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PRESENTACION

Héctor Ulises Bernardino Herndndez! y Honorio Torres Aguilar?

a presente obra titulada Ciencias Quimico Farmacobioldgicas:

Investigacién basica y aplicada en el campo de la salud Volumen

1; es el resultado de los avances y trabajos de investigacion de
estudiantes de licenciatura y posgrado de la Facultad de Ciencias
Quimicas y otras Facultades invitadas de la Universidad Auténoma
Benito Juarez de Oaxaca y de otras universidades, que fueron
desarrollados como parte de las investigaciones realizadas en la
Facultad de Ciencias Quimicas entre los afios 2020y 2021. Mediante
un procedimiento académico riguroso se realizd su seleccion y
dictaminacién por pares académicos para su incorporacion en este
libro. Dichos trabajos han sido dirigidos y asesorados por Profesores
e Investigadores de las mismas Facultades, pertenecientes a diversos
Cuerpos Académicos (CA), entre los que destacan el CA Quimica,
Salud y Desarrollo Regional (UABJO-CA-49), Investigacion en Salud
(UABJO-CA-63), Inmunologia y Microbiologia Clinica (UABJO-CA-65) y
Quimica y Salud Ambiental (UABJO-CA-71). Los diferentes trabajos
abordan las areas de la quimica, farmacia, biologia y ambiente, cuya
finalidad es contribuir a atender la problematica y mejorar la salud
publica de la poblacion oaxaquefia. Con esta obra, se busca difundir
los avances y quehacer cientifico que se esta logrando en la Facultad
de Ciencias Quimicas de la UABJO.

I Profesor Investigador de Tiempo Completo de la Facultad de Ciencias Quimicas de la Universidad
Auténoma Benito Judrez de Oaxaca, lider del CA Quimica y Salud Ambiental (UABJO-CA-71). Investigador
Nacional Nivel | del CONAHCYT.

2 Profesor Investigador de Tiempo Completo de la Facultad de Ciencias Quimicas de la Universidad
Auténoma Benito Juarez de Oaxaca, lider del CA Inmunologia y Microbiologia Clinica (UABJO-CA-65).
Investigador Nacional Nivel Il del CONAHCYT.






AcTIVIDAD ANTIPROLIFERATIVA IN VITRO DE
NANOPARTiCULAS DE ORO SOBRE LA LiNEA
CELULAR DE CANCER DE MAMA MCF-7

Cosme Aquino Jiménez?, Roberto Martin Morales Lopez!, Adriana
Moreno Rodriguez? y Gabriel Sdnchez Cruz!3

RESUMEN

Introduccidn: El cadncer engloba un conjunto de enfermedades caracterizadas por la
proliferacion incontrolada de células que puede aparecer en diversas partes del
cuerpo, considerandose en la actualidad como la segunda causa de muerte en
América Latina, siendo los principales el cancer de mama, tiroides y cervicouterino,
las de mayor incidencia en mujeres. Actualmente la biomedicina enfocada al drea
de nanotecnologia, ofrece grandes avances para la busqueda de nuevos
tratamientos en diversas enfermedades, dentro de los cuales se encuentra el
cancer. Objetivo: Evaluar in vitro la actividad antiproliferativa de nanoparticulas de
oro (NPs-Au) sobre la linea celular MCF-7. Materiales y métodos: Se emplearon NPs-
Au previamente sintetizadas y caracterizadas mediante UV-Vis y microscopio de
fuerza atdmica, las cuales fueron evaluadas a diversas concentraciones (3.125, 6.25,
12.5, 25, 50 y 100 pg/mL) sobre el cultivo celular MCF-7 a 24 y 48 horas de
exposicion. La comparacion de la viabilidad celular entre los tratamientos, se
empled un ANOVA y prueba pos hoc de Tukey. Resultados: Las NPs-Au presentes en
solucién fueron semiesféricas con un tamafio entre 10-100 nm. La concentracién
de 3.125 pg/mL presentd actividad antiproliferativa significativa en las células
cancerigenas a 24 y 48 horas. Conclusiones: Los hallazgos obtenidos, pueden ser un
referente para seguir evaluando a las NPs-Au en futuras investigaciones.

Palabras claves: Cancer, células MCF-7, nanoparticulas de oro.

1 Facultad de Ciencias Quimicas, Universidad Auténoma Benito Judrez de Oaxaca. Autor de

correspondencia: gsanchez@uabjo.mx
2 Miembro del CA Quimica, Salud y Desarrollo Regional (UABJO-CA-49)
3 Miembro del CA Quimica y Salud Ambiental (UABJO-CA-71)
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Actividad antiproliferativa in vitro de nanoparticulas de oro sobre la linea celular de cancer de mama MCF-7

| cancer es un conjunto de enfermedades caracterizadas por la

proliferacion incontrolada de células que puede aparecer en

cualquier parte del cuerpo, actualmente es la segunda causa de
muerte en América Latina. Para México, no se difiere la magnitud de
los efectos de la enfermedad con respecto al panorama mundial, ya
que de acuerdo a la Organizacién Mundial de la Salud (OMS, 2015), el
cancer pulmonar, hepatico, colorrectal, gastrico y mamario, son los
responsables del mayor nimero de fallecimientos en el mundo, de
manera particular el cancer de pulmodn afecta a los hombres y el de
mama es la principal causa de muerte entre las mujeres (Jemal, Bray,
Ferlay, Ward & Forman, 2011; Feiltelson, 2016).

A pesar de los multiples avances que existen hasta el
momento, la ciencia pretende experimentar nuevos senderos en el
campo de biomedicina, dentro de los cuales se encuentra la
nanotecnologia, que describe un gran avance con multiples
aplicaciones, especialmente en la medicina mediante el desarrollo de
nanotrasportadores de farmacos, nanofarmacos, asi como el uso de
nanoparticulas (NPs) de diversos metales para algunas enfermedades
con la finalidad de obtener tratamientos terapéuticos menos
invasivos, econémicos y con grandes beneficios. Se ha documentado
que las nanoparticulas de oro (NPs-Au) por diversos métodos de
sintesis, presentan efectos terapéuticos de tipo citotéxico en diversas
lineas celulares (Selim & Hendi, 2012). Sin embargo, no se ha descrito
la identificacion de las NPs-Au por microscopia de fuerza atémica
(MFA) derivado de sintesis quimica, asi como su actividad
antiproliferativa contra la linea celular de cancer de mama (MCF-7,
Michigan Cancer Fundation 7) en un modelo in vitro. El objetivo del
presente estudio fue evaluar la actividad antiproliferativa in vitro de
NPs-Au sobre la linea celular de cancer de mama MCF-7.
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METODOLOGIA
Identificacion de AuNPs

Se adquirieron 0.5 mL de una solucion stock de NPs-Au a una
concentracion de 1.95 mg/mL. Para la caracterizacién se utilizaron 2
mL de una solucién previamente diluida a la concentraciéon de 3.125
ug/mL con agua desionizada, la cual fue medida por microscopia UV-
Visible Thermo scientific geness 10s en un rango de barrido de 200-
800 nm para determinar la presencia de las NPs. Para su identificacion
mediante microscopia de fuerza atodmica (Bruker innova) a través de
la técnica de contacto, se usd 1 plL de la solucién diluida que fue
colocada sobre una mica de grafito pirolitico altamente orientado
(HOPG, Highly oriented pyrolytic graphite) y utilizando un tamafio de
escaneo de 744.1 nm por triplicado a 320 Hz a un voltaje estandar de
calibracién de 2.0V, la cual permite determinar el tamafio, la formay
la dispersién de las NPs-Au. Una vez teniendo la caracterizacién se
procedid a la suspension de las NPs en medio Roswell Park Memorial
Institute Medium 1640 (RPMI) y se realizaron diluciones en serie
(3.125, 6.25, 12.5, 25, 50 y 100 pg/mL) a partir del stock, para su
posterior evaluacién bioldgica.

