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RESUMEN

En la presente investigacion se sintetizaron nanoestructuras de oro empleando los extractos de
plantas de Satureja macrostema y de semilla de aguacate (Persea americana var. drymifolia)
denominado “LEAS”, a partir del precursor HAuCls, las cuales fueron caracterizadas por medio de
Ultravioleta Visible, Espectroscopia de infrarrojo, Difraccion de Rayos X, DLS, potencial Z,
Microscopia Electrénica de Barrido y Microscopia Electronica de Transmision. Posteriormente las
nanoflores y nanoparticulas sintetizadas con S. macrostema se aplicaron en electroquimica para la
valorizacion de glicerol crudo, las cuales exhibieron una densidad de corriente maxima de 1510
mA mg' y 819 mA mg! para la electro oxidacion de glicerol analitico y crudo en un medio
alcalino, respectivamente. Se encontrd que las nanoflores eran estables después de 60 minutos de
pruebas de cronoamperometria, lo que puede atribuirse a su morfologia, planos preferenciales
(111) y las moléculas de superficie restantes del extracto de la planta. En las aplicaciones
bioldgicas las nanoparticulas sintetizadas con S. macrostema se desarroll6 una técnica sencilla para
la observacion de células cancerosas y nanoparticulas de oro por microscopia electronica de
barrido. Esta metodologia permite diferenciar entre células vivas y muertas, ademas de las
diferencias de concentracion y distribucion en el interior de las células. Estas mismas
nanoparticulas se funcionalizaron con doxorrubicina, cisplatino y la combinacion a los farmacos.
Se evaluo la citotoxicidad en la linea de cancer de mama MCF-7. Las nanoparticulas
funcionalizadas con cisplatino sensibilizaron a las células MCF-7 y se redujo la proliferacion
celular ~ 47%, mientras que la doxorrubicina y la combinacion de los farmacos solo redujeron
~15% la proliferacion celular. Finalmente, se evalu6 la citotoxicidad de las nanoparticulas
sintetizadas con el extracto de aguacate, AuNps: LEAS (3 — 42.3 pg/ml) en la linea celular de
melanoma murino B16-FO durante 24 h, mediante el ensayo de azul tripano. Los resultados
mostraron que las AuNps: LEAS a 14.1 pg/ml disminuyeron la proliferacion celular ~35% respecto
a LEAS 14.1 pg/ml. En conclusion, es posible sintetizar nanoestructuras de oro con los extractos
de Satureja macrostema y LEAS. Las nanoflores de oro debido a su alta area superficial favorecen
el electro oxidacion de glicerol crudo y analitico. Las nanoparticulas de oro potenciaron los efectos
citotoxicos de quimioterapéuticos en células MCF-7 y el efecto citotoxico de LEAS en células
B16F0.

Palabras clave: Nanomateriales de oro, Satureja macrostema, LEAS, cancer, citotoxicidad

ABSTRACT

In the present investigation, gold nanostructures were synthesized using plant extracts of Satureja
macrostema and avocado seed (Persea americana var. drymifolia) called “LEAS” from the
precursor HAuCl4, which were characterized using Ultraviolet Visible, Infrared Spectroscopy, X-
Ray Diffraction, DLS, Z-potential, Scanning Electron Microscopy and Transmission Electron
Microscopy. Subsequently, the nanoflowers and nanoparticles synthesized with S. macrostema
were applied in electrochemistry for the valorization of crude glycerol, which exhibited a
maximum current density of 1510 mA mg™! and 819 mA mg™! for the electrooxidation of analytical
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and crude glycerol in an alkaline medium, respectively. The nanoflowers were found to be stable
after 60 min of chronoamperometry tests, which can be attributed to their morphology, preferential
planes (111), and the remaining surface molecules of the plant extract. In the biological
applications of nanoparticles synthesized with S. macrostema, a simple technique was developed
for observing cancer cells and gold nanoparticles by scanning electron microscopy. This
methodology allows differentiation between living and dead cells and differences in concentration
and distribution within the cells. These same nanoparticles were functionalized with doxorubicin,
cisplatin and a combination of the drugs. Cytotoxicity was evaluated in the MCF-7 breast cancer
line. Nanoparticles functionalized with cisplatin sensitized MCF-7 cells, and cell proliferation was
reduced ~ 47%, while doxorubicin and the combination of the drugs only reduced ~15% cell
proliferation. Finally, nanoparticles synthesized with avocado extract, AuNps: LEAS (3 - 42.3
png/ml) were evaluated in murine melanoma cell line B16-FO0 for 24 h and were analyzed by trypan
blue assay. The results showed that AuNps: LEAS at 14.1 pg/ml decreased cell proliferation ~35%
relative to LEAS 14.1 pg/ml. In conclusion, it is possible to synthesize gold nanostructures with
the extracts of S. macrostema and LEAS. The gold nanoflowers due to their high surface area favor
the electro oxidation of crude and analytical glycerol. Gold nanoparticles potentiate the cytotoxic
effects of chemotherapeutics in MCF-7 cells and the cytotoxic effect of MCF-7 cells and the
cytotoxic effect of LEAS in B16F0 cells.

Keywords: Gold nanomaterials, Satureja macrostema, avocado, LEAS, cancer, cytotoxicity.
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CAPITULO 1

INTRODUCCION

La nanotecnologia es un area de la ciencia que ha generado grandes avances en el desarrollo de la
ingenieria y funcionalidad de las nanoparticulas. Las nanoestructuras de oro (AuNEs) y las
nanoparticulas de oro (AuNps) han sido empleadas como liberadores de farmacos, bio sensores,
bio marcadores, terapias fototérmicas, SERS, electro-oxidacion, remocion de contaminantes, entre
otros [1-4]. Estas aplicaciones derivan de sus propiedades Opticas, térmicas, cataliticas y a su
tamafio pequeno en relacion tamano-volumen [5]. Los métodos de obtencion de las AuNEs y
AuNps suelen ser por sintesis quimica o por métodos verdes. En los segundos, se emplean
extractos de plantas con diferentes solventes (acuosos, alcohdlicos, entre otros) los cuales
presentan moléculas reductoras y estabilizadoras para reducir sales precursoras (HAuCls) y hacer
la conversion de iones Au** a Au’, sintetizando asi las AuNES [6]. Estos métodos presentan
facilidad en el proceso de sintesis, baja toxicidad y son economicos. Los nanomateriales presentan
gran estabilidad y al funcionalizarse con las moléculas bioactivas pueden aumentar los efectos
propios de cada extracto, ademas tienen ventajas en comparacion con la sintesis quimica, donde
los productos quimicos de desecho afectan al ambiente y causan riesgos para su administracion en
organismos vivos, limitando sus aplicaciones bioldgicas. Asi los métodos verdes para la sintesis
de nanomateriales son una alternativa facil y ecoamigable [7]. En los métodos verdes es posible
obtener diversas morfologias como esferas, platos, triangulos, estrellas, dendritas y morfologias
autoensambladas como dendritas y flores [8—10], lo cual depende estrechamente de los agentes
estabilizadores del extracto.

Algunas nanoestructuras de tipo AuNFs tienen una relacion superficie-volumen mas alta que las
AuNps solidas [11]. Por lo cual han tomado gran relevancia debido a sus propiedades, como mayor
transferencia de carga, alta capacidad de adsorcidn, actividad electrocatalitica y fototérmica,
efectividad en las reacciones superficiales y estabilidad, las cuales estdn determinadas por las
diferentes capas de las flores [12]. Se han reportado nanoflores de Ag utilizando extractos de
kalanchoe con actividad antibacteriana y fotocatalitica [13]. Del mismo modo, las AuNFs se han
sintetizado utilizando extractos medicinales con un tamafio de 20-130 nm y 15-90 nm,
respectivamente, también con propiedades antibacterianas de amplio espectro [14] y AuNFs
sintetizadas con extracto de té€ verde con tamafios de 9 a 80 nm dependiendo de la concentracion
de la sal precursora del oro, y éstas nanoflores se utilizaron como parte de un sistema de
desalinizacion de agua de mar [15]. Otra aplicacion es en la electro-oxidacion del glicerol, el cual
es un subproducto de desecho del biodiesel con la cual derivado de su oxidacion se pueden obtener
productos de valor afiadido como el 4cido glicérico, la dihidroxiacetona, el gliceraldehido, el 4cido
glicolico, el &cido oxalico, mesoxalato y el dcido formico. Estos productos se utilizan ampliamente
en quimica fina, farmacia, recubrimientos y otros campos [16]. En recientes estudios se ha
propuesto el uso de AuNPs/AuNEs para la electro-oxidacion de glicerol, en donde, reportaron un

1



modelo de catalisis soportando en carbon nanoparticulas de Pt, Pd y Au en condiciones bésicas
(KOH) [17]; del mismo modo, recientemente se evalu6 la electro-oxidacion del glicerol con
AuNES donde determinaron que la actividad de oxidacion es atribuida a la abundancia en facetas
{100} [18].

Otra aplicacion de las AuNEs es en la biomedicina en el tratamiento del cancer, la cual es una
enfermedad de gran importancia a nivel mundial ya que es la principal causa de muerte en el
mundo. El cancer es un conjunto de enfermedades de un origen multifactorial que altera las células
causando una disfuncioén en la regulacion de genes vitales que afectan el ciclo celular lo que
conduce a una proliferacion anormal [19]. El diagndstico y la administracion de farmacos han sido
unas de las principales estrategias de las aplicaciones de las AuNEs en cancer. Por lo tanto, es
importante conocer su acumulacion y su dispersion optica en las células. Se ha reportado que el
rango ideal para las AuNps en aplicaciones bioldgicas es de entre 10 a 100 nm para aumentar los
tiempos de circulacion y la administracion efectiva al sitio diana; sin embargo, el tamafio 6ptimo
es de 20 nm para la internalizacion y retencion en las células tumorales. Del mismo modo la forma
de la AuNPs es importante en la circulacion sanguinea, las nanoparticulas que no son esféricas
tienen mayor tiempo de circulacion y pueden acumularse en sitios no deseados [20].
Recientemente estudios en cancer han demostrado que las nanoparticulas de oro no sélo se infiltran
en los vasos sanguineos para llegar al lugar del tumor, sino que también entran en el interior de los
organulos, lo que sugiere que pueden emplearse como eficaces portadoras de farmacos. Ademas,
al alcanzar el lugar de destino, las nanoparticulas de oro pueden liberar su carga 1til tras un
estimulo externo o interno [21]. Asimismo, se han empleado AuNPs sintetizadas por métodos
verdes funcionalizadas con fadrmacos quimioterapéuticos y han potencializado sus efectos
citotoxicos [22].

Por lo tanto, la idea central de esta investigacion fue sintetizar AuUNES, empleando los extractos
de Satureja macrostema 'y el extracto de la semilla de aguacate (Persea americana var. drymifolia)
(LEAS) como agentes reductores y estabilizantes para la formacion de los nanomateriales. Los
cuales se caracterizaron por espectroscopia ultravioleta-visible (UV-Vis), espectroscopia de
infrarrojo (FT-IR), difraccion de rayos X (DRX), dispersion de luz dinamica (DLS), potencial Z,
microscopia electronica de barrido (MEB), microscopia electronica de transmision (MET). Como
aplicaciones se evalué mediante electro-voltamperometria ciclica las AuNPs y AuNFs sintetizadas
con el extracto de S. macrostema para la electro-oxidacion del glicerol. Por otro lado, en las
aplicaciones biologicas se evalud la citotoxicidad las AuNPs libres y funcionalizadas con
doxorrubicina y cisplatino en células MCF-7 de cancer de mama. Con las AuNPs:LEAS se evalu6
la citotoxicidad en concentraciones menores a la ICso previamente reportada del extracto en células
B16F0 de melanoma murino.

1.1 Justificacion

Las nanoestructuras de oro se caracterizan por presentar una alta biocompatibilidad, propiedades
Opticas y cataliticas que comparadas con sus materiales bulto, resultan diferentes y mucho mas
interesantes para una gran diversidad de aplicaciones ambientales y biomédicas. Estas AuNEs
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pueden sintetizase por diversos métodos, donde destacan los métodos verdes con extractos de
plantas porque son de bajo costo, es ecoamigable con los productos de desecho, no requiere altas
temperaturas, altamente reproducibles, presentan biocompatibilidad y pueden funcionalizarse con
una gran diversidad de moléculas de manera directa, lo que hace a estos materiales candidatos para
la resolucion de problemas biotecnoldgicos; sin embargo, en este tipo de método de sintesis verde
es comun encontrar variaciones en las morfologias por lo que es necesario disefar y emplear
extractos verdes mas estandarizados para controlar de una mejor manera el tamafio y la morfologia
de las AuNEs.

Una aplicacion de los nanomateriales es la electro-oxidacion con AuNEs en la valorizacion del
glicerol crudo, el cual resulta como producto de desecho del biodiesel. El glicerol es una molécula
importante de biomasa, con la cual derivado de su oxidacion se pueden obtener productos de valor
afiadido como el acido glicérico, la dihidroxiacetona, el gliceraldehido, el acido glicolico, el acido
oxalico, mesoxalato y el dcido férmico. Estos productos se utilizan ampliamente en quimica fina,
farmacia, recubrimientos y otros campos. El oro es el metal més electronegativo, tiene un potencial
redox Au+/Au® muy elevado de +1,691 V y puede existir en los estados de oxidacioén +1 y +3 por
lo que presenta una especial afinidad por la oxidacion de CO por lo que el oro es considerado un
catalizador muy eficaz, es por esto que AuNEs como las nanoflores al tener una gran éarea
superficial, son un material prometedor para la electroquimica.

Actualmente, se consideran a los nanomateriales como una alternativa viable para la deteccion y
tratamiento del céncer, en el caso de tratamientos por radiacion las morfologias mas destacadas
son los rodillos y estrellas, mientras que las esferas han sido mayormente empleadas
funcionalizadas con fArmacos como quimioterapéuticos, para potenciar los efectos citotoxicos, ya
que ¢éstos son poco especificos causando una gran cantidad de efectos secundarios y
complicaciones médicas como la muerte, por lo que al disminuir la concentracion de los farmacos
y hacerlos mas especificos, los tratamientos resultarian ser mas eficaces y tolerables para los
pacientes.

De este modo, los enfoques de este proyecto son sintetizar AuNEs por métodos verdes, con
diferentes morfologias y tamafios, las cuales serdn aplicadas en cuestiones ambientales como la
valorizacion del glicerol crudo y aplicaciones biomédicas como evaluacion de la citotoxicidad de
las AuNES libres y funcionalizadas con quimioterapéuticos y extractos con efectos citotoxicos
previamente reportados. Ademas, de buscar métodos alternativos para la deteccion de las AuNPs,
por microscopia electronica de barrido en muestras biologicas.

1.2 Objetivo General

Sintetizar y caracterizar nanoestructuras de Au empleando los extractos verdes de Satureja
macrostema (T¢ de nurite) y un extracto de la semilla aguacate (Persea americana var. drymifolia)
y evaluar sus propiedades electroquimicas y de toxicidad en las lineas celulares MCF-7 de cancer
de mama y B16F0 de melanoma murino.



1.2.1 Objetivos especificos

1.

Sintetizar AuNps y AuNFs a partir de los extractos de Satureja macrostema 'y de la semilla de
aguacate (Persea americana var. drymifolia) variando su concentracion y la concentracion de
la sal precursora

Caracterizar estructuralmente las nanoestructuras de Au mediante las técnicas: espectroscopia
ultravioleta visible (Uv-Vis), espectroscopia de infrarrojo (FT-IR) y espectroscopia Raman.
Determinar morfoldgica y estructuralmente los nanomateriales mediante difraccion de rayos
X (DRX), microscopia electronica de barrido (MEB) y transmisién (TEM).

