraction Csp3 0.10 CYP2D6 inhibitor No
Num. rotatable bonds 1 CYP3A4 inhibitor No
Num. H-bond acceptors 4 Log Kp (skin permeation) -6.39 cm/s
Num. H-bond donors 1 Druglikeness
Molar Refractivity 51.00 Lipinski Yes; 0 violation
TPSA 59 67- A2 - Ghioes Vs
Lipophlicity Veber Yes
Log Py (ILOGP) 1.86 Egan Yes
Log Py (XLOGP3) 153 Muegge No; 1 violation: MW<200
Log Py, (WLOGP) 1.51 Bioavailability Score 0.55
Log Pgyy, (MLOGP) 0.76 Medicinal Chemistry
Log Py, (SILICOS-IT) 1.94 BAINS feor
c Log P Brenk 1 alert: cumarine
onsensus Lo
Yicol L Leadlikeness No; 1 violation: MW<250
Synthetic accessibility 262
WLOGP
7
6
5
4
3
2
o
1
0
1
2
3
4
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 TPSA
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Apéndice 27. Absorcién-distribucion-metabolismo-excrecion-toxicidad (ADMET) de

luteolina

o0z

SMILES Oc1cc(O)c2c(c1)oc(cc2=0)c1cce(c(c1)0)0

Formula

Molecular weight

Num. heavy atoms

Num. arom. heavy atoms
Fraction Csp3

Num. rotatable bonds
Num. H-bond acceptors
Num. H-bond donors
Molar Refractivity

TPSA ©

Log Py (ILOGP) ¢
Log Pypy (XLOGP3) ¢
Log Pypy (WLOGP)
Log Py (MLOGP)
Log Popy (SILICOSHIT)

Consensus Log Pgsy

172

Water Solubility
Lo Log S (ESOL) a7
Solubility 5.63e-02 mg/ml ; 1.97e-04 mol/l
FLEX SIZE Class Soluble
Log S (Ali) ¢ 451
Solubility 8.84e-03 mg/ml ; 3.09e-05 mol/l
Class Moderately soluble
— poar  LOg S (SILICOS-IT) 382
Solubility 4.29e-02 mg/ml ; 1.50e-04 mol/l
Class Soluble
INSOLU Pharmacoki 3
Gl absorption High
Physicochemical Properties BBB permeant No
C15H1006 P-gp substrate No
286.24 g/mol CYP1A2 inhibitor © Yes
21 CYP2C19 inhibitor No
16 CYP2C9 inhibitor No
0.00 CYP2DE6 inhibitor Yes
1 CYP3A4 inhibitor Yes
6 Log Kp (skin permeation) -6.25 cm/s
4 Druglikeness
76.01 Lipinski Yes; 0 violation
111.13 A2 Ghose Yes
Lipophilicity Veber Yes
1.86 Egan Yes
253 Muegge Yes
228 Bioavailability Score 0.55
-0.03 Medicinal Chemistry
203 PAINS 1 alert: catechol_A ¢
7 Brenk © 1 alert: catechol
! Leadiikeness © Yes
Synthetic accessibility 3.02
WLOGP
i
6
5
4
3
o
2
1
0
= |
2
-3
4
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Apendice 28. Absorcion-distribucion-metabolismo-excrecion-toxicidad (ADMET) del
acido salicilico

HeOPz
(o)

HO

SMILES OC(=O)c1cccec1O

Formula

Molecular weight

Num. heavy atoms

Num. arom. heavy atoms
Fraction Csp3

Num. rotatable bonds
Num. H-bond acceptors
Num. H-bond donors
Molar Refractivity

TPSA

Log Py (ILOGP)

Log Pypy (XLOGP3)
Log Pyuy (WLOGP)
Log Py (MLOGP)
Log Py (SILICOS-IT)
Consensus Log Pgyy,

173

Water Solubility
T Log S (ESOL) 250
OH Solubility 4.39e-01 mg/ml ; 3.18e-03 mol/l
PLEX SIZE Class Soluble
Log S (Ali) -3.10
Solubility 1.09e-01 mg/ml ; 7.86e-04 mol/l
Class Soluble
Nakio poar  LOg S (SILICOS-IT) 117
Solubility 9.40e+00 mg/ml ; 6.81e-02 mol/l
Class Soluble
INSOLU Pharmacokinetics
Gl absorption High
Physicochemical Properties BBB permeant Yes
C7H603 P-gp substrate No
138.12 g/mol CYP1A2 inhibitor No
10 CYP2C19 inhibitor No
6 CYP2CS9 inhibitor No
0.00 CYP2DS6 inhibitor No
1 CYP3A4 inhibitor No
3 Log Kp (skin permeation) -5.54 cm/s
2 Druglikeness
35.42 Lipinski Yes; 0 violation
5753 A° Ghose No; 3 violations: MW<160, MR<40, #atoms<20
Lipophdlicity Veber Yes
113 Egan Yes
226 Muegge No; 1 violation: MW<200
1.09 Bioavailability Score 0.85
0.99 Medicinal Chemistry
|
074 PAINS 0 alert
Brenk 0 alert
vt Leadlikeness No; 1 violation: MW<250
Synthetic accessibility 1.00
WLOGP
4
6
5
4
3
2
1
0
4
2
3
4
0 20 40 80 100 120 140 160 180 TPSA