Lineas celulares y las condiciones de cultivo

Las lineas celulares cancerigenas fueron donadas por el
Laboratorio 6 de la Facultad de Ciencias Quimicas y el Laboratorio de
Mecanismos Celulares en Hemostasia y Cancer de la Facultad de
Medicina y Cirugia, ambos de la UABJO. Dichas células fueron
cultivadas en medio RPMI 1640, suplementado con L-Glutamina
(Caisson Laboratories, Inc. USA) al 10% de suero fetal bovino (SFB)
(Biowest) y 1% de antibidtico penicilina/estreptomicina 100X (Caisson
Laboratories, Inc. USA). Las células se mantuvieron a 37°C en una
incubadora (MR Brinder, Alemania) con CO; al 5% utilizando el
procedimiento estandar de cultivo.
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Ensayo de viabilidad in vitro mediante MTT

De las células cancerigenas previamente obtenidas, se realizé
un cultivo de 5 000 células/pozo en una microplaca de 96 pozos,
usando como volumen final 100 puL de medio de cultivo RPMI.
Posteriormente, se procedid a la incubacién por 24 horas a 37°C
humidificado con 5% CO; para su adherencia, inmediatamente fueron
tratadas con 100 plL de NPs-Au a diferentes concentraciones (3.125,
6.25, 12.5, 25, 50 y 100 pg/mL), obteniendo un volumen final de 200
uL. Todo lo anterior, se realizd por triplicado para incubar a diferentes
tiempos: 24 y 48 horas. En cada caso se incluyeron tres controles; el
primero para mantener vivas a las células (sin adicién de NPs-Au) y
dos controles para garantizar la muerte celular: perdxido de
hidrogeno al 40% y dimetilsulféxido (DMSO) al 30%, respectivamente.
Una vez transcurrido el tiempo de 24 y 48 horas de incubacion, en
cada placa se retird el medio con micropipeta y se le agregaron 20 ulL
de MTT (5 mg/mL en PBS 1X de bromuro de 3-(4,5-dimetiltoazol-2-il)-
2,5-difeniltatrazolium, SIGMA), posteriormente se incubaron por 4
horas a 37°C y 5% de CO; permitiendo la formacién de cristales de
formazan. Transcurrido el tiempo de incubacion, se retird el reactivo
de MTT por decantacion y se procedid a la adicién de 100 pulL de
isopropanol acidificado a temperatura ambiente para la solubilizacion
de los cristales. La variable de respuesta fue el porcentaje de
viabilidad celular a las 24 y 48 horas de incubacion, la cual se calculd
a través de la lectura de la densidad 6ptica (DO) a una longitud de
onda de 570 nm en un lector de placas (Multiskan FC, Termo
scientific), utilizando la siguiente formula: VC = (DONPs-Au/DOCC) x
100. Dénde: VC = Viabilidad celular (%), DONPs-Au = Densidad éptica
de células tratadas con cada concentracién de NPs-Au a 570 nm v,
DOCC = Densidad optica de células control (sin adicion de NPs-Au) a
570 nm.

Para analizar la informacion del ensayo, se consideraron
nueve tratamientos (por triplicado) bajo un disefio completamente

aleatorizado, se utilizé la prueba de ANOVA Yy prueba pos hoc de Tukey
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mediante el programa SPSS v15.0, para identificar las diferencias
entre los tratamientos, previa comprobacién de la normalidad de los
datos.

RESULTADOS

La técnica de espectroscopia UV-Visible se realizé como
prueba preliminar para la formacién y presencia de NPs. En la figura
1, se representa graficamente la resonancia de plasma de superficie
(SPR) de las NPs-Au, las cuales generan un pico mas alto a 575 nm
indicando la presencia de las NPs-Au. En la caracterizacién mediante
MFA, el tamafio oscilé entre 78-100 nm (fig. 2), las cuales no se
encuentran aglomeradas.

Figura 1. Espectro UV-Vis registrado por la presencia de
nanoparticulas de oro.
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Figura 2. Caracterizacion de las nanoparticulas de oro mediante
microscopia de fuerza atomica (izquierda) y tamafio de dichas
nanoparticulas (<100 nm, derecha).
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En el ensayo de viabilidad in vitro mediante MTT a las 24 horas,
se observé que los tratamientos de 3.125 pg/mL, H,0, y DMSO fueron
estadisticamente iguales entre ellos y significativamente menores al
resto de los tratamientos (p=0.000). A las 48 horas, la menor
viabilidad celular se observo con las concentraciones de 3.125, 6.25y
25 pg/mL que fueron estadisticamente iguales con los tratamientos
de H,0; y DMSO, seguido de la similitud entre los tratamientos de
DMSO, 6.25y 12.5y 100 mg/mLy posteriormente de los tratamientos
de 6.25, 25. 50 y 100 pg/mL que fueron iguales entre ellos; el valor
mas alto de viabilidad celular y significativamente diferente a los
demas tratamientos, se observé sin la presencia de NPs-Au (p=0.000)
(Tabla 1).
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Tabla 1. Viabilidad celular a las 24 y 48 horas.

Tratamiento 24 horas 48 horas
Sin NPs-Au 0.6940+0.16956 b 0.2563+0.04980 d
100 pg/mL 0.9743+0.12889 b 0.1363+0.02413  bc
50 pg/mL 0.9460+0.21956 b 0.1487+0.01097 c
12.5 ug/mL 0.6350+0.16286 b 0.138040.02352 bc
25 pg/mL 0.9620+0.23707 b 0.1260+0.01600 ac
6.25 pg/mL 0.5907+0.14230 b 0.09104+0.00100 abc
3.125 pg/mL 0.0707+0.00603 a 0.0650+£0.00436 a
DMSO (30%) 0.0860+0.01015 a 0.0753+0.00681 ab
H,0, (40%) 0.0817+0.03742 a 0.0700£0.00985 a

Letras diferentes, son estadisticamente diferentes.