Evaluar las propiedades electrocataliticas de las AuNFs obtenidas con el extracto de Satureja
macrostema mediante voltarometria ciclica en la deteccion de glicerol.

Evaluar la citotoxicidad de los nanomateriales-funcionalizados en las lineas celulares de
melanoma de raton B16F0 y células de cancer de mama MCF-7 mediante ensayos de exclusion
por azul tripano.

1.3 Hipaotesis

A partir de los agentes reductores y estabilizantes del extracto de la planta Satureja macrostema'y
el extracto de la semilla aguacate (Persea americana var. drymifolia) de manera independiente y
con variaciones estratégicas de sintesis se obtienen nanoestructuras de Au como nanoparticulas, y
nano flores funcionalizadas con los extractos que potencializan las propiedades citotdxicas en las
lineas celulares cancerosas B16F0 (melanoma de ratéon) y MCF-7 (cancer de mama), ademas
teniendo aplicaciones ambientales para la valorizacion del glicerol por métodos electroquimicos.



CAPITULO 11

REVISION BIBLIOGRAFICA

En este capitulo se presenta la informacion relacionada con la sintesis de nanoestructuras de Au,
composicion de los extractos verdes, aplicaciones biotecnoldgicas de los nanomateriales de Au.
Ademas, se presentan los antecedentes y el estado del arte de las aplicaciones, apoyados en la
literatura actual.

2.1 Nanociencia y nanotecnologia

El prefijo 'nano’ proviene del griego que significa 'enano' o algo muy pequefo, y representa una
milmillonésima parte de un metro (10 m). La diferencia entre nanociencia y nanotecnologia es
que la primera se refiere a la union de la fisica, la ciencia de los materiales y la biologia para poder
manipular los materiales en escala atdbmica y molecular (1 - 100 nm) (Fig. 1a). En esta escala los
materiales presentan propiedades cuanticas que no son observables en escalas de longitudes
macroscopicas. Por otro lado, la nanotecnologia es la capacidad de manipular la nanociencia en
diversas aplicaciones por medio de la observacion, medicion, manipulacion, ensamblaje, control
y fabricacion de materia a escala nanométrica [23]. Dando asi la nanotecnologia aplicaciones de
los nanomateriales como dispositivos, nanosensores, liberacion de farmacos, entre otros.
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Figura 1. Nanomateriales. a) Escala nanométrica, b) clasificacion de nanoestructuras y c)
enfoques de sintesis.

Actualmente, existen un gran numero de estudios donde la nanotecnologia juega un papel
importante, lo mas relevante se destaca en el campo de la biomedicina para el diagnostico y terapia
de varias enfermedades humanas. Es por esto que la bionanotecnologia es considerada uno de los
campos mas relevantes en la aplicacion de la nanociencia [24]. Los nanomateriales han mostrado
la capacidad de actuar como nanoacarreadores para liberar moléculas terapéuticas, como farmacos,
proteinas, acidos nucleicos y agentes inmunologicos. Ademas, los nanomateriales han presentado
actividad antimaterial, citotoxica y se han empleado nanoestructuras funcionales como
biomarcadores, nanobiochips, nanoelectrodos o biosensores. Asi el estudio de estos
nanomateriales resulta de gran importancia en el area bioldgica.

2.2 Nanoestructuras

Las nanoestructuras son materiales con tamanos dentro de la escala nanométrica en una, dos o tres
dimensiones. El término "nanoestructura" se define normalmente por las dimensiones de las
nanoestructuras que deben estar entre 1 y 100 nm [25]. De esta manera las nanoestructuras pueden
clasificarse por su tamafio (Fig. 1b), como:



a) Dimension cero: Es el tipo de nanomaterial mas comun que tiene tres dimensiones (X, y, z)
a nano escala. Estos materiales se pueden representar con nanoparticulas esféricas [25]. Por
ejemplo, puntos cuanticos, esferas huecas, cimulos atdmicos, nanolentes.

b) Unidimensional: Este nanomaterial tiene dos dimensiones (x e y) en el rango nanométrico,
mientras que la otra dimensidn (z) es mayor que la nano escala, lo que da como resultado
nanomateriales con forma de aguja. Tienen una relacion de aspecto alta [25]. Por ejemplo,
nanotubos de carbono, nano cables, nano varillas, espirales de nano fibras, resortes y
multicapas.

c¢) Bidimensionales: Estos nanomateriales tienen una dimension en la nanoescala mientras que
las otras dos dimensiones son mas grandes que la nanoescala. Se trata de estructuras en forma
de placa [25]. Por ejemplo, nanopeliculas, nanocapas, nanorecubrimientos, nanodiscos,
heteroestructuras.

d) Tridimensionales: Estos nanomateriales tienen las tres dimensiones que son mas grandes
que la nanoescala, pero contienen granos equiaxiales de tamafio nanométrico. Tienen tres
dimensiones arbitrarias que son >100 nm. Sin embargo, estos materiales tienen estructuras
nanocristalinas e implican la presencia de caracteristicas a nanoescala [25]. Por ejemplo,
nanocompuestos, estructura multinanocapa, peliculas delgadas con porosidad a escala atomica,
nanoflores.

Diferenciar los materiales por su tamafio resulta relevante debido a que sus propiedades
fisicoquimicas se ven afectadas, por lo que considérarlo para futuras aplicaciones es esencial.
En la tabla 1 se muestran las caracteristicas de un material en bulto en comparacion de
nanomaterial.

Tabla 1. Comparacion de propiedades y caracteristicas de los materiales en bulto y
nanomateriales.

Material en bulto ‘ Nanomaterial

Area superficial pequefia Amplia area superficial

Menor reactividad quimica Mayor reactividad quimica

Materiales pesados Materiales mas ligeros

Caros Mas baratos en comparacion de su material
bulto

Poca eficiencia en energia Mayor eficiencia energética




2.2.1 Propiedades de las nanoestructuras

a) La superficie del material

A medida que el tamafio del material se reduce a nanoescala, la cantidad de 4&tomos de superficie
aumenta lo que resulta en una mayor reactividad de los sitios de la superficie. Por ejemplo:
consideremos un cubo de 1 cm % 1 cm % 1 cm de tamafio. Si cortamos este cubo en partes iguales
que terminan en 0,1 mm X% 0,1 mm x 0,1 mm, entonces el volumen total del cubo es similar al
original, pero la superficie de todos los cubos tiene 100 veces mas area que el original [26]. Por lo
tanto, estos materiales tienen una alta relacion de area de superficie sobre volumen. Muchas
propiedades como el punto de fusion y la adhesion estan controladas por los atomos de la
superficie.

b) Estabilidad y carga de superficie

La carga de la superficie es esencial para definir la agregacion, estabilidad y la afinidad de los
materiales con el ambiente y los grupos funcionales. Esta carga superficial es medida en términos
de potencial Z; la cual es una magnitud que representa el grado de repulsion electrostatica entre
particulas adyacentes y cargadas similarmente en la dispersion [26]. La magnitud del potencial Z
estd directamente relacionada con el tamafio de la particula, su composicion y el pH del medio.
Este valor de potencial Z puede ser positivo o negativo y mientras mas alto, mayor estabilidad en
las particulas [27].

¢) Actividad catalitica

Los nanomateriales se consideran catalizadores heterogéneos debido a su alta relacion superficie-
volumen. Los nanomateriales tienen muchos dtomos en su superficie, por lo tanto, estas particulas
tienen una energia superficial muy alta y son altamente activas, y se dice que los atomos de
superficie estan en un estado de inestabilidad fisica y son quimicamente activos, y son propensos
a realizar muchas reacciones quimicas [28].

d) Fenomeno de resonancia de plasmon superficial

La resonancia de plasmon superficial (SPR, por sus siglas en ingles “surface plasmon resonance’)
es un fenomeno Optico que presentan algunas nanoparticulas metalicas mas pequefias que la
longitud de onda de la luz [29]. El fendmeno resulta de las interacciones entre la luz incidente y
los electrones de la superficie en una banda de conduccion, lo que produce oscilaciones de plasmon
localizadas coherentes con una frecuencia de resonancia que depende en gran medida de la
composicion, el tamafio, la geometria, el entorno dieléctrico y la distancia de separacion particula-
particula de las NP [30]. Los materiales comunes utilizados para la produccion de NP son metales
nobles como Ag y Au, que debido a los niveles de energia de las transiciones d-d exhiben SPR en
el rango visible del espectro. Por ejemplo, el oro ya no exhibe el amarillo caracteristico del oro a
granel cuando el tamano de las particulas de oro estd en el rango nanométrico (es decir, las
nanoparticulas esféricas de oro de 13 nm aparecen en rojo brillante) [24]. Para la deteccion del
SPR se realiza tipicamente un instrumento UV-vis para NPs en solucion [31].



2.2.2 Métodos de sintesis de nanoestructuras

Los métodos de sintesis de nanoestructuras se pueden clasificar en dos grupos: descendente y
ascendente, y por sus siglas en inglés se denominan “top-down y bottom up” (Fig. Ic). En el
método descendente el material a granel se descompone en moléculas mas pequefias y una
descomposicion adicional da como resultado la formacion de la nanoparticula. Las técnicas que se
emplean son la molienda mecanica, litografia, descarga por arco, grabado, pulverizacion catodica,
ablacion laser, electro explosion y deposicion fisica de vapor [32]. Por otro lado, los métodos
ascendentes forman las nanoparticulas a partir de una sustancia mas simple o desde los dtomos.
Donde se emplean los métodos solvotérmicos e hidrotermales, métodos sol-gel, métodos de
plantillas blandas y duras, micela inversa, el hilado, también se incluyen los métodos quimicos y
bioldgicos [32]. Cominmente los métodos quimicos y bioldgicos son ampliamente comparados
debido a las similitudes en la obtencion de materiales, por lo que en la tabla 2 se muestran las
principales caracteristicas de ambos métodos [25].

Tabla 2. Comparacion entre métodos quimicos y bioldgicos para la sintesis de nanomateriales.

Sintesis quimica Sintesis biologica

Técnica simple. Variedad de formas y Sintesis simple y tiene una mejor eficiencia de
tamanos energia

Requiere agentes reductores y estabilizantes Menor costo de produccion
de alto costo

Sintesis con menor temperatura y buena Menor control en el proceso de sintesis del
calidad de material obtenido material

Emplea quimicos toxicos. Peligrosos para la Sintesis bioldgica, por lo que los residuos son
salud y el ambiente eco-amigables

Es posible el dopaje In-situ Mayor variedad de morfologias

La sintesis verde de nanoestructuras tiene la ventaja de ser de bajo costo, alta reproducibilidad,
eco-amigable con el ambiente y el proceso de purificacion de las nanoestructuras es simple
comparado con otros métodos [33]. Este método usa extractos de plantas a partir de las hojas,
tallos, flores y semillas donde se extraen agentes reductores y estabilizantes para la preparacion de
las nanoestructuras. Las biomoléculas que participan en las sintesis son polifenoles, flavonoides,
polisacaridos, alcaloides, aminoacidos, vitaminas, cetonas, fenoles y proteinas. En conjunto con la
concentracion de estas moléculas, el pH, la temperatura y el tiempo de contacto tienen efectos
sobre el tamafio y la forma de las nanoestructuras [34]. Dentro de las morfologias mayormente
encontradas por sintesis verde se encuentran las esferas, rodillos y tridngulos, los cuales se
describiran a continuacion.
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Figura 2. Esquema de la sintesis verde de las nanoestructuras representando las principales etapas
y materiales empleados. NPs=nanoparticulas.

2.3 Nanoestructuras de oro

Las nanoestructuras metalicas se utilizan cada vez mas en los campos biomédicos debido a su
pequenia relacion tamafio-volumen, funcionalizacidn, estabilizacion y facilidad de deteccion [24].
Entre los nanomateriales metalicos inorganicos, destacan las nanoparticulas de oro, cuyas distintas
propiedades fisicas y quimicas las hacen ideales para diversas aplicaciones, especialmente en
terapia, deteccion y diagnoéstico, o administracion precisa de farmacos [35] . Las AuNEs pueden
tener diversas morfologias y como se ha mencionado, propiedades y sus aplicaciones dependen
estrechamente de ellos, por consiguiente, se describiran las morfologias comtiinmente usadas en el
area biologica.

Las AuNPs esféricas poseen atributos tutiles como propiedades optoelectronicas relacionadas con
el tamafio y la forma, una gran relacioén superficie-volumen, excelente biocompatibilidad y baja
toxicidad [36]. Las propiedades fisicas importantes de las AuNPs incluyen la SPR y la capacidad
de apagar la fluorescencia. Las AuNPs esféricas exhiben una gama de colores (por ejemplo,
marrdn, naranja, rojo y morado) en solucion acuosa a medida que el tamafio aumenta de 1 a 100
nm, generalmente muestran un pico de absorcion relativo al tamafio de 500 a 550 nm [37]. Las
AuNPs esféricas en el rango de tamafo de 20 a 50 nm, poseen propiedades ajustables que mejoran
la administracion de farmacos y la terapia fototérmica. Ademads, la modificacion de la superficie
mejora la biocompatibilidad y permite dirigirse activamente a las células enfermas. La focalizacion
activa consiste en unir moléculas como anticuerpos y péptidos a la superficie de las AuNPs para
unirse a los receptores especificos del tumor, lo que facilita un tratamiento eficaz contra el cancer
[38]. La terapia fototérmica emplea la irradiacion laser para elevar la temperatura del tejido
tumoral, a niveles letales sin afectar a las células sanas, por lo que resultan de gran interés en estas
aplicaciones [39].
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Las nanorodillos de oro (AuNR) debido a su anisotropia, se caracterizan por tener dos bandas SPR,
la banda transversal y la banda longitudinal. Estos AuNR generalmente son sintetizados por
electroquimica, reduccion fotoquimica y sintesis verde [40]. Una ventaja de los AuNR es su alta
relacion entre el area de superficie y el volumen, que proporciona mds espacio para unir las
moléculas. Sus aplicaciones mas destacadas son en el tratamiento del cancer, ya que presentan una
mejor permeabilidad y retencion en el tejido tumoral, ademas, las AuNR tienen un tiempo de
circulacion mas largo en comparacion con las nanoesferas, que son absorbidas por los macréfagos
cuatro veces mas. Aunque los AuNR mas pequefios se eliminan mas rapidamente, aquellos con
una relacion de aspecto alta y un volumen pequefio son candidatos ideales en la administracion de
farmacos en tumores. Los estudios han demostrado que los AuNRs con una relacion de aspecto de
3 a 5 exhiben mayor éxito en la acumulacion en el sitio del tumor [41]. Por otro lado, gracias a su
excelente conversion fototérmica, los AuNR sirven como excelentes agentes para la liberacion
controlada de farmacos y eliminacion de tumores. Su tamafio ajustable y relacion de aspecto
permite controlar sus propiedades SPR para la terapia de ablacion térmica o la liberacion
fototérmica controlada [40].

Los nanotriangulos de oro (AuNT) se caracterizan por extensiones puntiagudas que irradian desde
un nucleo esférico. Existe una variedad de métodos de sintesis y el mas utilizado es el método
mediado por semillas; sin embargo, la reproducibilidad siempre es un reto [42]. Dentro de las
aplicaciones de los AuNT se asocian con un mayor nivel de absorcion celular, atribuido a los
bordes y vértices que tienen una mayor curvatura. Los estudios han demostrado que las AuNT
demuestran una mayor absorcion celular que las AuNPs, y las que tienen una longitud lateral de
50-150 nm exhiben la mayor absorcion celular debido a sus fuertes fuerzas de adhesion [43]. La
estabilidad, la compatibilidad bioldgica y la alta conversién fototérmica de los AuNT los
convierten en excelentes candidatos para la liberacion de farmacos en estudios fototérmicos, ya
que han demostrado resultados prometedores en la investigacion del tratamiento del cancer [44].