Apéndice 29. Conformaciones y energias de enlace en AKT1

WZOoTH>»ZTIVOMZOOR WZO—-HAPZTVDOMZOOH

MWZO~H>»ZTVOMZOOH

Kaempferol_opt:2.0 rms

-

6.5 6.0 -5.5 -5.0 -45 -4.0
BINDING ENERGY
Luteolin_opt:2.0 rms
3
2,
1
-9,0 -6.5 -6.0 -5.5 -5.0 -45 -4.0
BINDING ENERGY
Rutin_opt:2.0 rms
1
-5.0 -45 -4.0 -35 -20 -1.5 1.0

-3.0
BINDING ENERGY
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NWZO~H»EZTWOMZOOH

NWZO~=H>»ZTDOMZOOH

Salicylic_acid:2.0 rms

-6.8
BINDING ENERGY

Scopoletin_opt:2.0 rms

-6.6

-6.4

-5.0
BINDING ENERGY
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Apéndice 30.

WZO~=HPZTDOMZOOH

MWZO~THPZTVOMZOOH

MWZO~HP»ZTDOMZOOH

Conformaciones y energias de enlace en EGFR

Kaempferol_opt:2.0 rms

1
-% 0 -5.8 -5.6 -54 -5.2 -5.0 -48 -46 -44 -42
BINDING ENERGY
Luteolin_opt:2.0 rms
2
9% 5 0 £5 50
BINDING ENERGY
Rutin_opt:2.0 rms
1
-6.0 -55 -5.0 -4 -4 -3.5 - -25 - -1.5
BINDING ENERGY
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NZO~—HP»ZTDOMZOOH

WZO~HPZTDOMZOOH

Salicylic_acid:2.0 rms

-6.0

-5.5
BINDING ENERGY

Scopoletin_opt:2.0 rms

-5.0 -4.8
BINDING ENERGY
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Apéndice 31.

WZO~=HP»PZTVOMZOOH# NZO~HP»ZTVOMZOOH

MWZO~H»ZTVOMZOO#H

Conformaciones y energias de enlace en TP53

Kaempferol_opt:2.0 rms

4(\7.0 6.5 6.0 -55 -5.0 -4.5 -4.0
BINDING ENERGY
Luteolin_opt:2.0 rms
3
2
1
9% 55 0 5 50 45
BINDING ENERGY
Rutin_opt:2.0 rms
1
-5.0 -4.5 -4.0 -35 3.0 2 1.0 -0.5 0.0 05 1.0

-2.0 -1.5
BINDING ENERGY
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NWZO~H>»=TVOMZOO#

NWZO~HP»ZTVOMZOO#

Salicylic_acid:2.0 rms

-4.95

-4.9

-4.85

-48

-4.75 -4.7
BINDING ENERGY

Scopoletin_opt:2.0 rms

-4.65

-4.55

-4.5

-4.9 -4.8
BINDING ENERGY

179
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Apeéndice 32. Sitio activo de AKT1-kaempferol

Figura A27. Sitio activo resaltando: a) aromaticidad, b) puentes de H, ¢) cargas interpolares, d)
hidrofobicidad, €) ionizabilidad, f) SAS
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Apeéndice 33. Sitio activo AKT1-luteina

Figura A28. Sitio activo resaltando: a) aromaticidad, b) puentes de H, c) cargas interpolares, d)
hidrofobicidad, €) ionizabilidad, f) SAS
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Apeéndice 34. Sitio activo AKT1-rutina

)
Figura A29. Sitio activo resaltando: a) aromaticidad, b) puentes de H, ¢) cargas interpolares, d)

hidrofobicidad

e

e) ionizabilidad, f) SAS
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Apendice 35. Sitio activo AKT1-4cido salicilico

Figura A30. Sitio activo resaltando: a) aromaticidad, b) puentes de H, c) cargas interpolares, d)
hidrofobicidad, e) ionizabilidad, f) SAS
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Apeéndice 36. Sitio activo AKT1-escopoletina

Figura A31. Sitio activo resaltando: a) aromaticidad, b) puentes de H, c) cargas interpolares, d)
hidrofobicidad, €) ionizabilidad, f) SAS
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Apendice 37. Sitio activo EGFR-kaempferol

Figura A32. Sitio activo resaltando: a) aromaticidad, b) puentes de H, c) cargas interpolares, d)
hidrofobicidad, €) ionizabilidad, f) SAS
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Apeéndice 38. Sitio activo EGFR-luteina
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Figura A33. Sitio activo resaltando: a) aromaticidad, b) puentes de H, c) cargas interpolares, d)
hidrofobicidad, €) ionizabilidad, f) SAS

186



Apeéndice 39. Sitio activo EGFR-rutina

interpolares, d)

Figura A34. Sitio activo resaltando: a) aromaticidad, b) puentes de H, c) cargas

hidrofobicidad, €) ionizabilidad, f) SAS
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Apendice 40. Sitio activo EGFR-acido salicilico

Figura A35. Sitio activo resaltando: a) aromaticidad, b) puentes de H, c) cargas interpolares, d)
hidrofobicidad, e) ionizabilidad, f) SAS
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Apeéndice 41. Sitio activo EGFR-escopoletina