DISCUSION

De acuerdo con la prueba de identificacion de las NPs realizada
por espectrometria UV-Vis, se obtuvo una banda de 575 nm,
ubicandose en la zona inferior del espectro visible. Estudios realizados
por Akram Igbal, Daniyal y Khan (2017), asi como por Ahmad,
Bhatnagar, Saxena, Igbal, Ghosh & Dutta (2017), quienes sintetizaron
y caracterizaron NPs-Au midiendo los rangos de longitud de onda
entre 500 a 550 nm a través del espectro UV-Vis, obtuvieron un pico
alto de 540 nm que corresponde a la resonancia de plasma de
superficie de la formacién de dichas NPs, la presencia de color rojo
rubi y el pico a 520 nm verifican la produccién de NPs-Au con un
tamafio de aproximadamente 78 nm, lo que concuerda con la
caracterizacion obtenida mediante MFA en el presente estudio (78-
100 nm). De la misma manera, lo reportan Devi y Sathishkumar
(2017), quienes usaron la técnica de espectrometria para la
caracterizacién de las mismas NPs, donde ajustaron a un barrido de
200-800 mn e intervalos de 1 nm, dando la banda de absorcion en el
rango de 510-560 nm, obteniendo la produccion de NPs-Au con un
tamafio de 20-50 nm.
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En el caso de la prueba de viabilidad, se decidiéo emplear una
sola linea celular debido a las caracteristicas que estas presentan
desde el punto de vista molecular (Holliday & Speirs, 2011), ya que se
han considerado diferentes en algunos aspectos, incluidos los perfiles
moleculares, los tiempos de duplicacion del cultivo in vitro y la
tumorigenicidad in vivo. Es decir, las células MCF-7 se clasifican
molecular y genéticamente como Luminal A (ER + / PR + / HER2-),
mientras que MDA-MB-231 es una linea celular triple negativa (ER- /
PR- / HER2-) y claudin-baja. Segun se informa, las células MCF-7 son
de tipo salvaje P53, mientras que MDA-MB-231 son mutantes
P53. MCF-7 tienen firma molecular del fenotipo epitelial, mientras
gue MDA-MB-231 son molecularmente de tipo mesenquimatoso.
Considerando dichas caracteristicas para la linea celular estudiada, se
observd la mejor actividad antiproliferativa a la concentracion de
3.125 pg/mL de NPs-Au a las 24 y 48 horas. Es importante mencionar,
gue a las 48 horas dicho efecto se observod a concentraciones altas de
dichas NPs, la explicacién a dicho comportamiento puede deberse al
efecto de las propias NPs; sin embargo, debe considerarse que
también pudo deberse a las alteraciones morfoldgicas, bioquimicas y
funcionales propias de las células que inducen a su muerte después
de cierto tiempo. Lo anterior, indica la necesidad de realizar mas
evaluaciones para obtener datos mds contundentes y determinar con
mas certeza el efecto de las NPs-Au sobre células cancerigenas.

A pesar de lo anterior, los resultados obtenidos concuerdan
con lo descrito por Uma Suganya et al. (2016) y Selim & Hendi (2012),
guienes evaluaron el efecto citotdxico de NPs-Au con forma esféricas
y tamafio aproximado de 12.5 nm, mediante la técnica de MTT en las
lineas celulares de cancer de mama MCF-7 y MDA-MB-231,
observando una actividad antiproliferativa a una concentracion de 4
y 6 ug/mL después de 48 horas de exposicion, concluyendo que a
menor tamafo de las NPs, es mayor el efecto citotoxico.
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CONCLUSIONES

Las técnicas de UV-Visible y MFA, son confiables y sensibles
para la identificacion, caracterizacion y distribucién de las NPs-Au.
Dichas NPs, mostraron actividad antiproliferativa en la linea celular de
cancer de mama MCF-7 a concentraciones mas bajas en diferentes
tiempos. Los resultados obtenidos sientan las bases para seguir
documentando los efectos antiproliferativos en células cancerigenas
por efecto de la exposicién a NPs-Au.
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ANALIsIs MorroLAGIco, COMPOSICION Y
EFECTO DE ECHEVERIA PALLIDA SOBRE LA
PropuccioN bE TRAMPAS EXTRACELULARES
DE NEUTROFILOS HuMANOS

Angeles Esmeralda Gémez Bustamante?, Paola Ester Lopez-Diaz?,
Juan Pablo Merino Villalobos? y Honorio Torres Aguilar®#

RESUMEN

Introduccidn: Las trampas extracelulares de neutrdfilos (del inglés, NETs) son redes
de cromatina descondensada cargadas con péptidos antimicrobianos y enzimas
producidas en contra de microorganismos. Actualmente, la variabilidad en su
composicidon estd escasamente estudiada y no se han descrito productos naturales
que inhiban sus efectos patoldgicos. Objetivo: Evaluar las divergencias estructurales
en la composicién de las NETs inducidas por estimulos bioquimicos vy
microbioldgicos en presencia de plasma con lupus eritematoso sistémico y extracto
de Echeveria pallida. Materiales y métodos: Por microscopia de fluorescencia se
analizé la morfologia de NETs inducidas por estimulos bioquimicos (acetato de
miristato de forbol y acido hipocloroso) y microbioldgicos (Candida albicans,
Staphylococcus aureus y Pseudomonas aeruginosa), en presencia de plasma de
pacientes con Lupus Eritematoso Sistémico (LES) y extracto hidroalcohdlico de E.
pallida. Resultados: Las evidencias experimentales revelaron una composicién
diferencial de ADN vy del péptido antimicrobiano catelicidina (LL37) ante los
diferentes estimulos. La presencia de plasma de pacientes con LES aumentd la
liberacion de ADN y LL37. El extracto de E. pallida inhibié la produccion de NETs.
Conclusiones: Se obtuvieron evidencias sobre la especializacion de las NETs como
mecanismo microbicida de los neutroéfilos, que sustentan los efectos de E. pallida
en la inhibicion de la produccién de NETSs.

Palabras clave: Autoinmunidad, Echeveria pallida, neutrdfilos, trampas
extracelulares.
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os neutrdéfilos son leucocitos cruciales para la defensa en contra

de las infecciones en la respuesta inmune innata. Estas células

pueden realizar funciones especializadas como la fagocitosis, la
degranulacion y la produccién de especies reactivas de oxigeno
dependiendo del patdogeno que identifiquen. La produccién de
trampas extracelulares de neutrdéfilos (NETs), es un mecanismo
microbicida adicional que se describié recientemente como la
emision de redes de cromatina descondensada cargadas con
histonas, enzimas y péptidos antimicrobianos para capturar,
neutralizar y eliminar ciertos tipos de bacterias, hongos y algunos
virus (Mayadas, Cullere & Lowell, 2014). Las NETs pueden producirse
por dos procesos principales: a) Una NETosis litica o “suicida”,
dependiente de NADPH oxidasa 2 (NOX2), en este proceso, la
membrana nuclear se disgrega y la cromatina es descondensada para
mezclarse con componentes de los granulos, el contenido completo
se libera al espacio extracelular implicando la muerte de los
neutrofilos (Brinkmann et al., 2004); b) Una NETosis "vital" o no litica,
independiente de NOX2 en la que el ADN se empaqueta en vesiculas
gue posteriormente se expulsan al espacio extracelular, los
neutrofilos mantienen su viabilidad permaneciendo como citoplastos
anucleados capaces de rodar y engullir bacterias (Yipp, 2012). En
ambos procesos, la actividad del péptido antimicrobiano catelicidina
(LL37) se han descrito como relevante para la funcién microbicida de
las NETs (Papayannopoulos, Metzler, Hakkim & Zychlinsky, 2010;
Papayannopoulos, 2018).