2.3.1 Toxicidad de AuNEs

Las caracteristicas de las AuNPs que las hacen especialmente atractivas en biomedicina son su
excelente estabilidad y biocompatibilidad, su facilidad para funcionalizar sus superficies, su baja
toxicidad y su transferibilidad al fArmaco [38]. De este modo, con el creciente interés en el uso de
AuNPs en biomedicina, también aumentan las preocupaciones sobre la seguridad humana. Se ha
vuelto crucial comprender las interacciones nano-bioldgicas y la toxicidad resultante de los
nanomateriales, y comprender los efectos adversos de la exposicion a estos nuevos materiales.
Algunos de los factores mas importantes que influyen en la toxicidad de las NP son su tamaiio,
forma, via de administracion, tiempo de exposicion, dosis, superficie de carga y funcionalizacion
del material [45] (Fig. 3).
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Figura 3. Condiciones de toxicidad de las nanoestructuras de oro, se muestran las principales
condiciones que afectan la biocompatibilidad de las nanoestructuras. Figura modificada de Milan
et al., 2022.

2.4 Extractos

Los extractos de planas son compuestos bioactivos concentrados por diferentes técnicas de
extraccion. Estos compuestos bioactivos pueden dividirse en metabolitos primarios, los cuales son
necesarios para el crecimiento y desarrollo normal de la planta, los cuales incluyen acidos
nucleicos, carbohidratos, acidos grasos, proteinas y las moléculas presentes en todas las plantas
para su crecimiento y desarrollo, como los reguladores del crecimiento y los componentes de la
pared celular. Los metabolitos secundarios son compuestos producidos por las plantas que
permiten que esta se adapte a su entorno local [46]. Cualquier especie de planta que se propague
en un nicho desfavorable, como los bosques tropicales tibios y acudticos, se esforzard por
preservarse mediante la produccion de biomoléculas que pueden tener propiedades insecticidas,
fungicidas, antibacterianas o antivirales. Los compuestos que generalmente se consideran
metabolitos secundarios son glucosidos, acidos organicos, compuestos terpénicos, sustancias
aromaticas no nitrogenadas, antocianinas, nitrogenados (aminas, betainas, alcaloides, compuestos
de cianuro) [47]. Dependiendo de tipo de compuestos que se requieren extraer se aplican diferentes
técnicas, en los apartados siguientes se explicaran dos de ellos, la decoccion y la extraccion
Soxhlet.

2.4.1 Decoccion

Esta técnica de extraccion es empleada para los fitoquimicos que no se descomponen ni se
modifican con el aumento de la temperatura. En una decoccion por lo general se utilizan partes
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como las hojas, raices, tallos tiernos y flores, estos se hierven en agua (100 °C) durante 15 a 60
minutos para la extraccion de fenoles y flavonoides. En cambio, en las partes mas duras de la
planta como las ramas o la corteza, las decocciones pueden durar méas de una hora. Después de
hervir, la mezcla se enfria y luego se cuela [46]. Finalmente, el extracto puede ser empleado o
resguardado fuera de la luz y en refrigeracion (4 °C).

2.4.2 Extraccion de Soxhlet

La extraccion Soxhlet es una extraccion continua de fitoquimicos utilizando un disolvente caliente.
El material vegetal molido se coloca en un dedal (bolsa porosa) hecho de un papel de filtro firme
o celulosa. El dedal lleno de material vegetal molido se coloca en el compartimento de la
parafernalia Soxhlet. El disolvente de extraccion, como el etanol o el metanol, se coloca en el
matraz inferior. A continuacion, el disolvente se calienta y vaporiza en el dedal de muestra, se
condensa en el condensador situado en la parte superior del aparato y luego vuelve a gotear, lo que
da lugar a la extraccion de fitoquimicos [48].

2.5 Caracteristicas y constituyentes fotoquimicos de la planta Satureja macrostema

En México, existe una gran variedad de plantas empleadas en la medicina tradicional, las cuales
son ampliamente usadas en decocciones, maceraciones, emplastos entre otras para en tratamiento
de diversas enfermedades. Una planta interesante para su estudio es Satureja macrostema,
perteneciente a la familia Lamiacea y también conocida como “nurite” (Fig. 4) [49]. Esta planta
se emplea en decocciones e infusiones para el tratamiento de diversas enfermedades, como el dolor
de estomago y las enfermedades hepaticas e intestinales. El aceite esencial obtenido por extraccion
de hexano de las partes aéreas de esta planta contiene principalmente terpenos como el limoneno,
la pulegona y el timol, lo que sugiere que algunos de sus efectos farmacoldgicos podrian atribuirse
a la presencia de estos valiosos constituyentes. El limoneno y el timol son algunos de los terpenos
con mayor actividad antioxidante en las plantas [50]. Con diferentes especies de Satureja se han
realizado estudios donde se le han destacado propiedades antiinflamatorias, analgésicas y
antiproliferativas, efectos antidiarreicos, vasos relajantes, antifungicos, antibacterianos,
antivirales, antiespasmodico y anticoagulantes [51], por lo que por sus propiedades y los
compuestos que posee, resulta una planta interesante para su aplicacién en la sintesis de
nanoparticulas.
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Figura 4. Planta Satureja macrostema en su habitad natural.

2.6 Extracto lipidico de la semilla de aguacate (Persea americana var. drymifolia)

El aguacate (Persea americana Mill) es una angiosperma de la familia Lauraceae y del género
Persea [52]. El aguacate incluye tres variedades botdnicas: el aguacate guatemalteco (P.
americana var. guatemaltensis), el antillano (P. americana var. americana) y el mexicano (P.
americana var. drymifolia). El aguacate mexicano es pequefio y contiene un alto porcentaje de
aceite, mientras que el aguacateantillano esmas grande y tienen un menor contenido de aceite,
ademas la semilla de aguacate nativo mexicano contiene una gran cantidad de acidos grasos y
derivados de acidos grasos a los cuales presentan propiedades beneficiosas para la salud [53]. Es
por esto que recientemente se report6 un extracto de la semilla de aguacate rico en lipidos (LEAS),
el cual contiene acidos grasos de cadena larga y acetogeninas alifaticas como avocatinas,
pahuatinas, persinas y alcoholes grasos polihidroxilados [54]. Las acetogeninas del aguacate tienen
cadenas alifaticas con un numero impar de carbonos (17, 19 y 21), con insaturaciones y un grupo
acetoxi en el carboxilo terminal, otra caracteristica distintiva es la presencia de grupos hidroxilo a
lo largo de la cadena (Fig. 5) [54]. A este extracto se le han reportado efectos antiinflamatorios,
inmunomoduladores y citotoxicos en lineas celulares de cancer de colon, cancer de mama,
melanoma murino a través de la induccion de apoptosis [55,56]. Sin embargo, la concentracion
del extracto puede ser citotdxica en tejidos sanos, por lo que con ayuda de la nanotecnologia se
propone disminuir la concentracion del extracto, manteniendo sus efectos citotoxicos.
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Figura 5. Extracto de la semilla de aguacate rico en lipidos (LEAS). Esquema del método de
extraccion y los principales componentes de LEAS.

2.7 Aplicaciones de nanomateriales de oro

2.7.1 Electroquimicas

La caracterizacion electroquimica es una serie de técnicas dentro del campo de la electroquimica
que se utilizan para analizar y comprender las propiedades y comportamientos de los materiales o
sistemas. Estas técnicas incluyen la aplicacion de estimulos eléctricos y la medicion de las sefiales
eléctricas o electroquimicas resultantes para obtener informacion sobre diversas propiedades,
como la conductividad, la reactividad de la superficie, la resistencia a la corrosion, la actividad
catalitica y el transporte i6nico. Las técnicas de caracterizacion electroquimica son herramientas
valiosas para el andlisis de las especies en solucion y en estado solido. Con estas técnicas se puede
dar solucion a problemas como el control de contaminacion de aguas, la eliminacion de metales
pesados, la degradacion de contaminantes organicos y la valorizacion de subproductos de desecho
[57]. Dentro de las técnicas mas empleadas en electroquimica se encuentra la voltamperometria
ciclica, cronoamperometria e impedancia que seran explicadas a continuacion.

La voltamperometria ciclica (CV) es un método comtinmente utilizado para explorar los procesos
de reduccion y oxidacion de especies moleculares. La voltamperometria ciclica caracteriza los
sistemas electroquimicos midiendo la respuesta de la corriente (i) como funcion de la tension
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aplicada (E) (ivs. E), proporcionando informacién sobre las reacciones redox, la cinética de
transferencia de electrones y la estabilidad electro activa de las especies [57]. Esta técnica consiste
en barrer lineal y ciclicamente la tension mientras se supervisa la respuesta de corriente resultante,
permitiendo determinar los potenciales maximos, las corrientes maximas y otros pardmetros
electroquimicos.

Por otro lado, la cronoamperometria es una técnica electroquimica que mide la corriente eléctrica
(1) en funciéon del tiempo (i vs. t) cuando se aplica un potencial eléctrico constante (E) a un
electrodo. A diferencia de la voltamperometria ciclica, que implica la aplicacién de un potencial
que varia ciclicamente, la cronoamperometria mantiene un potencial constante y mide la corriente
eléctrica resultante a lo largo del tiempo [57].

La medicién de impedancia (Z) es una técnica utilizada para caracterizar el comportamiento
eléctrico de un sistema en respuesta a una sefial eléctrica alterna (para un rango de frecuencia fijo).
La impedancia es una medida de la resistencia de un circuito eléctrico a la corriente alterna (segun
laley de Ohm) y puede incluir componentes de resistencia, capacitancia e inductancia [57]. Existen
varias técnicas de medicion de impedancia, como la espectroscopia de impedancia electroquimica
(EIS), que se usa ampliamente para estudiar procesos electroquimicos en baterias, sensores y otros
sistemas electroquimicos.

2.7.2 Tratamiento contra el cancer

El cancer es un conjunto de enfermedades caracterizada por la pérdida del ciclo celular y la
diseminacion de las células afectadas a otras partes del cuerpo. Cuando se genera una proliferacion
inapropiada se genera una masa de células denominadas tumor, si este tumor comienza a invadir
tejidos cercanos se le denomina céncer invasivo, finalmente cuando los tumores liberan células al
torrente sanguineo y se establecen nuevos tumores se le denomina metastasis [57], como se
representa en la Figura 6. Los tumores amenazan la vida de una persona cuando su crecimiento
altera los tejidos y drganos necesarios para la supervivencia.
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Figura 6. Esquema del inicio, desarrollo del cancer y metéstasis.

El cancer puede desarrollarse en casi cualquier tipo de tejido; sin embargo, cada tipo de cancer
tiene sus caracteristicas Unicas, por lo que su tratamiento cada vez es mas especifico, pero durante
muchas décadas solo hubo unas pocas opciones de tratamiento para los pacientes, que incluyen
cirugia, radioterapia y quimioterapia como tratamientos Unicos o en combinacion. Actualmente
los nuevos enfoques buscan la investigacion genomica y protedmica, que estan ayudando en la
identificacion de nuevos objetivos moleculares especificos de tumores que ayudaran en la sintesis
de una molécula de farmaco de "ajuste especifico" con una actividad terapéutica delicada y efectos
secundarios minimos [59]. Otros enfoques que se evalian es la administracion de fArmacos que
incluyen nanoparticulas, liposomas, polimeros, micelas, dendrimeros, micro emulsion, etc. Estos
sistemas pueden proporcionar especificidad tumoral, mantener la concentracion terapéutica del
farmaco durante largos periodos de tiempo y reducir las toxicidades relacionadas con el farmaco.
Sin embargo, estos novedosos sistemas de administracion de farmacos también adolecen de uno o
mas inconvenientes; especificamente, baja eficiencia de encapsulacién y poca estabilidad de
almacenamiento de liposomas, capacidad de carga limitada del farmaco y capacidad solo para
moléculas pequefias en el caso de polimerosomas y micelas [60].

2.7.3 Cancer de mama

El cancer de mama es un cancer desarrollado en la mama, y dependiendo del tipo de tejido en la
glandula mamaria donde se desarrolla se denominan céncer invasivo lobular, carcinoma in situ
ductal y cancer invasivo ductal [58]. En algunos casos un solo tumor de mama pueden ser una
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combinacion de estos tipos de cancer. La carcinogénesis no esta bien establecida, pero existen
factores de riesgo como el sexo, factores hormonales, edad, factores genéticos, dieta, consumo de
alcohol y la exposicion a la radiacion para el desarrollo de cancer de mama [61].
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Figura 7 Esquema de cancer de mama y principales quimioterapéuticos empleados. Modificado
de Isha Shah et al 2021, [57].

El tratamiento del cancer de mama depende de la etapa del cancer y del riesgo. Después de la
remocion quirurgica de mama, uno de los tratamientos mas utilizados es la quimioterapia, que es
un tratamiento con medicamentos que matan a las células cancerosas y se administran por via oral
e intravenosa. Los medicamentos viajan a través del torrente sanguineo para llegar a las células
cancerosas en la mayoria de las partes del cuerpo. La quimioterapia se administra en ciclos, y cada
periodo de tratamiento va seguido de un periodo de recuperacion. El tratamiento suele durar varios
meses. Es mas eficaz cuando se utilizan combinaciones de mas de un farmaco [62]. Los
quimioterapéuticos mayormente empleados son la ciclofosfaminda, el metrotrexato, la epirubicina,
la doxociclina, el carboplatino y la combinacion de estos [58]. A pesar de que la quimioterapia se
considera eficaz, su uso muy a menudo provoca varios efectos secundarios, como pérdida del
cabello, nduseas/vomitos, diarrea, llagas en la boca, fatiga, mayor susceptibilidad a las infecciones,
supresion de la médula 6sea, combinada con leucopenia, anemia, hematomas o sangrado mas
faciles, leucemias secundarias, dafio cardiaco, deterioro de las funciones mentales, interrupciones
del ciclo menstrual (en el caso de mujeres) y problemas de fertilidad [63]. Es por esto que se deriva
la necesidad de encontrar nuevos enfoques, que podrian ser nanotecnologicos en el tratamiento del
cancer de mama.

2.7.4 Melanoma

El melanoma es la formacion o crecimiento descontrolado de tejidos derivado de la transformacion
maligna de los melanocitos. Los melanocitos se derivan de la cresta neural [64] . Por lo tanto, los
melanomas, aunque surgen de la piel, pueden desarrollarse en otros lugares como el cerebro y el
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estdbmago. La tasa de supervivencia relativa a 5 afos para los pacientes con melanoma en estadio
1 o melanoma in situ es del 97%, en comparacion con el 30% para los pacientes con enfermedad
en estadio IV. El tratamiento del melanoma suele consistir en la reseccion quirtrgica, radioterapia,
quimioterapia, inmunoterapia, terapia fototérmica entre otros, que dependen de la ubicacion del
tumor, la profundidad, la ulceracion, la afectacion de los ganglios linfaticos y la metastasis [65].
El melanoma avanzado, definido como enfermedad irresecable o metastasica, se ha asociado
historicamente con un mal prondstico [66]. A pesar de estos avances, persisten desafios, incluido
el tratamiento de las metastasis cerebrales, los subtipos raros de melanoma, ademas de la aparicion
de resistencia a las terapias actuales, por lo que terapia fototérmica y la direccion de farmacos con
nanoparticulas pueden ser una alternativa de tratamiento.