Figura A36. Sitio activo resaltando: a) aromaticidad, b) puentes de H, c) cargas interpolares, d)
hidrofobicidad, e) ionizabilidad, f) SAS
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Apendice 42. Sitio activo TP53-kaempferol

Figura A37. Sitio activo resaltando: a) aromaticidad, b) puentes de H, ¢) cargas interpolares, d)
hidrofobicidad, €) ionizabilidad, f) SAS
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Apeéndice 43. Sitio activo TP53-luteina

Figura A38. Sitio activo resaltando: a) aromaticidad, b) puentes de H, ¢) cargas interpolares, d)
hidrofobicidad, €) ionizabilidad, f) SAS
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Apeéndice 44. Sitio activo TP53-rutina

Figura A39. Sitio activo resaltando: a) aromaticidad, b) puentes de H, c) cargas interpolares, d)
hidrofobicidad, €) ionizabilidad, f) SAS
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Apendice 45. Sitio activo TP53-4cido salicilico

Figura A40. Sitio activo resaltando: a) aromaticidad, b) puentes de H, ¢) cargas interpolares, d)
hidrofobicidad, €) ionizabilidad, f) SAS
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Apeéndice 46. Sitio activo TP53-escopoletina

Figura A41. Sitio activo resaltando: a) aromaticidad, b) puentes de H, ¢) cargas interpolares, d)
hidrofobicidad, €) ionizabilidad, f) SAS
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Abstract: Hydrogels are versatile biomaterials characterized by three-di ional, cross-linked

highly hydrated polymeric networks. These polymers exhibit a great variety of biochemical and
biophysical properties, which allow for the diffusion of diverse molecules, such as drugs, active
ingredients, growth factors, and nanoparticles. Meanwhile, these polymers can control chemical and
molecular interactions at the cellular level. The polymeric network can be molded into different struc-
tures, imitating the structural characteristics of surrounding tissues and bone defects. Interestingly,
the application of hydrogels in bone tissue engineering (BTE) has been gathering significant attention
due to the beneficial bone improvement results that have been achieved. Moreover, essential clinical
and osteoblastic fate-controlling advances have been achieved with the use of synthetic polymers
in the production of hydrogels. However, ¢ trend. lxx\kmwardsfd,rimﬁnghvdu)gtlsﬁtm

biological precursors, such as biopolymers, due to the high biocompatibility, degradability, and

mechanical control that can be regulated. Therefore, this review analyzes the concept of hydrogels
and the characteristics of chitosan, collagen, and gelatin as excellent candidates for fabricating BTE
scaffolds. The changes and opportunities brought on by these biopolymers in bone regeneration are
discussed, considering the integration, synergy, and biocompatibility #

L

Keywords: bone regeneration; asteoblast-hydrogel interaction; hydrogel cross-linking; drug delivery;
hydrogel biomaterials

1. Introduction

Bones consist of highly vascularized tissue, capable of auto-regenerating as part of
a reparation process in response to injury, as well as during skeletal development and
continuous remodeling throughout adulthooed [1,2]. Contrasting with other tissues, most
bone injuries (such as fractures) heal without forming scar tissue and are indistinguishable
from the adjacent non-injured bones [2,3]. Currently, millions of patients suffer from bone
defects due to trauma, bone disease, congenital malformations, and cancer [4]. The repair
of significant bone defects is a great orthopedic challenge worldwide due to the difficulty
of conducting and restoring new bone. [5]. Moreover, medical factors such as age, gender,
lifestyle, and preexisting conditions influence the risk of fracture and complications arising
during the recuperation process [6-58]. A recent study on the global burden of morbidity
suggested that approximately 178 million people (53% male and 47% female) worldwide
suffered from bone fractures in 2019, exemplifying an increase of roughly 34% since 1990 [9].
In fact, approximately 2.2 million bone grafting surgeries have been performed globally at
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Abstract: Atherosclerosis lesions are described as the formation of an occlusive w au-\'aael plaque

that can exacerbate infarctions, strokes, and even death. Furth atheroscl damages the en-
dothelium integnity, avoiding proper reg; tion after stent implantation. Therefore, we investigate
the beneficial effects of TiO, tubes (NTs) in p ting the initial resp of detri 1

atherosclerotic-derived endothelial cells (AThEC). We synthesized and characterized NTs on TieAMV
by anodization. We isolated AThEC and tested the adhesion long-lasting proliferation activity, and
the modulation of focal adhesions conducted on the materials. Moreover, ultrastructural cell-surface
contact at the nanoscale and membrane roughness were evaluated to explain the results. Our findings
depicted improved filopodia and focal adhesions stimulated by the NTs. Similarly, the NTs harbored
long-lasting proliferative metabolism after 5 days, explained by overcoming cell-contact interactions
at the nanascale. Furthermare, the senescent activity detected in the AThEC could be mitigated by
the modified membrane roughness and cellular stretch orch d by the NTs. Importantly, the
NTs stimulate the initial endothelial anchorage and bolic recovery required to regenerate the
dothelial layer. Despite the dysfunctional status of the AThEC, our study brings new evidence
for the potential applxatum of nano-configured biomaterials for innovation in stent technologies.