Sin embargo, a pesar del papel relevante de las NETs en la
respuesta inmune innata, una sobreproduccion puede ser perjudicial,
como se ha descrito en el Lupus Eritematoso Sistémico (LES) (Jeremic
et al.,, 2019; Torres-Aguilar, Sosa-Luis & Aguilar-Ruiz, 2019) y en
enfermedades oculares como la carnosidad (pterigion) (Yipp, Zamora-
Ortiz, Buentello-Volante, Garcia-Mejia & Garfias, 2019). Respecto a
este Udltimo, la planta medicinal mexicana Echeveria pallida
(siempreviva), ha sido utilizada tradicionalmente para tratar esta
enfermedad (Gonzdlez-Zorzano, 2011; Reyes, Brachet, Gonzalez, Islas
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& Lopez, 2015; Méndez, Ferrer, Dorantes, Sima & Dzib, 2003;
Godeaua, Laugier, Orange, Godeaua, Guittarda & Darmanin, 2017).
De acuerdo con lo anterior y dada la escasa informaciéon en la
heterogeneidad de la estructura de las NETs, se evalud su morfologia
y composicion ante diferentes estimulos microbianos, asi como el
efecto de factores solubles derivados de un proceso autoinmune
(plasma LES). Por otra parte, se analizé el efecto del extracto
hidroalcohdlico de E. pallida sobre la emisién de NET's.

MATERIALES Y METODOS
Aislamiento de neutrdéfilos y muestras de plasma

El proyecto fue aprobado por el comité de investigacion del
Hospital Regional de Alta Especialidad de Oaxaca (HRAEO/CIC/CEI
013/16). Se obtuvieron muestras de 10 mL de sangre con EDTA de
pacientes con LES (lupus eritematoso sistémico) e individuos sanos
pareados en edad y género. Los neutroéfilos se purificaron mediante
gradientes de Percoll (GE Healthcare). El nimero de células y su
viabilidad se cuantificaron por exclusion con azul tripano (0.4%
Sigma). La pureza se evalud por citometria de flujo (MACSQuant 10) y
software FlowJo (Tree Star, Inc), su morfologia se observé mediante
la tincion de Wright (Hycel).

Material vegetal y preparacion del extracto

La planta E. pallida fue colectada en Soledad, Etla, Oaxaca y
fue autentificada por la botanica y taxonomista M. en C. Manzanero-
Medina (N° de registro: JBRCC-250-01). Para el extracto se trituraron
500 g de hojas frescas y se extrajeron con 500 mL de etanol durante
40 horas. El extracto etandlico resultante se filtrd y se concentré al
vacio, posteriormente se diluyé en buffer de fosfatos DPBS (del inglés
Dulbecco's Phosphate Buffered Saline).
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Induccidn de trampas extracelulares de neutrdfilos

La formacion de NETs, se evalud a partir de tres condiciones
experimentales de andlisis: 1) Induccion mediante estimulos
bioquimicos (acetato de miristato de forbol -PMA- 200 nM [Sigma
Aldrich] y acido hipocloroso -HOCI- 4.5 mM [NaOCI Sigma Aldrich]),
bacterianos (Staphylococcus aureus [grampositivo ATCC 25923] vy
Pseudomona aeruginosa [gramnegativo, ATCC 10145] a MOI 100) y
fungico (Candida albicans [pseudohifas, ATCC 10231] a MOI 1.0); 2)
Induccién mediante los estimulos bioquimicos y microbioldgicos por
separado en presencia de plasma de tres origenes diferentes: plasma
autdélogo (del donador de neutrofilos), plasma de pacientes con LES y
plasma de individuos sanos alogénico (10%); 3) Inducciéon mediante
los estimulos bioguimicos y microbioldgicos por separado en
presencia de extracto etandlico de E. pallida en concentraciones de
30, 50, 80, 100, 200y 300 ug/mL. Asi mismo, se incluyé como control,
neutrofilos en ausencia de plasma en presencia de solucién salina
equilibrada de Hank (del inglés, HBSS).

Caracterizacién de las NETs por microscopia de fluorescencia

Para todas las condiciones experimentales de analisis, el ADN
se tifié con DAPI Fluoroshield (Sigma) (color azul) y con Alexa Fluor
594 anti-LL37 (color rojo) o bien, con control de isotipo (Santa Cruz)
como control interno para descartar uniones inespecificas. Para el
monitoreo de los estimulos microbianos (S. aureus, P. aeruginosa) y
fungico (C. albicans), fueron marcados previamente con CFSE (5 UM,
Sigma) (color verde), respectivamente. Las imagenes en MERGE, son
la union de las imagenes del ADN (azul) y LL37 (rojo), cuyo
solapamiento se refleja con la apariciéon del color lila. Las imagenes
fueron obtenidas por microscopia de fluorescencia (microscopio, Axio
observer Z1, ZEISS) y analizadas con el software Imagel. Las lecturas
de fondo de fluorescencia se establecieron con células no tefiidas
para DAPI o el control de isotipo para LL37, con la finalidad de analizar
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el valor medio de gris de la sefial por area para cada color, cuyos
valores fueron utilizados como variables para el andlisis ANOVA.

Anélisis estadistico

Las diferentes condiciones experimentales de analisis fueron
realizadas en diez experimentos independientes realizados por
triplicado en un disefio completamente aleatorizado. Para identificar
diferencias entre los tratamientos para cada experimento, se realizé
un ANOVA vy prueba post hoc de Tukey, previa comprobacion de la
normalidad de los datos, mediante el software Minitab con un nivel
de confianza del 95%.

RESULTADOS

Parte de los resultados ya han sido publicados en revistas
internacionales arbitradas e indexadas bajo las siguientes referencias:
Sosa-Luis SA et al. Immunologic Research. 2021;69(3):264-274 y de
Jesus Rios-Rios W, Altern Ther Health Med. 2021. Online ahead of
print. La informacion fue retomada como parte del trabajo de los
autores como medio de difusién de la ciencia, realizando las citas
correspondientes.

Pureza y morfologia de neutrdéfilos y microorganismos

Las caracteristicas morfoldgicas observadas por tincién de
Wright (Fig. 1A), el perfil FSC-SSC por citometria de flujo (Fig. 1B) y la
cuantificacion de la viabilidad por exclusidon con azul de tripano,
permitieron obtener una pureza celular del 98.9+0.06% y una
viabilidad celular del 95.5+4.2% de neutrofilos purificados en diez
experimentos realizados. Las caracteristicas morfolégicas vy
fluorescentes de la tincion de ADN-DAPI de neutrdéfilos recién
purificados (Fig. 1C) y la tincion CFSE de C. albicans (Fig. 1D), S. aureus
(Fig. 1E) y P. aeruginosa (Fig. 1F) fueron establecido inicialmente por
microscopia de fluorescencia para caracterizar los cambios
morfoldgicos debido a la induccion de NETSs.
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Figura 1. Pureza inicial y caracteristicas morfoldgicas de los neutrdfilos y los microorganismos. Las
imdgenes son representativas de uno de diez experimentos. Se observa la pureza de los neutrdfilos por
tincion de Wright 100X (A); citometria de flujo FSC (dispersion frontal) vs SSC (dispersion lateral) dot blot
(B); caracteristicas morfoldgicas y fluorescentes de neutrdfilos recién purificados con tincion de ADN-
DAPI-azul 40X (C) y tincién con CFSE-verde 40X de C. albicans (D); S. aureus (E) y P. aeruginosa (F). Los
cuadrados en el extremo inferior derecho muestran una amplificacion de 100X en el panel C, una
amplificacion dptica de 100X en el panel D y una amplificacion de tincion de Gram de 100X en los paneles
EyF

Fuente: Sosa-Luis et al. (2021).
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Diferencias morfoldgicas y estructurales en las NETs inducidas por
estimulos bioguimicos y microbiolégicos

Los neutrdfilos no estimulados mostraron una cromatina
condensada con una ubicacién citoplasmica de LL37 (Fig. 2 A, By C).
PMA indujo estructuras de ADN de apariencia turbia como se describe
para NETs liticas y LL37 se localizé en el espacio extracelular unido a
toda la estructura de las NETs ((Fig. 2 D, E y F). HOCI indujo una
morfologia de filamentos de ADN tipo no liticos y LL37 no colocalizd
con los filamentos de las NETs (Fig. 2 G, H y ). C. albicans indujo
filamentos de ADN prominentes y estructuras anucleadas de tipo
citoplastos tipo no litico y LL37 mantuvo una ubicacion citopldsmica
(Fig. 2K, L, My N). S. aureus desencadend caracteristicas de NETs no
liticas, las bacterias fueron capturadas por filamentos de ADN y LL37
(Fig.20,P,Q, RyS). P. aeruginosa generd vastas estructuras de ADN
turbias tipo litico, las particulas bacterianas estaban cubiertas por
ADNy LL37 (Fig. 2T, U, V, W y X).