2.8 Estado del arte

2.8.1 Sintesis y caracterizacion de nanoparticulas de oro con extractos

Existe una gran variedad de protocolos de sintesis para la obtencion de AuNEs; sin embargo, la
mayoria de estos métodos quimicos pueden utilizar reactivos toxicos y elevadas temperaturas
durante el proceso, lo que puede ser peligroso para el ser humano y para el ambiente [67]. No
obstante, la sintesis verde es muy prometedora para la obtencion de AuNEs, se ha reportado el uso
de bacterias, hongos y plantas los cuales poseen moléculas reductoras y estabilizantes que
favorecen las reacciones de sintesis [68]. Particularmente, los métodos que usan plantas utilizan la
semilla, hojas, tallo y frutos. Al ser obtenidas mediante extractos acuosos es facil su purificacion
por centrifugacion o filtrado. Para el mecanismo de sintesis se aprovechan los grupos funcionales
(-C-O0-C—, -C- O—, -C=C—, y —C=0-) presentes en los flavonoides, alcaloides, polifenoles y
fenoles, para reducir una sal metélica precursora (HAuCls) de Au’+ a Au’, en donde el proceso
puede durar desde unos minutos hasta horas [69].

Las AuNps sintetizadas por métodos verdes, presentan actividades bioldgicas como
antibacterianas, antivirales, antinflamatorias, antioxidantes y anticancerosa. La tabla 3 muestra
diversos estudios recientes de sintesis de AuNps, donde se utilizaron diferentes extractos de plantas
para su aplicacion en el campo biomédico. En estos estudios se obtienen tamanos de nanoparticula
entre 3 - 100 nm y diferentes morfologias. Cabe destacar que en su mayoria no se ha elucidado el
mecanismo por el cual se tiene la actividad antimicrobiana o anticancerosa lo que es un nicho de
oportunidad para su estudio.

Tabla 3. Estado del arte de AuNPs obtenidas por sintesis verdes para aplicaciones biomédicas.

Planta Morfologia Aplicacion Puntos Referencia
extracto /Tamaino destacados

utilizado
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Ananas Posibles aplicaciones | Demostraron [70]
comosus Esféricas biomédicas que no son
(pifia) y 2071 £ 744 nm y citotoxicas
Passiflora 18.68 + 5.55 nm.
edulis (fruta
de la pasion)
Hylocereus Esféricas Tratamiento en Las AuNps | [71]
undatus 40-100 nm heridas potencializan
(Fruta la  actividad
dragon) antibacteriana
del extracto
Moringa Esféricas y | Anticancerosas en | Posible [72]
oleifera hexagonales MFC- 7 67.92 pg/ml @ actividad de
(semilla  de  35- 51 nm de IC 50. las AuNps —
moringa) antioxidantes.
Antidiabéticas
y
anticancerosas.
Linum Esféricas y | Evaluacion de las  Las AuNps | [73]
usitatissimum | triangulares AuNps en actividad | tienen
(linaza) 3.4-6.9 nm anticancerosa actividad
antioxidante
IC50=73 mg/ml
Acai berry | Esféricas, rodillos y @ Evaluacion en cancer = No identifican | [74]
(fruto de triangulos de prostata y el mecanismo
palma de  12-19nm pancreatico por el cual se
acai) tiene la
actividad
anticancerosa
Salvia Esferas Alta eficiencia | Las particulas | [75]
officinalis 6 y 24 nm | catalitica para la mas pequeias
(salvia) aproximadamente reduccion de  p- | tienen mayor
nitrofenol y azul de | capacidad
metileno catalitica

2.8.2 Propiedades electroquimicas en la valorizacion de glicerol

El glicerol es una molécula importante de biomasa, de la cual se pueden obtener productos de valor
afiadido como el acido glicérico, la dihidroxiacetona, el gliceraldehido, el 4cido glicolico, el 4dcido
oxalico, el mesoxalato y el 4cido férmico [76]. Estos productos se utilizan ampliamente en quimica
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fina, farmacia, revestimientos y otros campos. Para la valorizacion del glicerol crudo se ha
propuesto el uso de nanomateriales de oro, debido a que es el metal mas electronegativo, teniendo
un potencial redox Au+/Au® muy elevado de +1,691 V, puede existir en los estados de oxidacion
+1 y +3, por lo que tiene una afinidad especial por la oxidacion del CO, considerando al oro un
catalizador muy eficaz [77]. Generalmente los nanomateriales de oro son soportados en carbon
para ser evaluados en la oxidacion de glicerol, se ha reportado que las particulas de oro pequefias
en términos de masa se activan a potenciales mas bajos, lo que da lugar a potenciales de inicio mas
bajos para la oxidacion del glicerol, mientras las particulas de oro grandes tienen potenciales de
inicio mucho mas altos, una mayor actividad especifica y son menos estables durante la oxidacion
del glicerol. Ademas, se ha observado que las facetas del Au, también influyen en los potenciales
de inicio, por ejemplo, en facetas Au(110) se tienen potenciales mas bajos y en alta proporcion de
facetas Au(111) potenciales de inicio mas altos[78]. En la tabla 4 se muestran los estudios
electroquimicos sobre la valorizacion de glicerol con nanoestructuras de oro.

Tabla 4. Estado del arte de AuNEs en estudios electroquimicos.

Morfologia / Método Condic | Glicer Densid Glice Densid

tamaio de sintesis ion ol ad de rol ad de
para | analiti corrien crudo corrien
electro co te Eonset/ te
- Eonset/ V vs.
oxidaci | V vs.
6n NHE
Esférica/ 2.5- | PVA método | 0.1 M | -0.26 | 188 mA | -- -- -- [79]
4.5 nm de proteccion | KOH y mg-1
0.1 M
glicerol
Esférica/3.94 | PVA método | 0.1 M |-0.6 4.35 - - -- [80]
nm de proteccion | KOH y mA
0.1 M cm-2
glicerol
Esférica / 3.5 | Método de | 1.0 M |-0.058 | 117 mA | -- - -- [81]
nm reduccion de | KOH y cm—2
fase 05 M
glicerol
Semiesférica / M -0.05 | 2514 -0.13 | 56.2 3 [82]
>300 nm Amperometria | KOH y mA mA MKOH
de pulso | 03 M cm-2 cm-2 y0.5M
diferencial glicerol glicerol
(DPA) crudo

21



Semiesférica/ | Sintesis verde | 1.5 M | -0.25 |278.39 |-0.18 | 446. 1.5 M| [83]
17.1 nm £ 2.4 | —  zanahoria | KOH y mA mA KOH vy
nm negra 0.5 M mg-1 mg-1 IM
glicerol glicerol
crudo
Particulas Método  de | 1 M | -0.1 229.56 |0.02 244 mA | IM
triangulares, | Turkevich KOH y mA mg-1 KOH vy
rodillos, 05 M mg-1 1 M
alambres vy glicerol glicerol
semiesféricas/ crudo
23.5+£9.7 nm
Semiesféricas | Electrocatalisi | 1M -0.12 | 77.39 -0.12 | 50.28 IM [84]
/ S KOH vy mA mA KOH vy
16.2+1.4 05 M mg-1 mg-1 1 M
glicerol glicerol
crudo

2.8.3 Aplicaciones en células de cancer MCF-7

La linea celular MCF-7 (Michigan Cancer Foundation —7) se aislo en 1970 a partir del derrame
pleural de una mujer caucdasica de sesenta y nueve afios con adenocarcinoma de mama metastasico.
MCF-7 es un subtipo Luminal A de cancer de mama que expresa receptores de estrogeno,

progesterona y glucocorticoides. Las MCF-7 son células de cancer de mama dependientes de
hormonas. Estas células del epitelio mamario tienen un bajo potencial metastasico y son poco
agresivas en comparacion con las células MDA-MB-231 independientes de las hormonas [85,86].
En la tabla 5 se muestran estudios actuales con las células MCF-7 y nanoestructuras donde se
evaluo su citotoxicidad, funcionalizacién con quimioterapéuticos y mecanismos de distribucion.

Tabla 5. Estado del arte de estudios de AuNEs con el modelo de células MCF-7.

Tipo de sintesis  Morfologia y Tamafio  Puntos destacados Referencia

composicion
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Sintesis quimica

Esferas y flores
AuNPs
AuNFs

14.76 nm
77.21 nm

Evaluaron la distribucion
de las nanoestructuras a
una concentracion de 19.7
ng/ml de AuNEs,
modifican proteinas que
regulan proliferacion
celular, heat shock y
metabolismo causando
dano celular

[87]

Sintesis coloidal

Semiesféricas
AuNPs
AgNPs
Au/AgNPs

10-30 nm

Presentan actividad
citotoxica

AuNPs ICso: 3184 uM
Auw/AgNPs ICs0:180 uM
Las bimetalicas inducen
especies reactivas de
oxigeno (ROS)

[88]

Sintesis quimica

Esferas
AuNPs

10-20 nm

Realizaron una
combinacion de 5 mM de
metforminay 10 mM de
AuNPs encontrando que
inhiben proliferacion
celular, inducen
citotoxicidad y apoptosis

[89]

Sintesis quimica
con resveratrol
y kaemferol

y
funcionalizadas
con
doxorrubicina

Esferas
k-AuNps-doxo
r-AuNps-doxo

75 nm
44 nm

AuNPs se absorben por
endocitosis.

Los conjugados
k-AuNps-doxo

ICso: 24 pg/ml y r-AuNps-
doxo ICso: 15 pg/ml
disminuyen mas viabilidad
celular en comparacion de
la doxorrubicina libre

[90]

Sintesis verde
semilla de
Euphorbia
acaulis

AuNPs
AgNPs

1-100 nm

Tienen actividad
anticancerosa, inducen
apoptosis, antibacteriana,
antilarvicida y
fotocatalitica

con AuNPs

ICs0: 59 pg/mly AgNPs

[91]
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ICs50:91 pg/ml

2.8.4 Aplicaciones en células B16-F0 de melanoma murino

El modelo de melanoma subcutdneo murino es empleado en la evaluacion de modelos de tumores,
donde se emplean las células B16-F0. Con esta linea celular se realiza una inyeccion subcutdnea
y entre 5 a 20 dias se puede observar un tumor palpable. El tratamiento de melanomas depende de
su estadio; sin embargo, los tratamientos mas empleados son la cirugia, quimioterapia y radiacién
[92]. Es interesante el uso de esta linea celular para la aplicacion de nanomateriales con potencial
uso en radio terapia, terapia fototérmica e hipertermias. En la siguiente tabla se muestran estudios
relevantes de las células B16-F0 con diversos enfoques de aplicacion de nanomateriales.

Tabla 6. Estado del arte de estudios de AuNEs con el modelo de células B16-FO0.

Tipo de sintesis ~ Morfologia Puntos destacados Referencia
y
composicion
Sintesis verde - | Esférica 49.5 nm Evaluaron diferentes [93]
d-glucosa AuNPs, 53.6 nm concentraciones (20 y 40
Glu-AuNPs, 123 nm ug/ml) y morfologias
Au-lipidos encontrando que reducen

la viabilidad celular.
Glu-AuNPs, Au-lipidos
aumentan la sensibilidad a
la radiacion

se induce apoptosis con
Glu-AuNPs, Au-lipidos y

radiacion
Reemplazamiento | Jaula 170 nm La aplicacion de un [94]
galvanico de AuNC recubrimiento de
AgNC biopolimero termosensible
AuNC-DOX- en la plataforma AuNC
PDA DOX permiti6 una terapia

combinada fototérmica y
de quimioterapia eficaz.
El uso de un modelo
tumoral B16-FO demostro
una mayor penetracion
tumoral y actividad
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anticancerigena de la
nanoplataforma dirigida

Sintesis quimica
y reaccion de
reemplazamiento
galvanico

Esferas
Estrellas y
rodillos
GNPs, GNSs,
and GNRs

53 nm
54 nm
50 nm

La viabilidad celular
disminuye a partir de los
200 pg/ml de las
nanoestructuras.

Se mostraron efectos
sensibilizantes de la
radiacion dependientes de
la dosis y de morfologia
de nanoestructuras de Au,
el efecto citotoxico fue
por la regulacion de ROS
y la induccion de
apoptosis.

[31]
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CAPITULO 111

METODOLOGIA EXPERIMENTAL

Este capitulo presenta la propuesta experimental de la investigacion. En la figura 8 se incluye de
manera general las etapas principales del proceso, desde la obtencion de los extractos para la
sintesis y caracterizacion de los nanomateriales hasta las aplicaciones que se le dio a cada uno de
ellos.

Objetivo 1 Objetivos 2y 3 Objetivo 4 Objetivo 5
'S N 2V ~ Y

[ AuNPs y AuNFs )

v : Preparacion de AuNPs y
Satureja AuNPs:LEAS L;uai‘t’r:‘: S:jjsr:e AuNPs y AuNFs AuNFs AuNPS:LEAS
\__macrosiema )\ /N <\ - | sintetizadas con S. Satureja
1 1 (_l_\ macrostema en macrostema
( Obtencion I Pre] ion d \( h carbon vulcan ::
. y paracion  de DRX UV-Vis . Cultivo
molienda de la concentraciones de Cultivo
planta fresca y seca LEAS DL.S FT-IR celular celular
\_ \_ Y, Potencial Z SEM Preparacion de MCE-7 BI6FO
i - ] - . J/ TEM soluciones acidas
Determinacién de DLS y basicas -
condiciones y Sintesis de Potencial Z t : Evaluacion de viabilidad
preparacion del AuNPs:LEAS \ / y proliferacion celular por
M’ﬂ ~——— exclusion de azul tripano
Evaluaciones
electroquimicas
Sintesis de AuNEs — Preparacion de
con AuHCL4 muestras para
SEM

Aplicaciones de los materiales

Obtencion y caracterizacion de los materiales

Figura 8. Esquema de la metodologia experimental empleada.

3.1 Sintesis de nanoparticulas de Au con el extracto de Satureja macrostema

La planta S. macrostema se obtuvo de un mercado local de la ciudad de Morelia, Mich. La planta
se dejo secar por 1 dia tapada de la luz, para la sintesis de AuNPs con morfologia esférica es
necesario que las hojas no tengan mas de 15 dias cortadas de la planta. Posteriormente las hojas se
sometieron a un proceso de molienda mecanica hasta formar un polvo fino homogéneo y sin un
tamafio de particula en especifico.

Para la infusion se empled el extracto acuoso de las hojas de la planta S. macrostema a una
concentracion final de 0.01, 0.02, 0.03 y 0.04 g/ml a temperatura ambiente, para hacerla reaccionar
con 5 ml de la solucion de sal precursora HAuCly (Sigma Aldrich, 99.9%) a 5 mM, 10 mM y 15
mM para formar una relacion volumétrica 1:1, como se observa en la figura 9.
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100 ml de H20 AUHCth’lI-?‘Ij Mm

1,2,3,4 gr de planta c— C
G W W

Molienda en Decoccion a 60°C  Filtracion y Adicion de sal Sintesis de
polvo fino por 25 min enfriamiento precursora AuNps

| Satureja macrostema

!

Figura 9. Esquema mostrando la metodologia de sintesis de las nanoparticulas (AuNPs).

3.2 Sintesis de nanoflores de Au con el extracto de Satureja macrostema

Del mismo modo del apartado anterior se obtuvo la planta S. macrostema en un mercado local de
la ciudad de Morelia, Mich. Para la sintesis de AuNFs es necesario que la planta sea cortada y
almacenada y secada por 15 dias, posteriormente las hojas de la planta se sometieron a un proceso
de molienda mecanica hasta formar un polvo fino homogéneo y sin un tamafio de particula en
especifico.

Se prepard el extracto acuoso de las hojas de la planta S. macrostema a una concentracion final
0.04 g/ml a temperatura ambiente, para hacerla reaccionar con 5 mL de la solucién de sal
precursora HAuClys (Sigma Aldrich, 99.9%) a 5 mM para formar una relaciéon volumétrica 1:1.
Después de 30 min se observo el cambio de coloracion a marrén-dorado.