Key ds: cell topography; celk teractions; tissue engineering; endothelial mechar &
nanobiotechnology
1. Introduction

Cardiovascular diseases (CVD) are the predominant pathophysiological processes
causing mortality and morbidity, mainly in top-income countries [1-3]. Interestingly,
among CVD, atherosclerosis points is the leading vascular condition characterized by
critical chronic inflammation, lipids accumulation, fibrous elements, calcification, and
plaque formation in the intima of blood vessels [4,5]. Moreover, atherosclerosis lesions alter
and damage the endothelium activity close to the plaque boundaries. Far more critical
is when a rupture of the atherosclerotic plaques takes place, exacerbating myocardial
infarctions, strokes, and in the worst scenario, death. The catheter-based angioplasty
followed by stenting implantation is the gold standard intervention for the revascularization
and treatment of atherosclerotic lesions [6,7]. However, the angioplasty and the stent
colocation process led to significant damage and alterations of the surrounding endothelial
cells [8-10]. In addition, current studies have evidenced a cellular turnover accompanied
by senescent transformed endothelial cells after implant colocation [7,11,12). Consequently,
the detrimental endothelial integrity conducts dysfunctional adhesion, proliferation, and
monolayer cellular formation [13], prerequisites required to integrate the surface of the

Materials 2023, 16, 794 https:/ /dol.oeg/ 103350/ ma16020794

hitps:/ /www.mdpi.com/joumal /materials

196
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RAPID OPTIMIZATION OF DISINFECTANTS BY PHOTOGRAPHIC IMAGE-
BASED ANALYSIS AND DESIGN OF EXPERIMENTS
Bangamin Valdez-Salas', Jorge Salvador-Carles!, Emesio Beliran-Partidat, Mario Curiel-Alvaraz!, Nelson Cheng? y Emesto
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ABSTRACT:
The current pendemic of cormnavius disease 2019 (COVID- 159

limited supply chain of reditional sciive ingradients such &5
ethana! (E1OH] has excessvely increased the bagse formuls cosf,
thus, nowed platfioms are needed ko deaign new shalegies
disifectant developmant. in Miis work, we dewse & novel
quantiication mathod of disinfeclant hrhidity and foam thickness
based on phofographic image analyais of disinfaclant fo optimize
fovmula preparation, which improves criical physicochemical
parameters relaled o colloidsl siabily. Nex, fre numesical dala
ohianed from tha pired photograph’s values wer omiared by
appiving a 2 facional design, considenng each disinfctant
ingredient, iofiowad by an analysis of vanance (ANDVA) and
counfer walf confour and sunface plofs, respactivaly. Furthemon,
cur novel mathod was vaidaled ising a Inesr regression lest
consaquently autimng the mamod's emor walua. Our mesuls
sugges! Mat the phofographic image analysis suppored by the
sfafistical model comalated salisfacianly with the res’
pheysicochemical behavior of disinfectant, showdng dhal e ExOf-
Hel) yatem plays a cnicial rols in lurbidity and fam belgit
confrol. i addition, we pradicted by Minfab Optimizer Tool the

ical and aesthelic condffians of e diskfectan,
hawang an emor of 5% Ouwr current spproech opens wp a novel
paith o incorporsds novel active ingredients for 4 repid fomulaton
and palanfiakly scalaible method to fabrcate disinfactants.

Keywords: image analysis, Beiadal dosign, disinictant, fosming,
aciive ingrealants, opimization

1.- INTRODUCTION

The cononavires infachion disaase-201% (COVID-19) has brought a high demand for disinfection products fo clean and eradicate any
vines parficlas of Savere Acule Respiratory Syndroms Comnavirus 2 (SARS-CoV-2). Thus, whenever a country dictates a sanitary
confingency, an exreme shoriage of disinfectant praducts is reached. A5 a result, the disinfectant and cleaning industry faces an
axpanential increase in salas and production, rasulting in an extrama shoriage of disinfectant availabilty, thus haming the supply
chain [1TH2]-
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ABSTRACT

The Coronavirus disease 2019 (COVID-19) outbreak increased the usage of hand rub disinfectants,
resulting in skin damage. The World Health Organization (WHO) proposed hand rubs formulations
incorporating glycerine due to its moisturizing effect; nonetheless, yycerlnemredmed\e
antimicrobial activity of alcohol-based hand rubs. Here we demonstrated that i oy
mwnmrmuawhwlnh“mbbmuwmaepm
damage while improving antimicrobial effectiveness. We applied the hydroglycolic extracts from
Cucurnis sativus L, Fragaria sp. and Calendula officinalis instead of glycerol to modify the formula
proposed by the WHO. The antimicrobial activity and the healing skin action were evaluated
using the agar diffusion test and a human skin tolerability trial. Furthermore, we assessed the
wmammwmwwdmmmmmmmm.gumm
gingival fibroblasts (HGFs) and the ph of macrop The hand rubs containing
Fmgnpiasp.andcmmmlkemxuﬂmudl antimicrobial activity even
after sixmonths of fabrication. Moreover, the formulated hand rubs had similar cellular viability
behaviour to glycerol. Interestingly, the tolerability and acceptability response were promoted by
the C sativus extract, showing skin protection and increased integrity by up to 14.12%. Our
results repeesent an alternative, ecofriendly and cost-effective option for formulating new potential
hand rubs that improve skin protection without compromising the disinfection functionality.