Es importante resaltar que, aunque las NETs inducidas por C.
albicans, S. aureus y HOCL mostraron caracteristicas no liticas; sélo S.
agureus indujo una tincion de ADN superior estadisticamente
significativa (Fig. 2, panel Il), pero sin diferencias significativas en la
participacion de LL37 (Fig. 2, panel Ill) en comparacién con los
neutroéfilos no estimulados. Asi mismo, tanto PMA como P. aeruginosa
como inductores de NETSs liticas, mostraron niveles de ADN mas altos
estadisticamente significativos (Fig. 2, panel Il) y LL37 (Fig. 2, panel llI)
en comparacion con los neutroéfilos en reposo.
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Figura 2. Composicion de ADN y LL37 de NETs inducidas por activadores bioquimicos y microbioldgicos.
Las imdgenes muestran resultados representativos de microscopia de fluorescencia de diez repeticiones
independientes realizados por triplicado para cada condicion experimental. Los grdficos Il y Ill muestran
promedios + desviacion estdndar del valor medio de gris de la sefial por drea para DAPI-DNA y Alexa
Tincion con flior 594-LL37, respectivamente. El asterisco (*) indica diferencias estadisticamente
significativas (p < 0.05) de comparaciones entre grupos de condiciones experimentales con un nivel de
confianza del 95%. HBSS (solucion salina equilibrada de Hank); PMA (acetato de miristato de forbol);
HOCI (dcido hipocloroso); CFSE (Carboxyfluorescein succinimidyl ester); MERGE (del inglés, union o
solapamiento de imdgenes).
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Efecto del plasma de LES

Los resultados mostraron que en comparacion con los
neutrdéfilos mantenidos en ausencia de plasmay estimulo (Fig. 2 C); la
presencia de plasma autélogo (Fig. 3 A) y la presencia del plasma
alogénico (Fig. 3 G), no produjeron cambios morfoldgicos ni
variaciones en la localizacion del ADN/LL37. Sin embargo, los
neutrofilos en presencia de plasma LES mostraron una agregacion
celular evidente y pequefias fibras de ADN espontaneas similares a
NETsy una tincion difusa de LL37 (Fig. 3 M). Por otro lado, la presencia
de plasma autélogo y alogénico durante la induccién de NETs ya sea
por estimulos bioquimicos o microbioldgicos, no indujo cambios
sustanciales en las estructuras y ubicaciones de ADN/LL37 en
comparacién con la ausencia de plasma utilizado como control en la
Figura 2 C. De forma reproducible, la presencia de plasma de
pacientes con LES durante todos los estimulos indujo una agregacion
de los neutréfilos (Fig. 3N, O, P, Qy R).

Efecto del extracto hidroalcohdlico de E. pallida

El extracto de E. pallida produjo cambios significativos sobre
la morfologia de las NETs a partir de 100 pug/mL (Figura 4, 1), estos
resultados persistieron en las concentraciones mas altas. La presencia
del extracto no afectd la morfologia de los neutréfilos (HBSS vs E.
pallida [100 pg/mL]), pero redujo las NETs emitidas frente a todos los
estimulos en comparacion con el control sin el extracto (Fig. 4, |, panel
superior vs panel inferior). Este efecto fue estadisticamente
significativo en la reduccion de la produccién de NETs en presencia
del extracto ante PMA, C. albicans y S. aureus (Fig. 4, Il).
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Figura 3. Efecto del plasma autdlogo, alogénico sano y alogénico de pacientes con LES sobre las
diferencias estructurales inducidas por desencadenantes bioquimicos y microbioldgicos. Las imagenes
MERGE muestran colocalizaciones de los colores mencionados de resultados representativos de tres
experimentos independientes realizados por triplicado. Il) Los graficos muestran el andlisis estadistico
del valor medio de gris de la sefial para cada color (DAPI-DNA, Alexa Fldor 594-LL37 y tincion MERGE
[colocalizacion de ambos colores]). Las comparaciones estadisticas se realizaron entre la ausencia de
plasma (NO PLASMA) y la presencia de plasma autdlogo, alogénico o LES con todos los estimulos, y entre
la presencia de los diferentes plasmas como se describe en el eje Y. El asterisco (*) indica diferencias
estadisticamente significativas (p < 0.05) de comparaciones entre grupos de condiciones experimentales
con un nivel de confianza del 95%. HBSS (solucidn salina equilibrada de Hank); PMA (acetato de miristato
de forbol); HOCI (4cido hipocloroso).
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Figura 4. El extracto etandlico de E. pallida redujo la produccién de NETSs. |) Imagenes representativas de
microscopia de fluorescencia de NETs (DAPI-DNA azul) que habian sido inducidas por los estimulos que
se describen en la parte superior de la imagen (microorganismos teflidos con CFSE-verde), tanto en
ausencia (arriba) o presencia (abajo) del extracto. HBSS (solucidn salina equilibrada de Hank); PMA
(acetato de miristato de forbol); HOCI (4cido hipocloroso). Il) promedios + desviacion estandar del valor
medio de gris de la sefial por area para DAPI-DNA. El asterisco (*) indica diferencias estadisticamente
significativas (p < 0.05) en el analisis estadistico comparando la produccién de NETs en presencia y
ausencia del extracto.
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DISCUSION