AuHCl4 5 Mm \

100 ml de H20 .
4 gr de planta Vi
(&

d - .
4 & W & i

< el

w =
Satureja macrostema Molienda en Decoccidén a 60 °C  Filtracién y Adicién de sal Sintesis de
ecado por 15 dias polvo fino por 25 min enfriamiento precursora AuNFs /

Figura 10. Esquema que muestra la metodologia de sintesis de las nanoflores (AuNFs).

3.3 Sintesis de nanoparticulas de Au con el extracto lipidico de la semilla de aguacate

Se empleo el extracto de la semilla de aguacate (LEAS), obtenido como lo describe Baez-Magaria
[54] a una concentracion de 705 pg/ml en DMSO 5% y una solucion de sal precursora HAuCly
(Sigma Aldrich, 99.9%) a 5 mM. Se mezclaron en una relacion volumétrica 1:1 y se dejo
reaccionar en agitacion (80 rpm) por 24 h. La figura 11 presenta el mecanismo de sintesis de las
AuNPs: LEAS.
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Figura 11. Esquema de metodologia de sintesis de AuNPs con el extracto de aguacate LEAS.

3.4 Caracterizacion morfoldgica y estructural de las nanoestructuras

3.4.1 Espectroscopia de UV-Vis

Las propiedades Opticas se estudiaron mediante la técnica de espectrofotometria de ultravioleta —
visible (UV-Vis), los analisis fueron realizados con un equipo VELAB (VE-5100UV) con el
Software MetaSpec pro. Se utilizé una celda de cuarzo con un volumen de 2.5 ml. Se realiz6 un
barrido de 200 a 800 nm. Se utilizd6 como blanco agua desionizada, extracto acuoso de las hojas
de la planta Satureja macrostema o DMSO al 5% y el extracto de LEAS en las nanoparticulas
sintetizadas con este extracto. Esta técnica permitié obtener los espectros de absorcion del material,
a fin de determinar la region de absorbancia.

3.4.2 Difraccion de rayos X

Utilizando el equipo de difraccion de rayos X D8 Advance-Bruker, con un 4nodo de Cu y una
radiacion de A= 1.5406 A, se determind la estructura cristalina de los nanomateriales sintetizados.
Se utiliz6 un rango angular 20= 20-80 °, con un tiempo de paso de 0.6 e incremento de 0.2. Los
picos de difraccion se indexaron por la comparacion de las posiciones angulares 20 de acuerdo a
las cartas cristalograficas ICDD. Los datos se analizaron con Origin 8.

3.4.3 Espectroscopia de infrarrojo

Se examinaron los grupos funcionales del extracto de Satureja macrostema puro y de las AuNPs
sintetizadas con el extracto de S. macrostema mediante espectroscopia infrarroja. Se secaron las
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muestras en una estufa (LINDBERG/BLUE) a 60 °C por 24 h, posteriormente se hicieron pastillas
con KBr (Sigma -Aldrich) y se utilizé un equipo Bruker Tensor 27, en transmitancia evaluando de
4000 a 400 cm'. Esta evaluacion se realizé con la finalidad de determinar los grupos funcionales
involucrados en la sintesis y estabilizacion de los materiales al observar la comparacion de los
grupos funcionales del extracto puro con el extracto donde se sintetizaron las AuNps.

3.4.4 Cromatografia de gases acoplada a masas

La cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC-MS) se llevo a cabo en un
cromatografo de gases de Agilent Technologies (7 890A) equipado con un detector de masas
(Agilent 5 975C). Los tiempos de retencion y los espectros de masas de cada compuesto se
compararon utilizando la biblioteca del Instituto Nacional de Estandares y Tecnologia (NISTO08S).
Se cuantificaron por relacion directa con el patron interno del tetradecano (Sigma Aldrich®). Las
condiciones utilizadas fueron tomadas de lo reportado por Torres-Martinez [94].

3.4.5 Microscopia Electrénica de Barrido

Se examind la morfologia, el tamafio y la dispersion de las AuNps mediante la técnica de
microscopia electronica de transmision (SEM). Se secaron las muestras en vidrios de silicio
orientado y se colocaron al vacio por 6 h. Se utilizé un equipo JEOL JSM-7600F y Hitachi
SU8230, un microscopio de campo frio (CFE-SEM,Hitachi High-Tech, Tokyo, Japan). El andlisis
quimico puntual de las muestras se obtuvo mediante un EDS usando un detector BRUKER XFlash
6-30.

3.4.6 Microscopia Electronica de Trasmision

Se observo la morfologia, tamafio y estructura de los nanomateriales. Las muestras en polvo se re
suspendieron en isopropanol, se coloco una gota de las soluciones liquidas en rejillas de cobre de
3 mm de didmetro y se secé la gota a temperatura ambiente. Se analizaron los nanomateriales por
medio de imagenes de campo claro, difraccion de electrones y alta resolucion (HRTEM, por sus
siglas en inglés), en un equipo FEI-Titan G2 80-300.

3.4.7 Fotoluminiscencia

Se evalu¢ la fotoluminiscencia en un equipo Varioskan Flash, con una longitud excitacion de 250
nm en un barrido de 270 a 600 nm. Se utilizé una placa de 96 pozos Corning de fondo plano con
paredes blancas.

3.4.8 Potencial Z y DLS

El analisis del potencial zeta se llevd a cabo para evaluar la estabilidad coloidal de las muestras
utilizando el Litesizer 500 de Anton Paar (Graz, Austria) y celdas reutilizables con un volumen
300 uL a 25 °C. Las muestras fueron dispersadas en agua. El tamaio de las particulas se estimd
mediante dispersion de luz dindmica (DLS) utilizando un analizador de particulas Litesizer 500
Anton Paar (Graz, Austria), con un diodo laser semiconductor (A 658 nm) y una celda desechable.
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3.5 Caracterizacion y evaluacion electroquimica de nanoflores de Au

Se utilizo una celda electroquimica de tres electrodos empleando un potenciostato/galvanostato
Biologic SP-50. Se utilizaron como electrodo de referencia y contraelectrodo un electrodo de
calomel saturado (0.241 V frente a NHE) y una varilla de grafito, respectivamente. La tinta de
AuNFs se coloco en carbon Vulcan® en una relacion 80:20 (C/AuNFs), ademas se le adicion6 a
la tinta 7 ul mg™!' de Nafion® y 70 ul mg™! de 2-propanol utilizados como aglutinante y dispersante.
La cantidad total del electrocatalizador fue de 10.4 ug Au. Para la voltametria ciclica se utilizé un
medio alcalino de 2 M de KOH (pH 14) como electrolito acuoso, y una ventana de potencial de -
0.45 a2 0.95 V vs NHE. Ademas, se usé un medio acido de 0.5 M de HSO4 (pH 1) con una ventana
0.49 a 1.7 V vs NHE y un electrodo de referencia de Ag/AgCl (0.199 V frente NHE). Estas
soluciones fueron desoxigenadas con N3 (99,999%, Infra) previamente. Todos los experimentos
fueron realizados a una velocidad de barrido de 50 mV/s. La actividad electrocatalitica se evalud
con glicerol analitico (0.1, 0.5, 1.5 M) y glicerol crudo (0.5, 1.2 M) se aplic6 un potencial entre -
0.45y 0,93 V frente a NHE con una velocidad de barrido de 20 mV/ s.

El glicerol crudo empleado era una mezcla de diferentes pruebas de sintesis de biodiesel a nivel
piloto donde se empled metanol y KOH grado industrial, lo que convierte al glicerol en una
muestra representativa real; ademas, el glicerol crudo, la solucion de trabajoa 1 M en KOH 2 M,
y el remanente se analizd por espectroscopia Raman y se compararon con el glicerol de grado
analitico (Sigma Aldrich 99,5%). Se emple6 un espectroscopio HORIBA XploRA (Jobin Yvon) y
un laser de 90 mW a 785 nm como linea de excitacion. Los espectros Raman se procesaron con el
software LabSpec6®.

Las pruebas de espectroscopia de impedancia electroquimica (EIS) se realizaron en un
potenciostato/ galvanostato GAMRY Reference 3000 y se analizo al potencial de inicio (E1) y al
potencial de media onda (E2). El rango de frecuencia fue de 30 000 Hz a 0.2 Hz, con 10 puntos
por década y un voltaje de CA de 10 mV rms. Los espectros de impedancia se analizaron con el
programa gratuito Zview®.

3.6 Preparacion de muestras de células para microscopia electronica de barrido (SEM)

Las células MCF-7 se cultivaron en placas de 5 ml en medio F12-K (Sigma) suplementadas con
5% de suero fetal bovino (Corning), 5% de suero de ternera y 1% de penicilina/estreptomicina
(Gibco). Las células B16-FO se cultivaron en placas de 5 ml en medio DMEM (Sigma)
suplementadas con 5% de suero fetal bovino (Corning), 5% de suero de ternera y 1% de
penicilina/estreptomicina (Gibco). Ambas células se incubaron a 37 °C y 5% de COa..
Posteriormente, las células se montaron en vidrios de silicona orientada (previamente tratados con
colageno de cola de rata (1 mg/ml) y se esterilizaron durante 30 min con luz UV). Las células se
mantuvieron al 70% de confluencia. A continuacién, se les coloco 60, 120, 240, 480 y 960 pg/ml
de AuNPs sin lavar suspendidos en medio F12-K durante 24 h. Las células no tratadas se utilizaron
como control positivo, y las células tratadas con actinomicina 16 uM para las células MCF-7 o 3
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UM para las células B16-FO0 se utilizaron como controles. Para la observacion en SEM, las células
se fijaron con paraformaldehido al 2% y se secaron durante 4 h en un horno a 60°C. Se utilizé un
microscopio electronico de barrido Jeol JSM-7600F, utilizando 15 kV, LABE, y una distancia de
trabajo de 10.9-9.1 mm.

3.7 Funcionalizacion de AuNPs con quimioterapéuticos

Se empled el extracto acuoso de las hojas frescas de la planta Satureja macrostema a una
concentracion final 0.02 g/ml a temperatura ambiente, para hacerla reaccionar con 5 ml de la
solucién de sal precursora HAuCls (Sigma Aldrich, 99.9%) a 5 mM para formar una relacion
volumétrica 1:1. Después de 30 min se observé un cambio de coloraciébn a purpura.
Posteriormente, se agregaron 400 uM de cisplatino, doxorrubicina y la combinacion de los
farmacos para dejar en agitacion 150 rpm por 24 h.

3.7.1 Evaluacion de la citotoxicidad por ensayos de exclusion con azul tripano

3.7.2 Células B16-F0

Se cultivaron 2,000 células/pozo de la linea B16-FO (melanoma murino) en placa de 96 pozos, en
100 pl de medio DMEM. Se colocaron las AuNps: LEAS a una concentracion final de 42.33,
35.22, 28.22, 21.16, 14.1, 7.05, y 3.52 pg/ml, ademas se emple6 como control las mismas
concentraciones de LEAS, AuNps obtenidas por sintesis quimica con el mismo tamafio de
nanoparticula y como control de muerte la actinomicina D (2.5 pg/ml) por 24 h. A continuacion,
se despegaron las células y se tifieron con azul tripano (Gibco) en una mezcla 1:1, y se coloco 10
ul de la suspension en el hemocitometro y se contaron con la ayuda de un microscopio. Las células
vivas se observan de color gris brillante y las células muertas de color azul. El anélisis de resultados
se realizé de 3 experimentos independientes por triplicado empleando un andlisis de varianza de
una via (ANOVA de una via) mediante la prueba de Tukey-Kramer. Los resultados se reportan
como las medias =+ los errores estandar (SE), y el nivel de significancia se establecié en P < 0,05.

3.7.3 Células MCF -7

Se cultivaron 10,000 células/pozo de la linea MCF-7 de cancer de mama en placa de 96 pozos, en
100 pl de medio F12-K. Se colocaron las AuNps con los quimioterapéuticos a una concentracion
final 20 uM ademas se empled como control las mismas concentraciones de AuNps obtenidas por
sintesis quimica con el mismo tamafo de nanoparticula, el extracto de Satureja macrostema, los
quimioterapéuticos a una concentracion final de 20 uM y como control de muerte la actinomicina
D (20 pg/mL) por 24 h. A continuacion, se despegaron las células y se tifieron con azul tripano
(Gibco) en una mezcla 1:1, y se colocod 10 pl de la suspension en el hemocitometro y se contaron
con la ayuda de un microscopio. Las cé€lulas vivas se observan de color gris brillante y las células
muertas de color azul. El andlisis de resultados se realizo de 3 experimentos independientes por
triplicado empleando un andlisis de varianza de una via (ANOVA de una via) mediante la prueba

31



de Tukey-Kramer. Los resultados se reportan como las medias + los errores estandar (SE), y el
nivel de significancia se establecié en P < 0,05.

CAPITULO IV

ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

En este apartado, se presentan los resultados obtenidos de la caracterizacion de los extractos de
Satureja macrostema y LEAS, los nanomateriales obtenidos, ademés de las aplicaciones en
electroquimica y la evaluacion de la actividad citotoxica en células B16-FO y MCF-7.

4.1 Sintesis y caracterizacion de nanoparticulas de Au con el extracto de Satureja macrostema

Para determinar las condiciones ideales de sintesis, se realizaron pruebas a diferentes
concentraciones del extracto (0.01 - 0.04 g/ml) y del precursor de oro (HAuCls) de 5 - 15 mM a
temperatura ambiente (Fig. 12). El extracto cambia de color &mbar claro hasta marrén dependiendo
de la concentracion, presentando un olor a menta. Al afadir el precursor de oro al extracto
correspondiente se registraron los tiempos de reaccion y se observé el cambio de color a café
obscuro; sin embargo, inicamente en la concentracion de 5 mM con 0.02g/ml de extracto se obtuvo
un cambio de color a purpura a los 10 min, lo que es caracteristico de la formacion de las
nanoparticulas. Este tiempo es relativamente rapido y dentro del rango, ya que se han reportado
tiempos de reaccion desde los 10 min hasta las 24 h con extractos de plantas ricas en compuestos
antioxidantes [96,97]. En el caso de las demas concentraciones, el cambio de coloracion se debio
a la obtencion de nanoestructuras tipo flor de oro, que se discutirdn en otra seccion.