Introduction reduce microbial transmission involve excessive clean-
ing, and usage of disinfection products can severely
damage the connective tissue and/or epithelium tis-
sue, such as the skin surface [1,2]. Moreover, since the
beginning of the pandemic, the prolonged exposure
to irritant chemical products used for disinfectant for-

Since the health crisis caused by Coronavirus disease
2019 (COVID-19), the population’s lifestyles have con-
siderably changed, as new efforts for personal protec-
tion are now practiced among households and
institutions. Furthermore, the risk of SARS-CoV-2 spread

is highly latent due to human-to-human interactions,
close contact with contaminated inanimate surfaces,
and microbial persistence, uncovering the hand as the
transmission platform. Thus, the development of clean-
ing protocols at the entrance and exit of homes,
schools, and buildings has increased worldwide.
However, the disinfection practices that intend to

mulations is now a frequent problem for healthcare
workers [34]. Therefore, paying particular attention to
the hands’ skin, which is the most sensitive tissue, this
damage occurs as redness, cracking, irritation, and in
the worst case, severe allergies [5,6].

Worldwide, different alternatives such as cleaning,
water temperature, and the formulation of hand-rubs
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Krpwank: One-aep symhesds of & ding corlde be (Zr0y-NT) memboanes was obained by direct
B eleconochemical anodization of Hreonium (Zr) sub In sy elertralyies (ml of 1 M [NH4);504 and
:"‘"“h 075 M NHFL The manimem membrase e was @ em’ and showed transducency from 400 to 700 nm. The

EpD3-NTs have an external dismeter of ~B0 nm, an intemal dismeter of ~-55 nm, and a length of ~215 um.
Mareover, the Znlp-NTs showed a cuble erystal strocoore after ascadizatbon. The results are highly prosndsing for
applications requiring independent Ir0s; nanciube membeanes.

Ancdic aridation

1. Introduction

Metal oxide nanotubes have garnered significant attention in recent
times. Thess self-organiring, porous nanostructures have proven vital in
varipus applications, particalarly in catalytic reactions where maximuam
specific surface area i essential. Furthermare, they serve as patterns,
suppart, and etching templabes for menomaterials. Although nanociabes
passess exceptional physicochemical properties, they constitute only a
minusmule portion of the substrate, thus restricting the mnge of apphi-
cations. To owercome this challenge, a feasible solubion is to detach the
nanocitubes from the substrate surface to obtain an independent and
manageable membrane.

Metal axide nanotubes have been extensively researched, with Al
amd Ti namotubes being the most commanly studied [1]. However,
nancitubes have been successfully synthesized from ather metal oxides,
including HE, Ta, Nb, and Zr [2]. Research hos indicated that zirconia
[&ri) possesses qualities that make it a viable replacement for titaniam
dinxide (Ti(k) in specific applications [5). Specifically, zirconia affers
benefits such as biocompatibility, osssointegration, cormsion nesisance,
low bacterial adbesion, and reduced susceptibility io perdmplantits.
However, there are still burdles to producing rirconia nanotube (Znls-
NT) membranes, including synthesis, size control, crystallinity, and
miechamical ressstance. Tsuchdya H et al. synibiesized Zria-NT with cabic
crystalline phase using (MH, )50, in an electrolyte solution but failed to
obtain a freestanding membrane [4].

* Corresponding amhoes.

Various authors have reported creating Zrle-NT  independent
membmnes by electrochemically anodizing in electrolyte media that
contximed fluorine [=-4]. Althoagh membranes have been documermted
as being obtained through multiple synthesis sieps, the maximum re-
ported area is anly 2 m®. Furthermore, the Zrs-NT obtained are
typically amorphous, requiring additional thermal anpealing processss
at temperatures squal to ar higher than 400 °“C to achieve a crystalline
state. Unfortumately, this process often results in damage and, in some
cases, destrays the membmane.

In this wark, we report the ooe-siep synthesis of the Zr0-NT mem-
brane through direct electrochemical ancdization. The resulting Zr0,-
NT membrane is translucent, crystalline, and has an extensive area of 9
cm?. Our research has demonstrated the feasibility of manipulating the
membmane are, with the only limiting &sctor being the voltage soarce.

2, Experimental
2. Synrhesis of Znls-NT membrones

To prepane the i adent Zridz-NT bramnes, we used a high-
purity Zr sheet (991 %, Baoji Hanz Metal Material Co., Led. Chima)
with a thickness of 0.05 mm and a faciory sarface mirror finish. The
sheet was cut ioto 5 = 3 om rectangles. Subsequently, the resulting
samples were subjected toa cleaning process that imvobved washing with
distilled water and sthanal for 15 min exch, fallowed by a drying period

E-mall asdresses: benyalfuabe sdu.ma (B, Valdez-Salas}, belrrane i uabe sdwms (E. Behrn-Pamidal

hops:/dol.org 1 U006 ). matle . 2024 136635
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The pitting corrasion behavior of austenitic siainkess sieels (535) UNS 530400 and UNS 531600 exposed to electroactivated water
(EAWA)} (oxidation reduction potential [ORP] 1100+ 1I5mV and pll 4.5+ 0,2) was evaluated by gravimetric tests, limear and
cyclic potentindynamic polarization (CPP), electrochemical impedance spectroscopy (EI5), atomic force microscopy [AFM],
scanning electron micrascopy (S1EM), and energy dispersive X ray spectrascopy (EDS). Gravimetric and electrochemical results
for commosion rabes indicate a good cormosion resistance of the tested 55, However, loclized pitiing cormsion appears after |
week of exposure to EAW A, as was corroborated by the results of bath corrosion rate and surface analysis. Spedal care must
be taken for the snitation of 55 surfaces wsed in medical installations to avoid their cormosion when EAWA is applied

as a dizinfectant.