Algunos autores afirman que una morfologia turbia del ADN
nuclear puede resultar de la muerte celular necrética debido a la
incubaciéon prolongada de neutrdfilos in vitro (Pieterse, Rother,
Yanginlar, Hilbrands & van der Vlag, 2016) y que la apariencia de las
NETs podria verse alterada de fibras similares a nubes a fibras
extendidas debido a las corrientes en los medios (Boeltz et al., 2019).
En la presente investigacion, este probable efecto artefactual fue
descartado porque la metodologia incluyd controles internos que les
permitieron mantener la morfologia sin cambios en los neutrofilos en
reposo tratados en las mismas condiciones. Asimismo, la morfologia
de las NETs obtenidas fueron similares a las reportadas por separado
para cada estimulo por diferentes autores: litica para PMA
(Brinkmann et al.,, 2004) y P. aeruginosa (Young et al., 2011);
reproduciblemente no litica para HOCI (Palmer, Cooper, Ling, Wright,
Huissoon & Chapple, 2012), C. albicans (Urban, Reichard, Brinkmann
& Zychlinsky, 2006) y S. aureus (Pilsczek et al., 2010; Petretto et al.,
2019). La presencia de plasma de pacientes con LES reveld una
agregacion celular en los neutréfilos en reposo con diminutas fibras
de ADN espontaneas similares a NETs. Curiosamente, la induccién de
NETs contra todos los estimulos en presencia de plasma de LES
también presentd una agregacion significativa de neutroéfilos con un
aumento sustancial de la colocalizacién de ADN/LL37 en comparacion
con la presencia de plasma autdlogo, alogénico o sin plasma. La
agregacion celular, es un efecto esperado debido a la activacion de los
neutroéfilos causada por niveles elevados de IFN-a e inmunocomplejos
en pacientes con LES, lo cual podria estimular la formacion de NETs
(Bave et al., 2003; Skrzeczynska-Moncznik et al., 2013) y ademds de la
depuracién inadecuada de ADN descrita en esta enfermedad, se ha
propuesto como un probable mecanismo de pérdida de tolerancia
inmunoldgica y produccién de autoanticuerpos anti-ADN y anti-LL37
en el LES y la psoriasis (Gestermann et al.,, 2018; Xhindoli, Pacor,
Benincasa, Scocchi, Gennaro & Tossi, 2016).
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En cuanto a los efectos del extracto de E. pallida, los resultados
obtenidos describen por primera vez una actividad farmacoldgica de
esta planta, al inhibir la produccion de trampas extracelulares en
neutroéfilos humanos de individuos sanos. Sin embargo, a pesar de la
amplia aplicacion de las plantas de la familia Crassulaceae para el
tratamiento de pterigidn y otras enfermedades oftalmicas en la
medicina tradicional mexicana y otros paises del mundo (Godeaua,
Laugier, Orange, Godeaua, Guittarda & Darmanin, 2017; Markova,
Batovska, Kozuharova & Enchev, 2015), no hay estudios disponibles
que exploren las bases cientificas que respalden su uso
etnofarmacoldgico. Asimismo, debido a la ausencia de otros estudios
cientificos que evallen extractos de diferentes especies de Echeverias
en la inmunopatologia del pterigion, la realizacion de un analisis
comparativo no es posible hasta el momento. Por lo anterior, es
necesario continuar con estudios adicionales para determinar las
moléculas bioactivas especificas de esta planta y los blancos celulares
especificos donde podria darse su efecto terapéutico. Sin embargo,
los resultados obtenidos en este estudio revelan que las propiedades
curativas de E. pallida en pterigion podrian ser parcialmente a través
de la inhibicion de la produccién de NETs con un efecto reductor
posterior en la produccién de matriz extracelular y la inflamacién
crénica.

CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos muestran nueva evidencia sobre la
variabilidad y especializacién de la composicion de las NETs
dependiendo del estimulo inductor y el medio local. Las propiedades
curativas de E. pallida en enfermedades oftalmicas podrian ser en
parte a través de la inhibicion de la produccién de NETSs.
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ALIMENTOS OAXAQUENOS QUE FORTALECEN EL
SISTEMA INMUNITARIO
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RESUMEN

Introduccidn: La alimentacién es un factor muy importante para el buen
funcionamiento del cuerpo y sus sistemas. Oaxaca es un estado que cuenta con una
gran diversidad climatica, bioldgica y cultural, lo que permite una riqueza culinaria
con un enorme potencial de nutrimentos que pueden fortalecer el sistema
inmunitario. Objetivos: Documentar los nutrientes que fortalecen el sistema
inmunitario presentes en algunos alimentos oaxaquefios. Materiales y métodos:
Estudio descriptivo a través de una revision bibliogréfica. Resultados: Se
identificaron 17 alimentos con una diversidad de nutrientes (compuestos
fitoquimicos, vitaminas y minerales) que ayudan a fortalecer el sistema inmunitario.
Conclusiones: El estado de Oaxaca posee una diversidad de alimentos que aportan
un alto valor nutrimental a la dieta, pero algunos son importantes debido a que
contienen nutrimentos esenciales para el fortalecimiento y buen funcionamiento
del sistema inmunitario, entre estos se encuentra el caldo de nopales, el pozole
mixteco y el estofado.

Palabras clave: Alimentos oaxaquefios, nutrimentos, sistema inmunitario.
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Alimentos oaxaquefios que fortalecen el sistema inmunitario

a alimentacion es un factor muy importante para el buen

funcionamiento del cuerpo, tal es el caso del sistema

inmunitario. Dicho sistema es un factor clave en la salud
humana. En la actualidad, el efecto que tiene la nutricién sobre la
funcion inmunoldgica estd bien establecida ya que son varias las
vitaminas (A, B6, B12, C, D, Ey folato) al igual que algunos
oligoelementos (zinc, hierro, selenio, magnesio, cobre, entre otros),
gue desempefian funciones esenciales y complementarias para el
mantenimiento y  funcionamiento  6ptimo  del  sistema
inmunitario (Childs, Calder & Miles, 2019). Oaxaca es un estado que
cuenta con una gran diversidad climatica, bioldgica y cultural, que ha
permitido el desarrollo de una riqueza culinaria representativa que, a
su vez, aportan una gran variedad de nutrientes a la dieta de los
oaxaqueiios (Matus y Galvan, 2014). El objetivo del presente
documento fue documentar los nutrimentos que fortalecen el
sistema inmunitario presentes en algunos alimentos oaxaquefios.

METODOLOGIA

Se realizd un estudio descriptivo a través de una revisiéon
sistematica de libros, pagina web y articulos publicados en los ultimos
afios en revistas indizadas y arbitradas, relacionadas con alimentos
oaxaquefios y su contenido nutrimental. Las herramientas de
exploracion fueron los buscadores académicos de Redalyc, SciELO,
Dialnet y Google Scholar, a través de las palabras clave “alimentos
oaxaqueiios” y “nutrimentos en alimentos”. La informacién se
organizd en alimentos y su contenido nutrimental, asi como la
descripcion de los nutrimentos y su efecto en el sistema inmunitario.
Es probable que no se haya incluido toda la literatura relevante
respecto al tema, pero brinda un panorama general que sirve de base
para informar a los lectores sobre la relevancia nutrimental de
algunos alimentos oaxaquefios, asi como para profundizar en futuras
revisiones o investigaciones al respecto.

36



Teresa Amelia Cruz Garcia, Yanetzi Ortiz Altamirano, Claudia Elizabeth Porras Antonio, Leobardo Reyes Velasco y
Arturo Zapién Martinez

RESULTADOS Y DISCUSION
La alimentacién oaxaquefia y su aprovechamiento nutrimental

Los alimentos representan formas culturales materializadas. A
través de su elaboracion y consumo, los individuos logran
reconocerse e identificarse al interior de la sociedad donde habitan
(Ruiz, 2009). En Oaxaca, para comer no sélo se emplea el sentido del
gusto; saborear los diversos alimentos y platillos como el chileatole,
nicuatole, moles, asi como las diversas tortillas o bebidas (tejate,
mezcal, pulque o tepache), implica involucrar todos los sentidos.
Ademas de lo anterior, son ricos en nutrimentos que favorecen la
salud de los individuos (Favela, 2015). Derivado de la revisidon de
literatura, se identificaron 17 alimentos oaxaquefios (Tabla 1), que
contienen una diversidad de nutrimentos, entre ellos compuestos
fitoquimicos, vitaminas y minerales que ayudan a fortalecer el sistema
inmunitario. Los alimentos que presentan la mayor cantidad de
nutrimentos fueron el pozole mixteco, el estofado y el caldo de
nopales, mientras que aquellos alimentos con menor cantidad fueron
el tejate, las quesadillas y los chiles rellenos.