Variacion de la concentracion de sal
precursora HAuCl4

0.04 Extracto 0.02 g/ml

Variacion de la concentracion de extracto

| 001 002 003
Extracto | ‘
(g/ml) ‘

| B B

Reaccidn

con SmM |

HAuCl4

Tiempo de | 10 4 G Tiempo de 10 30 45
reaccion (min) reaccion (min)

Figura 12. Evaluacion del tiempo de reaccion modificando las concentraciones del extracto de
Satureja macrostema y la concentracion del precursor de oro en la sintesis de nanoparticulas.
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Se continudé con la caracterizaciéon Optica de las muestras, evaluando la absorbancia por
espectroscopia de Uv-Vis (Fig. 13) en un rango de longitud de onda de 350 a 800 nm. En el panel
de la figura 13a se muestran las bandas de absorcion de la modificacion de concentraciones del
extracto manteniendo la sal precursora HAuCls a 5 mM; se observo el plasmoén de resonancia mas
estrecho y definido a la concentracion de 0.02 g/ml del extracto, obteniendo el maximo del pico
en 536 nm. Sin embargo, también se observo un pico con menor intensidad y con mayor amplitud
en 566 nm a la concentracion de 0.01 g/ml del extracto. Estos resultados indican que cuando
aumenta la concentracion del extracto se intensifica el pico SPR hasta 0.02 g/ml, después de esta
concentracion el pico de plasmon desaparece, siendo atribuido a la formacion de agregados de las
AuNps. Esto quiere decir que a medida que aumenta la concentracion del extracto aumentan los
agentes reductores, aunque, proporcionalmente no aumentan los agentes estabilizantes, lo que
favorece la formacion de agregados como las flores, cuyo tamafo sale de la escala nanométrica.
Cuando se modificé la molaridad del precursor de oro y se mantuvieron 0.02 g/ml del extracto de
S. macrostema (Fig. 13b), se observd que a 1 mM no se obtuvo el plasmén, mientras que en la
condicion de 10 mM se obtuvo un pico a los 546 nm; sin embargo, comparando con la condicion
de 2 g de extracto y 5 mM de la sal precursora, la amplitud del pico estd definida a 536 nm, con
estos resultados se puede concluir que la condicidn ideal para la sintesis de AuNps fue utilizando
0.02 g/ml del extracto de S. macrostema y 5 mM de HAuCls. A partir de estos resultados los
experimentos posteriores se analizaron utilizando estas condiciones.
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Figura 13. Espectroscopia de Uv-Vis de nanoparticulas de oro obtenida de la sintesis con el
extracto de la planta Satureja macrostema. a) Modificaciéon de concentraciones del extracto
manteniendo la sal precursora HAuCl4 a 5 mM; b) Modificacién de la concentracion de sal
precursora y con 0.02 g/ml del extracto.

33



Figura 14. Micrografias de SEM de AuNPs sintetizadas con el extracto acuoso de hojas frescas
de S. macrostema. a) Micrografia de SEM x100, b) micrografia de SEM x200, c-d) Mapeo
quimico elemental, e) Energia dispersiva de rayos X.

La figura 14a muestra una micrografia de SEM a baja magnificacion, donde se tiene una dispersion
uniforme y una alta confluencia de particulas. En la figura 14b se observan las AuNps con una
morfologia variada, aspecto esperado en las sintesis con extractos de plantas encontrandose
algunas semiesféricas, triangulos y rodillos, cuyo tamafio es inferior a 45 nm [71,96]. De igual
manera, se observan las AuNPs recubiertas por el extracto que estabiliza a las particulas evitando
aglomeraciones entre ellas. Se realiz6 un mapeo quimico elemental y un espectrograma de EDS
(Fig. 14 c-e) demostrando la energia de emision secundaria del Au, lo que confirma la presencia
de Au solido.

En la figura 15a se evalto la estructura cristalina de las AuNps, a partir de los angulos de difraccion
del patron XRD obtenidos a 38.1, 44.2, 64.7 y 77.6° los cuales corresponden a los planos
cristalograficos (111), (200), (220) y (311) de la estructura cubica centrada en las caras (FCC) del
Au (JCPDF 66-0091), respectivamente. El valor del parametro de red estimado fue de a=4.071
nm. El tamafo del cristalito se calculd mediante la ecuacion de Scherrer y la reflexion (111), siendo
el pico de difraccion con mayor intensidad, obteniendo un valor de 9 nm. Esto indica que las
AuNPs estan compuestas por pequefios cristalitos, lo que concuerda con el trabajo que usa el
extracto de hojas de Clerodendrum inerme [97], la cual pertenece a la familia Lamiaceae donde
no se observaron impurezas en DRX y se obtuvo la misma fase cubica.

Los resultados de FTIR mostraron bandas de absorcion del extracto de S. macrostema 'y las AuNPs
representados en la figura 15b. El espectro de absorcion del extracto muestra bandas de los grupos
funcionales: C=C (1520-1590 cm™), C-H (2750-2860 cm™), O-H (3310-3390 cm™), C=0 (1690-
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1740 cm™) y componentes aromaticos (675-815 cm™). Se observa que el espectro de las AuNps
fue muy similar al anterior, lo que indica que muchos de los grupos funcionales organicos del
extracto se mantienen en la superficie de las AuNps, lo cual habia sido observado anteriormente
en SEM (Fig 14a). Ademas, previamente se ha reportado que el extracto de esta planta contiene
linalol, pulegona y mentona cuya capacidad antioxidante es alta, respecto a los demas
componentes. Ademads, segiin lo reportado [99] el extracto contiene timol, cuya capacidad
antioxidante también es alta con respecto a los demas componentes. Por lo que se puede sugerir,
que el grupo hidroxilo estd contribuyendo principalmente en la reduccion del Au** en Au’. El
mecanismo propuesto de la reduccion puede ser el expresado en la ecuacion 1.

AuCl + (3R) — OH - Au® + 3R — 0 + 3H* + 4Cl~

3-) — Tobs b) = Ext. Sm.
2000 — Tcal 100
—— 1 obs-cal
Posiciones
~ 1500 de Brage sof
5
Z S
= 1000 = o7
= .-
) )
= = co 9CO0
£ 500 s 0
o p—
= E =  AuNPs.
=
0
N R A £98.8
20 30 40 50 60 70 80 B~
0) 20 95.0}
AuNPS sin lavar AuNPS lavadas
Potencial Z -12.3010 mV 29.4604 mV L2
Movilidad -0.958 pm*em/Vs | -0.373 O-H
electroforética um*cm/Vs y ' y ' ' y x
4000 3500 300025002000 15001000 500 0

Conductividad 3.18187 mS/cm 0.0071 mS/cm

Longitud de onda (cm™)

Figura 15. Caracterizacion de las AuNPs. a) Patron de DRX, b) Espectro de FTIR; en la parte
superior el extracto acuoso de Satureja macrostema, en la parte inferior las AuNPs y, c) tabla de
valores de potencial Z, movilidad electroforética y conductividad.

Se obtuvo un valor de potencial Z de -12.30 mV (movilidad -0.958 pm*cm/Vs, conductibilidad
3.81 mS/cm) (Fig. 15c¢). El valor del potencial Z sugiere que las AuNPs tiene una carga eléctrica
a lo largo de la superficie y la fuerza de repulsion de los ensambles favorecen la formacion y
estabilizacion. Con FTIR y potencial Z, se concluye que las AuNPs interactuan directamente con
las moléculas del extracto generando particulas estables.
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Mediante microscopia electronica de transmision (TEM) se obtuvo més informacion sobre la
morfologia y el tamafno de las AuNps (Fig. 16). Similarmente, se observaron nanoparticulas
semiesféricas, triangulares y rodillos de donde se contabilizaron las morfologias esféricas, cuyo
tamafio promedio aproximado fue de 20 nm, algunas de ellas presentan una estructura MTP
(multiple twining particles) es decir, son policristalinas (Fig. 16b). Mediante la adquisicion del
patrén de la trasformada rapida de Fourier (FTT) se obtuvo una distancia interplanar de 0.23 nm
que pertenece al plano (111) de su estructura cubica (Fig. 16¢). Finalmente, la figura 16d muestra
el patron de difraccion de electrones de area selecta policristalino. Como se observa en la secuencia
de los indices de Miller estos corresponden nuevamente a la estructura FCC del Au, lo que
concuerda con lo observado mediante SEM y DRX.

Figura 16. Micrografias obtenidas por TEM de las AuNPs. a) Micrografia de campo claro (en el
inserto histograma de tamafios), b) alta amplificacion de una particula, ¢c) HRMET y su
correspondiente patron FTT, d) patron de difraccion de electrones.

Se realizo6 el analisis termografico de las AuNps, donde la temperatura se increment6 14 °C de 0 a
3 minutos (Fig. 17), se excitd la muestra con un laser a 808 nm que se encuentra en el infrarrojo
cercano, esta longitud de onda del laser se ha reportado que puede penetrar rapidamente la piel y
los tejidos sin llegar a causar dafio irreversible en las células, por la poca energia que se deposita
en ellas [100], y al conjugar las Nps con farmacos, se pueden excitar las particulas generando
radiacion térmica dando pie a posibles aplicaciones teragnodsticas [101]. El incremento de la
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temperatura en las AuNps esta estrechamente relacionado con el tamafo y la concentracion [102].
Esta prueba se realizé sin lavado previo, por lo que habia restos organicos que impiden la deteccion

de calor por parte de las particulas de oro; sin embargo, podria ser un material que se aplique en la

hipertermia, una vez que se retiren los restos del extracto.
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Figura 17. Analisis Termografico de las AuNPs.
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En la figura 18 se muestra la evaluacion de la fotoluminiscencia de las AuNps excitandolas con
una radiaciéon a 250 nm. Se observa que hay dos picos de emision, uno en 328 nm y otro en 432
nm. Se han reportado picos de AuNps entre 410 nm, con un tamafio de particula esférica de 8-10

nm [98]. Del mismo modo, se muestran dobles picos en los casos de la presencia de otras
morfologias de oro como rodillos o alambres, lo que reafirma que los valores de emision aqui
obtenidos corresponden principalmente a particulas semi esféricas. Por otro lado, el corrimiento
del pico obtenido puede ser atribuido a la distribucion de diferentes tamafios, lo que se observéd
por medio de SEM y TEM, discutido con anterioridad, mientras que el pico a 328 nm puede ser
atribuido a los restos organicos del extracto, por lo que para obtener un pico mas estrecho es

necesario homogenizar el tamafio de las AuNps y eliminar los residuos orgéanicos del extracto.
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Figura 18. Fotoluminiscencia de AuNPs.

4.1.1 Obtencion de micrografias de SEM de células de cincer MCF-7 con AuNPs

En la figura 19 se presentan micrografias de SEM de las células MCF-7 registradas mediante la
técnica low angle backscattered electrons (LABE). Se observa en la primera micrografia a 500 X
amplificaciones de las células confluentes, con una morfologia alargada, ntcleos grandes, con la
membrana conservada y sin estallamientos por el vacio provocado por el SEM, observandose de
manera similar a aquellas mostradas por microscopia optica (Fig. 19 b y d). Como control de
muerte se empled actinomicina, farmaco que interactia y se intercala entre las dos cadenas del
ADN, impidiendo asi, la replicacion correcta y alterando la sintesis del ARN para inducir
apoptosis, por la cual la morfologia celular cambia al morir a una forma redondeada y al ser células
adherentes, se van despegando, dejando huecos entre ellas (Fig. 19 ¢ y d). Las células adherentes
tienen polaridad por lo que para simular esto in vifro es necesario imitar y mimetizar la funcion de
la matriz extracelular para lo que se coloca coldgena de cola de rata. En La figura 19e, muestra las
células MCF7 sin tratar los vidrios con coldgena, se puede apreciar la importancia de colocar esta
matriz para evitar aglomeraciones y se pueda mantener la morfologia celular adecuadamente.
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En la figura 20 se observan micrografias de SEM de células MCF-7 con diferentes concentraciones
de nanoparticulas a baja magnificacion (Fig. 20a). Se puede apreciar la internalizacion de las
AuNps. A mayores amplificaciones se observan morfologias esféricas y triangulares,
caracteristicas de AuNPs sintetizadas por métodos verdes (Fig. 20c, f, i 0). De igual manera que
en los controles sin tratamiento, se observaron células con nucleos grandes y morfologia alargada
lo que es caracteristico de estas células. Se observéd que en general las AuNps se acumulan en un
sitio especifico del nucleo, esto habia sido previamente reportado usando el mismo tipo celular
analizado por microscopia confocal, donde observaron la acumulacion de las AuNPs en el ntcleo
y el nucleolo, lo que podria estar hablando de una afinidad a ciertas moléculas presentes en el
ntcleo celular [103], lo que concuerda con los resultados obtenidos en este estudio. Otra de las
ventajas de este método, es que no se requiere de un recubrimiento metalico que pudiera interferir
con la interpretacion de la muestra.

Figura 19. Micrografias representativas de células MCF-7. a) Micrografia de SEM y b) imagen
de microscopio Optico de células MCF-7 sin tratamientos, ¢) micrografia de SEM y d) imagen de
microscopio Optico de células MCF-7 con actinomicina, €) micrografia de SEM de células MCF-
7 sin colagena de cola de rata.
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En las micrografias de la Figura 20 a-e, se observan variaciones en las nanoparticulas
internalizadas en las células MCF-7 de una manera dependiente de la concentracion de AuNPs.
Las AuNPs pueden diferenciarse con un alto contraste, se observa la distribuciéon de las
nanoparticulas, los cristales de PBS y la morfologia celular. Ademas, la fijacion con
paraformaldehido evito la contaminacion del microscopio y el estallamiento de las células por el
vacio. Asimismo, el secado de la muestra evita el desenfoque de la imagen. En comparacion con
otros estudios este método elimina el uso de tetra 6xido de osmio [104], incrustar las muestras en
resinas epoxicas [105], cubiertas metalicas o vidrios recubiertos con Au o Cr [106,107] y métodos
de fijacion por punto critico [108], lo que resulta en una técnica mas sencilla para la observacion
de células por microscopia electronica de barrido.

La técnica también se realizo utilizando células B16-F0 (melanoma murino). Los resultados fueron
similares a los observados con las células MCF-7 porque fue posible diferenciar las AuNps
internalizadas y no, lo que demuestra que el método podria utilizarse con otros tipos de células
(Fig. 21). Las células B16-FO son células més grandes con un citoplasma mas irregular en
comparacion con las células MCF-7.
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Figura 20. Micrografias de SEM de Células MCF-7 con AuNPs. Células MCF-7 a-c) 60 pg/ml
de AuNps, d-f) 120 pg/ml de AuNps, g-i) 240 pg/ml de AuNPs, j-1)480 ng/ml de AuNPs, m-o)
960 pg/ml de AuNPs.

Ademas, se observo que en este método de fijacion es recomendable tener células con una
confluencia superior al 80% para evitar la formacion de grandes cristales de PBS; sin embargo, la
formacion de estos cristales no interfiere con el contraste de los AuNPs en las células (Fig. 21 c-
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f). En particular, la distribucion de AuNPs en las células B16-FO se observo en el citoplasma, y
muchas de ellas no lograron internalizarse, a diferencia de las células MCF-7, que se apreciaron
principalmente en el ntcleo. Esto es importante porque muestra la interaccion de AuNPps en
diferentes tipos celulares para posibles aplicaciones teragndsticas o de bioimagen. Ademas, la
técnica de fijacion permite observar la morfologia de las bacterias y los flagelos bajo el
microscopio (Fig. 22). Todos estos resultados demuestran la eficacia de este método de fijacion y
observacion de células mediante SEM, con una preparacion sencilla y un costo menor en
comparacion con los mas utilizados.

60 ng/ml Control

960 ug/ml

x500 x1000 x20000

Figura 21. Micrografias de SEM de células B16-F0O con AuNPs. Células B16-F0 a-c) sin AuNPs,
d-f) 60 ug/ml de AuNPs y g-1) 960 ug/ml de AuNPs.
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Figura 22. Micrografias de SEM de bacterias bacilares.

4.1.2 Funcionalizacion de las AuNPs con quimioterapéuticos y su evaluacion en células MCF-
7

La quimioterapia es uno de los tratamientos més empleados para el manejo del cancer; sin
embargo, la resistencia a estos medicamentos por parte de las células cancerosas ha orillado a
emplear esquemas de tratamientos combinados de quimioterapéuticos, no obstante, los efectos
secundarios también se vuelven mas agresivos. Es asi, que los nuevos enfoques como el uso de las
AuNPs funcionalizadas con diversos tipos quimioterapéuticos para potencializar sus efectos
citotdxicos a menores concentraciones de farmaco, resultan un area interesante para su estudio.