Keywords amolyle; austenitic stainless steel; dectroactivated water; pilting oormsion

1. Introduction

HFlectroactivated water (EAWA), abso known as eectrochem-
':.:ﬂ:r activated water or superoxidized water, is a product of
a series of subprocesss such as dectrolytic deposition,
electrophoresis, dectroflotation, amd electrocmegulation [1].
These subprocesss involve redox rection jon transport at
the anode and cathaosde with evolving gas and focculation
reactions. The reactions occur in an dectrochemical cell with
twis different environiments divided by a semipermeable
membrrane, in which the cathode contadns the alkaline media
(catholyte) and the avode the acidic media (andyte) [2]. For
both the cathalyte and the anolyte, physoodwmical param-
eters such as pH, oxidation- reduction potential (ORF), and
ehectrical conductivity are dependent on factors such as the
amount of water, dectrode materials, the concentration of
Ml or HCL temperature, and applied voltage [3, 4]

Anolyte and catholyte are different in chemical compostion
andd physicochemical parameters, as shown in Figure 1 [5].

The particular physicochemibcal duaracteristics amd the
diversity of chemical commponents in both anelyte and cath-
olyte also provide particular important properties, making
them useful for a diversity of applications |6, 7). Studies have
demonstrated that cathadyte has antioxidant, immumsostin-
lant, amd deansing properties, amd also promotes tssue
regeneration, cellular growth, and division [8]. On the other
hamd, a.lbu]rtr lias antibactenal, antiviral, H.llﬂ.fl.lIHiIL adilial-
lergenic, and anti-inflamosatory progerties [9-11]. Interesi-
Illtd:f. the active compounds :hulr‘l.n: stand outl for mot
being toxic e somatic cells and superior organisms. Due to
its browd spectrum amd easy preparation, the anolyte las
been included by the World Health Organization (WHCO)
for use as a disinfectant, antiseptic, and wound-healing spent
during the COVID-19 paisdeinic in 2021 [12].
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Abstract: Cerium oxide nanoparticles {(CeQ;-NPs) offer promising advantages in semi-
conductors and biomedical applications due to their optical, electrical, antioxidant,
and antibacterial properties. However, the widely reported synthetic strategies for
CeO,-NPs demand toxic precursors and intermediary pollutants, representing a ma-
jor limitation to CeO,-NPs applications. Therefore, it is necessary to develop greener
strategies that implicate ecological precursors to reduce the negative impact on the
scalability of CeO2-NPs. In this regard, we applied Lycium cooperi (L. cooperi) aqueous
extracts as an unexplored potential green reducing agent for the eco-friendly synthesis
of CeO,-NPs. The L. cooperi extract showed the presence of alkaloids, flavonoids, car-
diac glycosides, and carbohydrate-derived families, which were assessed for spherical
monodispersed CeO,-NPs under a rapid chemical reduction. Moreover, the elemental
composition revealed Ce and O, indicating highly pure CeO,-NPs characterized by
an interplanar cubic crystalline structure. Furthermore, we detected the presence of
stabilizing functional groups from L. cooperi, which, after a controlled annealing process,
resulted in a band gap energy of 3.9 eV, which was optimal for the CeQ,-NPs. Thus, the
results indicate that L. cooperi is an environmentally friendly synthesis method that can
open a new route for CeO,-NPs in biomedical and industrial applications.

Keywords: green nanoparticles; cerium oxide; sustainable chemistry; semiconductors
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1. Introduction

Cerium oxide (CeQOz) is an n-type semiconductor material with a band gap of ap-
proximately 3.3 eV [1]. Interestingly, CeO,-NPs have garnered significant attention due
to their improved optical, electrical, catalytic, and thermal properties, along with greater
chemical stability compared with non-nanostructured CeO; precursors [2]. Moreover,
Ce0,-NPs are considered a highly promising material for various applications, includ-
ing optoelectronic devices [3], energy conversion and storage [4], catalysis [5], tissue
engineering [6], biotechnology [7], and nanomedicine and antioxidants in biological
systems [S]. In this regard, CeO,-NPs have been synthesized using different chem-
ical strategies, such as sol-gel, colloidal synthesis, hydrothermal, and precipitation
methods [9,10]. These synthetic approaches allow precise control of nanoparticle size,
morphology, and chemical composition. However, an important disadvantage of the
chemical method is that it often involves toxic solvents and significant pollutant sub-
stances. Thus, considering these detrimental issues, green precipitation mechanisms
have been widely applied using plant extracts for a facile, economic technique, which