37



Alimentos oaxaquefios que fortalecen el sistema inmunitario

Tabla 1. Algunos platillos oaxaquefios y sus nutrimentos.

Alimento

Nutrimento

Guaje
Tejate

Frijol con hierba de
conejo
Empanadas de flor de
calabaza
Memelitas

Quesadillas
Tlayudas

Chile de agua relleno de
quesillo
Chile pasilla relleno de
pollo

Chipil
Chapulines
Molotes

Sal de gusano
Guacamole

Caldo de nopales

Pozole mixteco

Estofado

Taninos, mimosina, flavonoides y antocianinas.
Fibra, fésforo, manganeso, 4cido félico, vitamina B1,
Ay E.

Vitaminas del grupo B, hierro, calcio, potasio,
fosforoy zinc.
Vitaminas (A, C, B1, B2, B3 y B9), hierro, calcio,
fosforo, potasio y magnesio.

Calcio, hierro, sodio, potasio, magnesio, fésforo y
zinc. Vitaminas de grupo A, By D, en especial el
acido félico.

Hierro, calcio, magnesio, fosforo y vitamina C.
Fibra, vitaminas (A, B2, Cy E), calcio, potasio, yodo,
hierro, zinc.

Vitamina C, magnesio, fosforo y potasio.

Vitamina Ay C, sodio, potasio, hierro, calcioy
magnesio.
Hierro, magnesio vitamina B, C, tiamina, niacina y
riboflavina, B-caroteno.

Vitamina B1y B12, magnesio, potasio y cobre.
Vitaminas (B1, B3, B6 y C), hierro, calcio, potasio,
fosforo y zinc.

Hierro, potasio, sodio, fibra, vitamina A, B1, B2 y B6.
Vitaminas (A, C, B1y E), magnesio, hierro y calcio.
Vitaminas (A, C, E y algunas del complejo B), calcio,
sodio, potasio, hierro, B-caroteno, magnesio y acido
folico.

Vitaminas (A, E y algunas del complejo B), magnesio,
fosforo, acido fdlico, potasio, manganeso, zinc,
hierro, cobre y sodio.

Vitamina A, Cy complejo B, riboflavina, niacina, B-
caroteno, folato, yodo, hierro, fésforo y magnesio.

Fuente: Elaboracién propia a partir de la revision de literatura.
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A continuacion, se describen los efectos sobre el sistema
inmunoldgico de los diversos nutrimentos identificados:

Vitamina E: Es un antioxidante liposoluble que puede proteger los
acidos grasos poliinsaturados en la membrana de la oxidacion,
ademas de regular la produccién de especies reactivas de oxigeno y
especies reactivas de nitrégeno, asi como modular la transduccién de
sefiales (Young & Nim, 2018).

Vitamina C: Mejora la integridad de la barrera epitelial, promoviendo
la sintesis de coldgeno, mantiene el estado oxidativo de las células y
protege contra las especies reactivas del oxigeno generadas durante
el estallido respiratorio y la respuesta inflamatoria. Estimula las
funciones de los leucocitos (neutrdfilos, y desplazamiento de los
monocitos). Ademas, regula la respuesta inmunitaria a través de sus
propiedades antivirales y antioxidantes. También reduce la duracién
y severidad del resfriado comun (San Mauro y Garicano, 2015).

Carotenos: Los carotenoides son un grupo de agentes antioxidantes. Uno
de los mas relevantes es el B-caroteno debido a que puede mejorar las
respuestas inmunitarias mediadas por células, particularmente en los
ancianos (Hughes, 2007).

Vitamina A: Asi como los metabolitos de retinoides, juegan un papel
fundamental en la regulacién del sistema inmunitario. Es un nutriente
esencial para la normal diferenciacion del tejido epitelial y esta
involucrado en la expresién génica. Interviene en la proliferacién de
los linfocitos debido a la activacion de los receptores de acido
retinoico, por lo tanto, juega un papel fundamental en el desarrollo y
diferenciacion de los linfocitos Thl y Th2 (Segurola, Cardenas y
Burgos, 2016).

Vitamina B6: Participa en la maduracion y activacion de linfocitos, asi
como en la respuesta innata y adaptativa (actividad de linfocitos T,

células NK, linfocitos B, produccion de anticuerpos). La deficiencia de

39



Alimentos oaxaquefios que fortalecen el sistema inmunitario

esta vitamina estd relacionada con una reduccion del tamafio del timo
(Lopez, 2018).

Acido félico (vitamina B9): Representa una funcién muy importante
en la sintesis de acidos nucleicos y proteinas, por lo que una
inadecuada cantidad de folato puede alterar de forma significativa la
respuesta inmunitaria. Ademds de lo anterior, mejora la funcién
inmunitaria al modificar la actividad de las células NK mejorando la
respuesta Thl; proporcionando asi, una mayor proteccion contra las
infecciones (Sanchez, Ortega, Conteras y Alonso, 2008).

Vitamina B12: Es fundamental en la sintesis de acidos nucleicos. Su
carencia origina una disminucién en la proliferacion de los linfocitos
en respuesta a mitdgenos (Ortiz-Andrellucchi, 2007).

Vitamina D: Exceptuando las células B, casi todas las células del
sistema inmunitario, expresan receptores para la vitamina D y sus
metabolitos, incrementan la inmunidad innata y mejora la regulacién
de la inmunidad adquirida; lo que produce un incremento de la
tolerancia inmunitaria a los propios tejidos. Ademas, participa en el
metabolismo de la insulina; la regulacién del metabolismo de
minerales y en el mantenimiento de la homeostasis (crecimiento,
diferenciacion y apoptosis celular) (Oliveira, Muller, Dutra, Daniele y
Zirbes, 2014).

Zinc: Influye sobre varios aspectos del sistema inmunitario, desde la
barrera de la piel hasta la regulacién génica en los linfocitos,
contribuye en la funcion de las células que median la inmunidad no
especifica (neutrofilos y células NK), pero también en la modulacién
de la inmunidad especifica actuando sobre la activacion de los
linfocitos T, la produccion de citoquinas y la maduracion de los
linfocitos B. La insuficiencia de zinc se asocia con atrofia linfoide, una
respuesta de hipersensibilidad retardada cutanea reducida,
disminucion de la respuesta proliferativa de linfocitos frente a
mitégenos y, una menor actividad de la hormona timica (Nova,
Montero, Gdmez y Marcos, 2015).
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Hierro: La deficiencia en hierro produce una depresién de la
inmunidad celular y humoral, ya que el hierro es necesario para la
sintesis de los citocromos linfocitarios. Su insuficiencia, disminuye la
funcién fagocitica de neutrdfilos y macréfagos, debido a la
participacion del metal en enzimas hierro-dependientes, como la
mieloperoxidasa y el citocromo de la NADPH-oxidasa, implicados en
la destruccién bacteriana (Barrios, 2016).

Cobre: Es un micronutriente esencial para el desarrollo, crecimiento,
mantenimiento y funcionamiento normal del sistema inmunitario en
la diferenciacion, maduracién y activacion de los distintos tipos de
células inmunocompetentes, asi como para la secrecion de citoquinas
con propiedades autocrinas, paracrinas y endocrinas, ejerciendo asi
una correcta defensa del huésped (Varela, Gonzalez & Marcos, 2002).