En la figura 23 se muestran los resultados de la viabilidad y la proliferacion de la linea celular de
cancer de mama MCF-7 tratadas con AuNPs sintetizadas con S. macrostema y funcionalizadas
con doxorrubicina, cisplatino y la combinacion de los farmacos a una concentracion de 20 mM
respectivamente. Los experimentos se realizaron por ensayos de exclusion por azul tripano y se
emple6 como control de muerte actinomicina D. En la figura 23a se observo que ningun
tratamiento muestra diferencias significativas en la viabilidad de las células MCF-7, sin embargo,
la proliferacion celular se ve ligeramente afectada cuando las nanoparticulas se funcionalizaron
con doxorrubicina y la combinacioén de doxorrubicina-cisplatino (Fig.23b). Cuando las células son
tratadas con cisplatino la proliferacion celular no se ve afectada, pero al tratarlas con AuNPs-
cisplatino disminuyen un 52% su proliferacion en comparacion a las células sin tratamiento. El
cisplatino es un quimioterapéutico que entra a las células a través de un sistema de transportacion
transmembranal, una vez dentro de la célula ejerce su citotoxicidad mediante interaccion con el
ADN vy la formacion de aductos en el ADN, lo que provoca que el ciclo celular se detenga en las
fases S, G1 o G2-M, induciendo asi la apoptosis [109]. Sin embargo, las células cancerosas han
desarrollado mecanismos de resistencia a los quimioterapéuticos como disminucion del ingreso
del farmaco, un incremento de la excrecion del farmaco, inactivacion del farmaco o un incremento
de la reparacion del ADN [110]. En los resultados obtenidos (Fig. 23) se observa la resistencia de
las células MCF-7 al cisplatino, pero con las AuNPs funcionalizadas, las c€lulas se sensibilizan al
farmaco, estos resultados son similares a lo reportado en un modelo de cancer colorrectal donde
las AuNPs mejoraron la administracion de cisplatino y oxigeno a los tumores, lo que redujo la
hipoxia y sensibilizo la quimioterapia, sin encontrar dafios por la combinacion de las AuNPs y el
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cisplatino [111]. Por lo que estos resultados sugieren que es posible funcionalizar AuNPs
sintetizadas por métodos verdes con cisplatino y mejorar la administracion del farmaco en células
resistentes MCF-7.
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Figura 23. Efecto de las AuNPs funcionalizadas con quimioterapéuticos sobre la viabilidad y la
proliferacion de las células MCF-7. a) Viabilidad; b) Proliferacion. Los datos se obtuvieron
mediante ensayos de exclusion con azul tripano. Los valores se representan como la media + error
estandar. Letras distintas indican diferencias estadisticas significativas. ANOVA de una via, post
hoc Tukey (p < 0.05). n=6.

4.2 Sintesis y caracterizacion de nanoflores de Au con extracto de Satureja macrostema

Se caracterizaron las nanoflores (AuNFs) sintetizadas con el extracto acuso de S. macrostema
lavadas y re dispersadas en isopropanol. La figura 24a muestra a baja magnificacion una dispersion
uniforme y una densa cantidad de AuNFs sintetizadas por un método eco amigable. En la figura
24b se observan las AuNFs ensambladas con finos platos triangulares agrupados formando los
pétalos de las flores. La figura 24c muestra una imagen a mayor magnificacion en donde se logra
ver en detalle los ensambles formados por bloques individuales, casi triangulares, cuyo tamafio es
de aproximadamente 730 nm. Ademas, se observa que los tridngulos que conforman el ensamble
laminar, tienen un largo de 150 nm y un espesor de 10 nm. Se evalud el tamafo de las AuNFs por
dispersion dinamica de la luz (DLS), empleando un angulo de medicion de 175°. La figura 24d
muestra el grafico que indica la distribucion de tamafio, en donde se obtuvo un tamafio promedio
de 783 +/- 7 nm muy aproximado al medido directamente en las imagenes de SEM (Fig. 24c).
Otros autores han sintetizado nanoflores de Au empleando métodos verdes en donde han obtenido
tamafios inferiores en un rango de 9 - 130 nm [112,113]. Considerando esa morfologia en forma
de nanoplatos apilados, conteniendo una gran 4rea superficial, este resultado puede ser prometedor
para aplicaciones en electroquimica [114].
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En la figura 25a - b se observa la composicion quimica elemental de las nanoestructuras obtenidas
mediante un mapeo quimico que muestra la distribucion espacial uniforme del Au en toda la
nanoestructura. En el espectrograma EDS aparecen principalmente las energias de emision
secundarias del Au, lo que confirma la composiciéon quimica de las nanoestructuras obtenidas
mediante el extracto de S. macrostema (Fig. 25c¢).
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Figura 24. Micrografias de SEM de AuNFs sintetizadas con el extracto acuoso de hojas secas de
Satureja macrostema. a) Micrografia de SEM x100, b) micrografia de SEM x200, ¢) micrografia
de SEM x200 espesor de ensamble, d) histograma de tamafio por DLS.
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Figura 25. Caracterizacion quimica elemental de las AuNFs. a-b) mapeo quimico elemental, c)
energia dispersiva de rayos X.
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Durante la reaccion de reduccion del AuHCl4 se observo un cambio de coloracion de marron claro
a café obscuro. Este cambio en la coloracion fue evaluado mediante espectroscopia de UV-Vis. El
espectro de absorcion muestra la banda tipica de resonancia del plasmon superficial (SPR) de Au
alargada con maxima elevacion a los 540 nm (Fig. 26a), la cual confirma la formacion de
ensambles nanométricos de oro. Esta banda ensanchada suele observarse en nanoestructuras
ramificadas por el diferente grado de confinamiento, como las nanoflores [115,116]. Estos
resultados confirman la formacion de nanoestructuras de oro a través de la reduccion mediante uso
de la planta S. macrostema.

La estructura y la cristalinidad de las AuNFs fue estudiada mediante DRX (Fig. 26b). Se
observaron 4 picos en 38.4, 44.6, 64.9 y 77.9 ° pertenecientes a los planos (111), (200), (220) y
(311), respectivamente. Lo que confirma una estructura ciibica FCC tipica del Au de acuerdo a la
tarjeta No. 00-004-0784 (ICDD). De la medicion del FWHM (111) y la ecuaciéon de Debye-
Scherrer se calculd el tamafio de cristal siendo de 9.3 nm, lo que confirma la cristalinidad
nanométrica. Mediante estos datos se puede indagar que la orientacion preferencial de crecimiento
de las flores es en el plano (220) debido a que los cristales son mas grandes en esa direccion. Las
imagenes de TEM de una de las AuNFs se presentan en la figura 26¢-d. Se muestran los ensambles
con su tendencia a la formacion de platos facetados con terminaciones curvilineas, que indican un
crecimiento anisotropico, que puede ser atribuido a la concentracion de los agentes estabilizantes
del extracto que dan orientacion cristalografica al ensamblaje de las AuNFs. La figura 26¢c-d
muestra una micrografia de HRTEM y su correspondiente FFT, la cual muestra una distancia
interplanar de 2.35 A, 2.46 A pertenecientes al {111} y 1.43 A pertenecientes al {220} a la familia
de planos de la red FCC del Au. Por esta misma técnica se ha reportado previamente en
autoensamblados dendriticos tipo flor el crecimiento influenciado en los planos (111)
influenciados por los surfactantes del extracto de Taraxacum officinale [10]. Con esto queda
evidenciado el crecimiento cristalografico preferencial de los nano platos que finalmente forman
los ensamblajes con estructura de flores.
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Figura 26. Caracterizacion estructural de AuNFs sintetizadas con el extracto de Satureja
macrostema. a) Espectro de UV-Vis b) difractograma de rayos X; ¢) y d) micrografia de HR-MET
y patron FTT.

El FTIR fue realizado con el extracto acuoso de S. macrostema y AuNFs. Los espectros FTIR del
extracto mostraron varios picos de absorcion IR, en los nimeros de onda 3382 cm™, 2893 cm’!,
1590 cm™, y 1036 cm™! en las regiones aromatica y dactilar de la banda IR. El pico ancho a 3382
cm-1 se obtiene de los grupos -OH, en 2893 grupos C-H, mientras que los picos a 1590 cm™ y
1036 cm™ se producen debido a la presencia de vibraciones de estiramiento C=O (grupos
carbonilo) y C-O de alcoholes, acidos carboxilicos, ésteres o éteres de biomoléculas presentes en
el extracto de S. macrostema (Fig. 27a). Cuando el extracto reduce y estabiliza al Au se observo
un pequeio desplazamiento al rojo para los picos anteriormente mencionados a 3414 cm-1, 2909
cm™!, 1606 cm-!, 1052 cm™, en los espectros FTIR de las AuNFs sintetizadas (Fig. 27b)
correspondientes a las frecuencias de estiramiento O-H, C-H, C=0 y C-O de las biomoléculas del
extracto.
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En la tabla 7 se muestran los resultados obtenidos por GC-MS, identificandose en el extracto de S.
macrostema la presencia de 6 compuestos fitoquimicos de la familia de los terpenos y mono
terpenos. Se obtuvo de concentracion mayor a menor pulegona, isopulegona, isomentona,
mentona, 4- metil isopulegona y linalol. Comparando esto con el extracto con el cual se llevo a
cabo la sintesis de las AuNFs se obtuvo una disminuciéon de la concentracion en todos los
compuestos, y en el caso particular del 4 metil isopulegona no se detectd, estos compuestos
obtenidos coinciden con los reportados en el aceite esencial de esta misma planta [50]. Con esto y
con lo obtenido por FTIR se puede inferir que estas moléculas estan participando directamente en
la reduccion del HAuCly y al disminuir estos compuestos terpenicos permiten la aglomeracion de
los nanoplatos de Au, permitiendo asi la formacion de las AuNFs.
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Figura 27. Espectro FT-IR. a) Extracto de Satureja macrostema, b) AuNFs sintetizadas con el
extracto de Satureja macrostema.
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Tabla 7. Principales compuestos identificados y cuantificados en el extracto acuoso de Satureja

macrostema mediante cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC-MS).

Nombre del Tiempo de Extracto Tiempo de Extracto S. m. +
compuesto retencion S. m. retencion (min) AuNFs
(min) pg/ml pg/ml

Linalol 11.7039 9.187 11.7039 1.538
Mentona 13.383 12.086 13.3778 1.946
Isomentona 13.7043 15.064 13.7042 2.702
Pulegona 15.9586 27.324 15.9533 4.206
Isopulegona 16.4042 24.335 16.3938 4.082
4 metil isopulegona 19.5965 9.323 -—-- -—--

Referente a la medicion del potencial Z, se obtuvo un valor de -14.54 mV (movilidad -1.124
um*cm/Vs, conductibilidad 4.15 mS/cm). Este valor del potencial Z sugiere que las AuNFs tienen
una carga eléctrica a lo largo de la superficie y la fuerza de repulsion de los ensambles favorecen
la formacion y estabilizacion. Con FTIR y potencial Z, se concluye que los ensambles de oro
interactuan directamente con las moléculas del extracto generando flores relativamente estables.

4.2.1 Evaluacion de AuNFs en la valorizacion del glicerol

El biodiesel es una alternativa para producir energia alternativa a la energia fosil, el biodiesel se
obtiene de aceites vegetales o residuos de grasas y como subproducto de esta reaccion de
combustion se obtiene el glicerol. Por lo cual es necesario el desarrollo de nuevas soluciones para
la valorizacion del glicerol crudo. El glicerol es una molécula importante de biomasa, con la cual
derivado de su oxidacion se pueden obtener productos de valor afiadido como el acido glicérico,
la dihidroxiacetona, el gliceraldehido, el 4cido glicdlico, el 4cido oxalico, mesoxalato y el 4cido
formico. Estos productos se utilizan ampliamente en quimica fina, farmacia, recubrimientos y otros
campos [16]. El oro es el metal més electronegativo tiene un potencial redox Au+/Au® muy
elevado de +1,691 V y puede existir en los estados de oxidacion +1 y +3 por lo que presenta una
especial afinidad por la oxidacion de CO por lo que el oro es considerado un catalizador muy eficaz
[117]. En recientes estudios se ha propuesto el uso de nanoparticulas/nanoestructuras de oro para
la electro-oxidacion de glicerol. Zhang y col. reportaron un modelo de catélisis para evaluar la
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electro-oxidacion del glicerol soportando en carbon nanoparticulas de Pt, Pd y Au en condiciones
basicas (KOH); del mismo modo, recientemente se evaluo la electro-oxidacion del glicerol con
nanoestructuras de oro donde determinaron que la actividad de oxidacion es atribuida a la
abundancia en facetas {1 0 0} [18]. Es por esto por lo que se decidio evaluar las AuNFs sintetizadas
con el extracto de Satureja macrostema por voltametria ciclica soportado sobre carbon Vulcan.

El voltamperograma ciclico en condiciones acidas a 0,5 M H>SO4 (Fig. 28a) presenta un pico de
reduccion de oro a 1.08 V vs. NHE y se observa un segundo pico en ~1.5 V vs. NHE, este ultimo
usualmente esta relacionado con el plano (111) con la formacion de 6xido de oro expuesto a partir
de un facetado electroquimico (reestructuracion de la superficie por ciclacion), en este sentido el
material sintetizado es policristalino con abundancia en atomos en la familia de planos {111}[118].
Las AuNFs presentaron un area de superficie electroquimicamente activa (EASA) de 0.2225 cm?2,
la carga Coulémbica para los picos de reduccion de AuO se tomo a un de valor de 386 pC cm 2
para la reduccion de la monocapa de AuO [119,120], este valor se empled para normalizar la
densidad de corriente maxima obtenida con las mejores condiciones y para normalizar los
diagramas de Nyquist obtenidos de la espectroscopia de impedancia electroquimica. De la misma
manera se evaluaron las AuNFs en condiciones basicas a 2M KOH donde se presenta el pico de
reduccion en 0.18 V (vs. NHE) atribuido a la formacion de 6xidos de oro (Fig 28b). Se evaluo la
electrooxidacion de glicerol grado analitico (0.1, 0.5, 1,2 M) y glicerol crudo (0.5, 1, 2 M) a 2M
de KOH. De esta manera, en la figura 28c se observa que el glicerol analitico tiene un valor de
densidad de corriente de 191 mA mg™! hasta 1510 mA mg™! lo que indica un incremento de
densidad de corriente de 7.9 veces. De la misma manera se evalu6 glicerol crudo (Fig. 28d) donde
se obtuvo una densidad de corriente de 157 mA mg! y un valor méximo de 819 mA mg™! en una
solucion de 2 M de KOH lo que indica un incremento de 5.2 veces en la densidad de la corriente.
Las estructuras AuFNW/C presentaron potenciales de inicio (Eonset) de -0.073 V 'y -0.104 V para
el glicerol analitico y crudo. El cambio del Eonset es un indicativo de que la compleja composicion
del glicerol crudo hace necesario un mayor trabajo eléctrico para iniciar la reaccion. El potencial
de inicio es la energia necesaria para iniciar la reaccion de oxidacion del alcohol, es decir el
parametro que permite conocer la actividad relativa de un material [121]. Estos Eonset son muy
similares a los reportados para glicerol crudo donde se han empleado nanoestructuras de oro,
mostrados en la tabla 4 del estado del arte. Con esto se puede indagar a que la estructura de la NPS
no influye directamente en el potencial de inicio de la reaccion de electro oxidacion.
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Figura 28. Voltarograma ciclico de AuNFs. a) Medio acido, b) medio alcalino, c) evaluacion
electrocatalitica para electrooxidacion de glicerol de grado analitico y (d) electrooxidacion de
glicerol crudo.

Los experimentos de espectroscopia de impedancia electroquimica (EIS) fueron hechos a 2
diferentes potenciales y los parametros electroquimicos obtenidos por el mejor ajuste del circuito
equivalente fueron colectados en la tabla 8. El potencial E1 corresponde al potencial de inicio, en
este punto estd en el proceso no Faradaico, en donde la reaccion no estd favorecida y se pueden
analizar parametros intrinsecos. Mientras que, en el potencial de media onda (E2) la reaccion se
ve mas favorecida [122,123].