Reactions 2025, 6, 14
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Abstract: Respiratory diseases have presented a remarkable challenge during modern
history, contributing to important pandemics. The scientific community has focused its
efforts on developing vaccines and blocking the transmission of viruses through the res-
piratory tract. In this study, we propose the use of stable silver nanoparticles (AgNPs)
functionalized with tannic acid (TA) and sodium citrate (SC) as a nasal spray disinfectant
(NSD). The non-ionic ethoxylated surfactant Tween 80 (T80) was added to enhance the
wetting effect on nasal and oral tissues following spray application. We analyzed the
physicochemical properties of the AgNPs and the NSD, including zeta potential, polarity,
morphology, composition, particle size, and distribution. The results indicated spherical
AgNPs ranging from 3 to 5 nm, stabilized by TA-SC. The addition of T80 resulted in par-
ticles with negative polarity, high stability, and improved coverage area. Furthermore,
the colloidal stability was monitored over one year, showing no signs of degradation or
precipitation. Interestingly, the interaction between the capped AgNP complex, the spike
protein, and ACE2 was studied by molecular docking, indicating a strong and thermody-
namically favorable complex interaction. These findings hold promise for the development
of potential inhibitors, antagonist receptors, Ag-complex agonists (as observed here), and
drug development for viral protection.

Keywords: nasal spray disinfectant; SARS-CoV-2; respiratory diseases; tannic acid; sodium
citrate; silver nanoparticles

1. Introduction

The nasal, oral, and ocular mucous acts as the main airway route for the SARS-CoV-2
penetration and invasion of the receptor cells [1,2]. Thus, following this initial infection
process, viral particles can reach the respiratory system, producing alveolar alterations and
subsequent pulmonary collapsing, as described among the literature [3-6]. Interestingly,
it was described as having three phases in the pathogenesis of COVID-19 [7]. The first
phase is related to the infection of the ciliary and secretory cells in the nose, resulting in

Nanomaterials 2028, 15, 533
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HACE ENTRECA DE LA SICUIENTE CONSTANCIA

A. Jorge Salomon Salvador Carlos

Por haber participado comao tallerista en el pabellén de la Ciencia de |a Tercera edicién del Festival Aeroespacial
"Mexicali en las alturas", dirigido al ptiblico en general para fomentar el acercamiento a la ciencia, tacnologia, ingenieria,
artes y matematicas, llevado a cabo el dia 25 de noviembre del 2023 en la ciudad de Mexicali, Baja California.

Y

FESTIVAL

AERO e
ESPACIAL
."ov ’ &\’ Eé Nancy Paola Minor Ibarra

DIRECTORA DEL COMITE DE TUNMISMO ¥ CONVENCIONES

””‘ B e DEL MUNICIPIO DE MEXICALI

INSTITUTO DE INVESTIGACION EN
INGENIERIA QUIMICA Y ENERGIA
SUSTENTABLE

Otorga la presente:

Constancia de Participacion

ING. JORGE SALOMON SALVADOR CARLOS

Por su valiosa participacién activa en el curso: “MITIGACION DE LA CORROSION INTERIOR EN EL
DISERNO, CONSTRUCCION Y OPERACION EN DUCTOS DE TRANSPORTE DE GAS NATURAL”
impartido los dias 23 y 24 de septiembre del 2023 con una duracién de 16 horas

Dra. Irene Carrillo Salgado
Instructor y Tecndlogo en Corrosién
Interna AMPP Certif. 48945 Internal
Corrosion Senior Specialist
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Universidad Auténoma de Baja California

2023, wiio de l4 concienciacicn sobre las perzonas eon trastorno del especere autista”

FACULTAD DE CIENCIAS

CONSTANCIA

A QUIEN CORRESPONDA:

El que subscribe director de la Facultad de Ciencias dependiente de la

Unwversidad Autonoma de Baja California, hace constar que:

DRA. VERONICA MENDOZA DURAN
DR. ADRIAN GOMEZ ARCIGA
DRA. CAROLINA BARAJAS GARCIA
DR. ERIK ESTEBAN RAMIREZ RAMOS
M.C. JORGE SALOMON SALVADOR CARLOS
ING. JESUS VIDAL PAYAN CARRILLO

QOrganizaron la subsede en hexicall, Baja California, del Concurso Naclonal de
Talentos de la Sociedad Mexicana de Fisica. En este evento parliciparon 13
estudiantes de sacundaria que previamente fueron selaccionados dentro de

ostudiantes de tedo el Estado de Baja Califomia.

Para los fines gue los inleresados convengan, sa extlende la prasente
CONSTANCIA en la cludad de Ensenada, Baja California a los veintidds dias del

mas de junio del afio dos mil vainlilrés,

ATENTAMENTE

"POR LA RE/eI;JZhC'éNq.ENA DEL SER"

DIREGTOR

C.c.p. Archivo,

ALMYS{festine
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E » m CUMITE DE TUHISMIJ UNVENCIONES

UNIENDO i

cosierno  ESFUERZOS & o) ;é b:

DEMEXICALI  24Ayuntamiento @ ,\'_ " d—dv ,Q’ e
»'1‘ W‘ f RS |

Otorga el presente

RECONOCIMIENTO

A: JORGE SALOMON
SALVADOR CARLOS

Por haber participado en la Sequnda edicion del
Festival Aeroespocial "Mexicali en las alturas” el dia 26 de
Noviembre del 2022 en la ciudad de Mexicali, Bajo California.