Tabla 8. Resultados de la espectroscopia de impedancia electroquimica (EIS).

Glicerol 1 M

Glicerol crudo 1 M

Ei(-0.034 V) | E2(0.29 V) Ei (-0.12 V) E, (0.28 V)
Rs (Q cm?) 3.197 2.838 2.964 2.838
Ry (Q cm?) 1323 86.33 5587 119.6
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La figura 29a-b muestra el circuito equivalente, que incluye la resistencia de solucion (Rs) en serie
con la resistencia de transferencia de carga (Rp). El Rp estd en paralelo con el elemento de fase
constante (CPE1), que representa la capacitancia de la doble capa no ideal. La resistencia media
de la solucion para las estructuras AuNFs/C fue de 3,08 Q cm? La resistencia a la transferencia de
carga fue mayor al potencial E1 para el glicerol crudo que para el glicerol analitico. Al potencial
E2, la resistencia a la solucién disminuy6 en 2.838 Q cm2, y el Rp disminuy6 a 119.6 y 86.33 Q
cm? para glicerol crudo y analitico, respectivamente. Este aumento en el Rp entre el glicerol crudo
y el analitico puede deberse a que, en el crudo, hay especies como los tensioactivos que podrian
actuar como aislantes [124], lo que podria disminuir la actividad hacia la reaccion del glicerol
crudo en AuNFs/C. Sin embargo, la actividad hacia la reaccion de electro oxidacion del glicerol
crudo es mayor que en otros trabajos publicados [4,17,125].

Se utilizo la espectroscopia Raman (Fig. 29¢) para determinar los elementos del glicerol crudo que
podrian afectar la actividad. Como referencia, el espectro Raman de glicerol analitico de estas
especies es caracteristico, mostrando sefiales a 1256 cm™ y 1450 cm™! asociadas con los grupos —
CH2 [126]. Por otro lado, el glicerol crudo mostrd cambios en regiones de 1200 a 1300 cm-!
(marcadas en azul claro) asociadas con el metanol. Las soluciones de trabajo generaron un
remanente que en su mayoria presentd sefiales de los tensioactivos asociados a 1656 cm™ a los
grupos vinilo (C=C) [127,128].

Se empleo la prueba de cronoamperometria para ver si el material podia absorber combustible y
liberar subproductos durante un tiempo especifico. Nuestro estudio encontr6é que los AuNFs son
estables (Fig. 29d) y pueden mantener una densidad de corriente de 16 mA ™! durante 60 min sin
ningin cambio. Estos AuNFs mantuvieron densidades de corriente mas altas que los materiales
Au/C y PdAu/C con glicerol crudo [4]. Estaban aproximadamente en el rango de las AuNps con
glicerol analitico reportado por Lertthahan [119], pero a diferencia de su estudio, la corriente se
mantiene igual a lo largo del tiempo en nuestra investigacion.
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Figura 29. Graficos de Nyquist para AuNFs/C hacia la reaccion de electrooxidacion de glicerol
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analitico, glicerol crudo y soluciones de trabajo. d) Cronoamperometria al potencial maximo para
la reaccion de electrooxidacion del glicerol crudo a 1 M en 2M KOH. (En color)

A continuacion, la figura 30 muestra el voltamperograma ciclico AuNPs sintetizadas con el
extracto de S. macostema con la morfologia esférica, las cuales fueron caracterizadas en el
aparatado anterior. Las AuNPs fueron soportadas en carbon vulcan. El voltamperograma ciclico
en condiciones basicas a 2M KOH mostr6 que se presentan picos de reduccioén a 0.23 V (vs. NHE)
atribuidos a la formacion de 6xidos de oro (Fig. 30a). Del mismo modo, en condiciones acidas a
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0,5 M H>SOg4 (Fig. 30b) se presenta un pico de reduccion de oro a 1.13 V vs. NHE y un onset 0.8
V. Se evaluo la electrooxidacion de glicerol grado analitico (0.1, 0.5, 1,2 M) y glicerol crudo (0.5,
1,2 M) a 2M de KOH. De esta manera, en la figura 30c se observa que el glicerol analitico tiene
un valor de densidad de corriente de 23 mA mg™! hasta 292 mA mg™! lo que indica un incremento
de densidad de corriente de 12 veces. De la misma manera se evaluo glicerol crudo (Fig. 30d)
donde se obtuvo una densidad de corriente de 49 mA mg™'y un valor maximo de 262 mA mg™' en
una solucion de 2 M de KOH lo que indica un incremento de 5.3 veces en la densidad de la
corriente. Estos resultados tienen un valor mayor a lo reportado por Veldzquez-Hernandez en 2020
[18] donde la densidad de corriente de la electro-oxidacion del glicerol crudo obtuvo un valor de
77.39 mA mg’', lo que puede indicar que el material obtenido tiene una mejor capacidad de
catalisis.
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Figura 30. Voltarograma ciclico de AuNPs. a) medio acido b) medio alcalino c) evaluacion
electrocatalitica para electrooxidacion de glicerol de grado analitico (d) y electrooxidacion de
glicerol crudo.
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4.3 Sintesis y caracterizacion de nanoparticulas de oro con el extracto de la semilla de
aguacate

Para sintetizar las AuNPs también se empled un extracto de la semilla de aguacate denominado
“LEAS” por sus siglas en ingles “lipid extract avocato seed”, el cual contiene en su mayoria
moléculas denominadas acetogeninas, cuya composicion es una cadena alifatica de carbonos que
puede servir como agente estabilizante y grupos OH que funcionan como agente reductor, esto
con la finalidad de funcionalizar de manera directa las nanoparticulas y potenciar los efectos
antibacteriales y citotoxicos del extracto.

Durante la reaccion de reduccion del AuHCls con LEAS se observo un cambio de coloracion de
blanco a morado o café obscuro segtin la concentracion del extracto. Este cambio en la coloracion
fue evaluado mediante espectroscopia de UV-Vis en un rango de 400 — 750 nm. El espectro de
absorcion de las muestras nm en la concentracion de 705.5 pg/ml present6 la banda tipica de SPR
de Au centrada a 538 nm, el cual disminuyd progresivamente con la reduccion de la concentracion
el extracto (Fig. 31a), lo cual indica la formacion de las nanoparticulas a mayor contenido de
extracto. Para continuar con la caracterizacion se evalu6 el potencial Z (Fig. 31b) durante 3
semanas. Se observd que las nanoparticulas sintetizadas con el extracto iniciaron con un valor
promedio de -40 a -35 mV de la concentraciéon mayor a la menor; en la semana 2 disminuyeron
su potencial Z observandose aglomerados en la muestra, lo que indica el crecimiento de las
particulas. Finalmente, en la semana 3 se estabilizd nuevamente el valor de potencial Z de las
muestras alrededor de -38 mV; sin embargo, solo en las AuNPs sintetizadas con el extracto a 705.5
pg/ml no se modificd de manera significativa el valor. Ademas, no se perdio la coloracion morada
caracteristica de las AuNPs (Fig. 31b), por lo anterior se decidid unicamente emplear estas
nanoparticulas con la concentracion de sintesis de 705.5 pg/ml del extracto para posteriores
técnicas de caracterizacion y para las aplicaciones bioldgicas que se abordaran en una seccion
posterior.

Las AuNps sintetizadas con 705.5 pg/ml de LEAS (AuNPs:LEAS) se -caracterizaron
estructuralmente mediante difraccion de rayos X (Fig. 32a), observandose picos intensos
localizados a 38.1, 44.2, 64.7, 77.6° que concuerdan con los indices de Miller (111), (200), (2200),
(311) que corresponden a la fase cubica FCC (ICDD PDF #00-004-0784). Por DLS se determino
un tamafio de particula de 5-8 nm (Fig. 32b). La morfologia esférica y el tamafio de las AuNPs
son favorables para las aplicaciones bioldgicas, ya que la toxicidad depende en gran medida del
tamano, forma y quimica de superficie [129].
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Debido al tamafio de las AuNps:LEAS no fue posible determinar su tamafo por microscopia
electronica de barrido; no obstante, se observo que las nanoparticulas poseen una morfologia
esférica (Fig. 32¢). La caracterizacion se realiz6 mediante TEM (Fig. 33a). Se observo una sola
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morfologia esférica bien definida, sin presencia de rodillos o tridangulos generalmente obtenidos
por métodos verdes, lo que sugiere que esa presencia de diversas estructuras, comunmente
obtenidas por estos métodos, se debe a la diversidad de biomoléculas reductoras y estabilizantes.
Por otro lado, el extracto LEAS cuenta con suficientes agentes reductores y estabilizantes para
lograr la morfologia esférica y estable, determinado por el valor del potencial Z de -40 mV. Las
AuNps:LEAS tienen un tamafio promedio de ~10 nm (Fig. 33b). Mediante HR-TEM se obtuvo
el patrén FTT y se determino una distancia interplanar de 0.23 nm que pertenece al plano (111)
de su estructura cubica. Ademas, con el patron de difraccion de electrones se confirmo la secuencia
de los indices de Miller, estos corresponden nuevamente a la estructura FCC del Au de la tarjeta
ICDD PDF #00-004-0784 (Fig. 33 c-d), lo que concuerda con lo anteriormente observado por
DRX (Fig. 32a). Con ello, se puede concluir que fue posible sintetizar AuNPs estables con el
extracto de LEAS.

Figura 33. Caracterizacion de las AuNPs:LEAS. a) Micrografia de TEM campo claro; b)
micrografia de HR-TEM; c) patréon de difraccion de electrones; d) patrén FTT.

4.3.1 Aplicaciones de nanoparticulas de Au sintetizadas con el extracto de LEAS

Los efectos de las AuNps:LEAS en la viabilidad y proliferacion de las células de melanoma
murino (B16-F0) se analizaron por ensayos de azul tripano. En la Fig. 34a se observa que las
AuNps:LEAS fueron citotoxicas en concentraciones cercanas a la ICso LEAS (40.85 pg/ml)
reportado previamente [130], por lo que este efecto puede ser atribuido a la actividad del extracto.
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Sin embargo, al reducir la concentracion de LEAS (14.1 ug/ml) en la generacion de las
AuNps:LEAS, estas incrementaron su efecto citotoxico ~35% respecto a LEAS (14.1 pg/ml).

En la Fig. 34b se presenta el efecto de las AuNps:LEAS en la proliferacion de las células B16-F0.
Interesantemente, cuando se utilizaron concentraciones por debajo de la ICso de LEAS (21.16 a
3.52 pug/ml) para generar las AuNps:LEAS, estas provocaron una disminucion de la proliferacion
celular equivalente a la actinomicina. Con LEAS no se ha reportado la sintesis de AuNPs, pero
AuNPs sintetizadas con Annona muricata muestran actividad antiproliferativa en células
cancerosas Hep2[131]. Ademas, se han reportado AgNPs con el extracto de 4. muricata de semilla
y cascara, el cual dentro de sus compuestos incluyen a las acetogeninas. Los autores reportaron
con las AgNPs una disminucion de la viabilidad y de la proliferacion con una ICso 99% menor a
la misma concentracion del extracto en las lineas celulares cancerosas MCF-7, MDA-MB-468,
A-375 de melanoma y HCT-116 [132]. Estos resultados concuerdan con los obtenidos en este
estudio, por lo que podemos concluir que con LEAS es posible sintetizar AuNPs y potencializar
sus efectos antiproliferativos.
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CAPITULO V

CONCLUSIONES

Mediante el uso del extracto acuso de Satureja macrostema se sintetizaron nanoparticulas y
nanoflores de oro, el cambio de morfologia entre esferas y flores depende de la oxidacion de la
planta y la concentracion del extracto.

Las nanoflores sintetizadas con S. macrostema se ensamblan mediante placas triangulares
agrupadas delgadas que forman los pétalos de las flores presentando anisotropia en los planos
(111).

Mediante TEM se determind el tamafio de las nanoflores siendo de aproximadamente 730 nm,
contando con tridngulos de una longitud de 150 nm y un grosor de 10 nm. Se present6 una banda
de absorcion centrada en 540 nm, y por medio de DRX se determind su estructura cubica FCC de
Au.

El andlisis de GC-MS para el extracto de S. macrostema revelo la presencia de seis compuestos
fitoquimicos. En orden de concentracion, estos compuestos son pulegona, isopulegona,
isomentona, mentona, 4-metil isopulegona y linalol. Después de la biorreduccién, todos los
compuestos disminuyeron, lo que indicd que los compuestos terpenoides desempenan el papel
primordial en la reduccion del HAuCls y la aglomeracion de nanoplacas de Au.

Las nanoflores sintetizadas con S. macrostema, al ensamblarse con tridngulos, cuya dimensiones
se encuentran en la escala nanométrica, presentan un area de superficie de 36.53 m? g™, lo que
favorece sus propiedades cataliticas.

Las propiedades de oxidacién-reduccion del oro se analizaron mediante voltamperometria ciclica
en medios 4cidos y alcalinos. Se encontr6 que las AuNFs tenian una superficie
electroquimicamente activa de 0,2225 cm?. Ademas, las AuNFs se sometieron a pruebas
electroquimicas con glicerol de grado analitico y crudo, en condiciones alcalinas. La densidad de
corriente del glicerol analitico con las AuNFs fue aproximadamente 5 veces mayor, mientras que
con el glicerol crudo fue alrededor de 1,6 veces mayor en comparacion con los informes anteriores,
lo que demuestra la calidad de los resultados obtenidos. Esta mejoria, puede estar asociada a la
morfologia tipo flor que exhibe buena area superficial cuyos planos preferenciales son (111). Por
ultimo, el resto de moléculas superficiales del extracto vegetal (tensioactivos) favorecen que no
haya una intoxicacion rapida por CO, lo que favorece su mayor estabilidad.

Por otro lado, el extracto de S. macrostema fue til en la sintesis de nanoparticulas esféricas de
oro que presentaron una banda de absorcion en UV-vis centrada en 536 nm. Las imagenes de TEM
confirmaron su naturaleza esférica, presentando un tamano promedio alrededor de los 20 nm,
indicando una estructura cristalina cubica FCC del Au.

Se implement6 un método simple por microscopia electronica de barrido, para la observacion de
las AuNPs en células de cancer MCF-7 y B16-F0, cuya ventaja es evitar el uso de recubrimientos
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metalicos o de quimicos de contraste. Con esta técnica es posible visualizar las nanoparticulas
dentro y fuera de la célula, ademas de diferenciar si se encontraban vivas o muertas antes de su
fijacion con paraformaldehido.

Las AuNPs al funcionalizarse con quimioterapéuticos sensibilizan células cancerosas resistentes y
disminuyen la proliferacion celular hasta un 52%, respecto al control.

Con el extracto de la semilla de aguacate (LEAS) fue posible obtener nanoparticulas uniformes de
10 nm, esféricas e inferiores a las obtenidas con S. macrostema. Morfologias, como rodillos y
triangulos, fueron evitadas atribuido a que el extracto de LEAS es estandarizado para obtener la
misma concentracion de biomoléculas reductoras y estabilizantes.

Las AuNPs:LEAS presentaron una banda de absorcion centrada en 542 nm, mediante el patron de
DRX se determind una estructura cristalina cibica FCC, presentando una disminucion de la
viabilidad del ~35% en las células B16-FO de melanoma murino a la concentracion de 14.1 pg/ml

y una disminucion de la proliferacion celular de un 52% a concentraciones por debajo de la ICso
del LEAS, es decir de 21.16 a 3.52 pg/ml.
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