/

NANCY P LA MINORfIBARRA

Directora general del Comité de
Turismo y Cenvenciones de Mexicali

Campus Ensenada
Coordinacién General de Vinculacion y Cooperacion Académica

Universidad Autonoma de Baja California @

Otorgan la presente

Constancia

a: Jorge Salomon Salvador Carlos

Por su participacion en el evento: Diilogo de Rectores UABC-QMUL con estudiantes universitanos.

Ensenada, Baja California a 6 de junio de 2022

“Por la realizacion plena del Ser™
Moden Z
Dra. Monica Lacavex Be

Vicerrectora

Dr. David Toledo
Coordinador
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CONSTANCIA

Dra. Jorge Salomén Salvador C

Por su apoyo v colaboracién como ponente con su conferencia ma
inoxidables expuestos a agua superoxidada”, en representacion de
parte integral de las actividades del 3er Simposio Nacional de

Tijuana, B. C., México, a 22 de agosto de
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Universidad Autonoma de Baja California
Instituto de Ciencias Agricolas NS

(&
El grupo de Investigacion Agricultura y Medio Ambiente
otorga el presente '

Reconpcimients

JORGE SALOMON SALVADOR CARLOS

er Por su participacion como Conferencista Magistral en el

Simposio Internacional de Agricultura y Medio Ambiente

“Aplicaciones Biotecnologicas de Productos Naturales”

Realizado en modalidad virtual el 08 de septiembre de 2022
Ejido Nuevo Leén, Mexicali, B.C.

™ Dr. Daniel Gonzélez Mendoza Dr. Ricardo Torres Ramos
Director del Instituto de Ciencias Agricolas Lider del Grupo de Investigacion Agriculturay
3 Medio Ambiente

é Universidad Autonoma de Baja California
: Instituto de Ciencias Agricolas

en Ciencias Agricolas

ion Agricola gias Biotecnologicas para el frtalecimiento de la seguridad alimentaria

J Vil Congreso Internacional

Otorgan la presente
CONSTANCIA
Instituto de Ingenieria de la Universidad Auténoma de Baja California

A través del Dr. Benjamin Vadez Salas, Dr. Mario Alberto Curiel Alvarez, Ernesto Alonso
Beltran Partida, Jhonathan Rafael Castillo Saenz, Jorge Salomén Salvador Carlos

por su participacién como Unidad Académica Coorganizadora del XXVII Congreso Internacional
en Ciencias Agricolas

Dr. Daniel Gonzlez Mendoza < Or. Ricardo Torres Ramos
Director del Instituto de Gencias Agricolas Presidente del XXVII Congreso Internacional en
Cencias Agricolas

Mexicali, Baja California, octubre de 2024
“Por lo reakzacion plena del ser”
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Universidad Autonoma de Baja California
Instituto de Ciencias Agricolas

) XXV’ ’ Congreso Internacional

en Ciencias Agricolas

ion Agricola para el fr de la

Otorgan la presente

CONSTANCIA

Al: M.C.Jorge Salomdn Salvador Carlos

Por su participacién como Revisor de Trabajos Cientificos en el Comité Cientifico del
XXVII CONGRESO INTERNACIONAL EN CIENCIAS AGRICOLAS

% Micode Tous fome

Dr. Daniel Gonzilez Mendoza % b A
Director del Instituto de Cencias Agricolas Presidente “éﬂw Internacional en

Mexicali, Baj ia, octubre de 2024
'P'?Pmm-phl del ser”
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Certificate

of Completion

This certificate is proudly presented to

for the successful completion of

&

Introduction to Molecular Modeling in Drug Discovery

_December 13,2022 & Schrodinger & ﬂ 0”"“"“"

Date Jennifer M. Chambers, Ph.D.
Director of Cducation, Schradinger

0001991
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DEPARTMENT OF AGROECOLOGY

AARHUS UHIVERSITY

Diploma

This is to certify that

Jorge Salvador

has successfully completed the 8 ECTS PhD course

Hands-on Liquid Chromatography-Mass
spectrometry course in the analysis of small
molecules

10 June - 21 June 2024, organised by Aarhus University,
Department of Agroecology

The course covered:
# Preparatory reading of selected chapters in an LCMSMS textbook
* Approximately 3 days of practical exercise on the ereation of bateh and
quantification methods, optimization of parameters for selected phytochemicals,
preparation of samples, validation of the quantitative method (recovery)
#* Approximately 3 days of practical exercise chosen on the basis of the student’s
on-going PhD project
#* Theoretical lessons on
Method validation: LOD, LOQ, recovery, matrix interferences
ESI and APCI inlet systems
Use of iontrap for analysis of phytochemicals
HPLC method development and optimization
Representative sampling: plants, soil and water
Good Laboratory Practice
Mew developments in mass spectrometry

* % % & % % &

# Subsequent elaboration of a 30-40 pages report on the practical exercises

=
f

[ o0 |
" L II."- A &
_J-.‘S;s »._."_J - r‘,-f Al

Inge 5. Fumsgaard.
Professor, Course Coordinator
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