Arginina: Mejora la funcion de las células T observada durante el
estado critico, dicho aminodcido tiene un efecto antitumoral a través
del sistema inmunitario especifico e inespecifico (Navas, 2014).

Glutamina: Este aminoacido fortalece la capa protectora del
estomago e intestinos (Valderrdbano, Guzman, Huerta, Lagunas vy
Garza, 2014).

El organismo humano estd expuesto continuamente a
bacterias, hongos, virus y parasitos, los cuales son capaces de causar
anomalias fisioldgicas e incluso la muerte; por eso es necesario que el
sistema inmunitario se encuentre en buenas condiciones para
combatir a los diferentes agentes patégenos (Hall y Guyton, 2016). La
adecuada nutricion a través de una dieta saludable, contribuye a que
dicho sistema funcione correctamente, permitiendo que las diversas
células involucradas, actlen de manera eficiente.

En la respuesta inmune, las celulas intervienen a través de a)
la explosion oxidativa: donde se producen compuestos conocidos

como especies reactivas de oxigeno, las cuales dafian a los agentes
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invasores; los nutrimentos requeridos en este proceso son las
vitaminas Cy E, hierro, zinc, cobre y selenio; b) la proliferacion: donde
se genera una produccién acelerada de células para responder ante
el agente invasor, los micronutrimentos que influyen en este proceso
son la vitaminas A, D, B12 y B6, asi como el hierro, zincy folato y; c) la
inflamacion: donde se distribuyen células, mensajeros quimicos vy
anticuerpos en el drea lesionada o infectada, en este proceso los
nutrimentos que se requieren son el acido eicosapentaenoico y el
acido docosahexaenoico (Angelo, 2016).

CONCLUSIONES

El estado de Oaxaca posee una gran variedad de alimentos que
aportan un alto valor nutrimental, pero algunos son importantes
debido a que contienen nutrimentos esenciales para el
fortalecimiento y buen funcionamiento del sistema inmunitario, entre
estos alimentos se encuentra el caldo de nopales, el pozole mixtecoy
el estofado.
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DETERMINACION DE FENOLES Y FLAVONOIDES
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(NANCHE R0JO) DE LOS VALLES CENTRALES DE
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RESUMEN

Introduccidn: Malpighia mexicana A. Juss (Familia: Malpighiaceae), originaria de México y
nativa del estado de Oaxaca, comUnmente conocida como nanche rojo, presenta un fruto
que es utilizado como alimento y de acuerdo con otras especies de Malpighia, su valor
nutrimental podria estar relacionado al contenido de micronutrientes como la vitamina C y
de manera adicional a metabolitos bioactivos como los polifenoles. Cuenta con registros de
uso medicinal, donde la raiz es utilizada como abortiva y la corteza para tratar el empacho en
lactantes. Por esta razén, es importante generar conocimiento del contenido metabdlico y
en especial de los polifenoles que podrian actuar como antioxidantes. Objetivo: Cuantificar
el contenido de fenoles totales (FT) y flavonoides en diferentes extractos de la especie vegetal
Malpighia mexicana. Metodologia: A partir de las hojas y epicarpios de la planta colectadas
en San Dionisio Ocotepec, Tlacolula, Oaxaca, se prepararon extractos acuosos por infusion y
decocciodn, asi como organicos e hidroalcohdlicos: acetona, metanol, acetato de etilo, etanol,
etanol absoluto, metanol-agua (70:30). Se utilizé el método de Folin Ciocalteu para conocer
el contenido de FTy el reactivo de tricloruro de aluminio (AICls.) para flavonoides. La ecuacién
de regresion lineal para FT fue y=0.1142x-0.33 (R?=0.9956) y para flavonoides
y=0.0686x+0.0026 (R?=0.9990). Resultados: El contenido mas alto de FT en las hojas, se
obtuvieron con acetona (0.3692 mg/g) y para flavonoides con acetato de etilo (1.0035 mg/g).
Para los epicarpios, los valores mas altos tanto de FT como flavonoides fueron con acetato
de etilo (0.1802 mg/g y 0.3229 mg/g, respectivamente). Conclusiones: Se cuantificé la
presencia de FT y flavonoides en hojas y epicarpios de M. mexicana. El acetato de etiloy la
acetona permitieron determinar el contenido mas alto de FT. Los hallazgos establecen
parcialmente la importancia de M. mexicana como una rica fuente de metabolitos bioactivos
como son los polifenoles, dandole un valor agregado del tipo nutrimental a la planta.

Palabras clave: Antioxidantes, flavonoides, fenoles, Malpighia mexicana, nanche rojo.
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0s compuestos fendlicos representan un numeroso grupo de

metabolitos ampliamente distribuido en la naturaleza, poseen

una estructura quimica especialmente adecuada para ejercer
una accion antioxidante, por lo cual pueden captar radicales libres y
neutralizando especies reactivas de oxigeno que pueden representar
un riesgo a la salud, asi como iones metalicos quelantes. Debido a su
reactividad se encuentran en la mayoria de los casos combinadas con
un acido orgdnico, un azlcar o bien, con ellas mismas (Nava, 2009).
La actividad antioxidante que presentan estos compuestos se debe a
la facilidad con la que un dtomo de hidrogeno del grupo fendlico
puede ser donado a la especie radical, asi como la habilidad de la
estructura fendlica para soportar un electron desapareado (Mezadri,
Fernandez, Villafio, Garcia & Troncoso, 2006).

La mayoria de los compuestos fendlicos provienen del
metabolismo del acido shikimico o de la ruta mixta (acido shikimico —
policetidos) (Ricco, Agudelo & Wagner, 2015), reaccionan con el
reactivo de Folin-Ciocalteu a pH basico, dando lugar a una coloracién
azul susceptible de ser determinada espectrofotométricamente. El
acido fosfomolibdotungstico (de color amarillo, al ser reducido por los
grupos fendlicos da lugar a un complejo de color azul, cuya intensidad
es la que se mide para evaluar el contenido en polifenoles (Garcia,
Fernandez y Fuentes, 2015). Para su determinacion, se utiliza el
método con AICl3, donde el catién de aluminio forma complejos
estables con flavonoides en metanol, generando un efecto
batocrémico importante y detectable hacia longitudes de onda
mayores, asi como una intensificacion de la absorcion (Amaya vy
Portillo, 2013). Los productos de esta reaccion son quelatos de
aluminio-flavonoide donde la intensidad del color y la sensibilidad del
método, dependen del nimero de grupos hidroxilo en el flavonoide y
en las propiedades del ion de aluminio (Chel, 2018).

Malpighia mexicana A. Juss pertenece a la familia

Malpighiaceae [sin.: Malpighia mexicana subsp. guadalajarensis (S.
Watson) FK Mey. (The Plant List, 2020)], originaria de México y
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ampliamente distribuida en el estado de Oaxaca, se conoce
comunmente como nanche rojo o colorado, el fruto es utilizado como
alimento, aunque también se menciona que la raiz del arbol se usa
como abortiva, mientras que su corteza junto con la corteza de
guamuchil (Pithecellobium dulce) y de Byrsonima sp, son empleadas
para tratar el empacho en lactantes a través del consumo de una
infusion por la madre (Caballero, 1998). Se ha relacionado con otras
especies de Malpighia, debido a su cardcter de alimento,
representado por su elevado contenido en vitamina C, flavonoides,
antocianinas y carotenoides (Aguilera, Del Toro y Orduz, 2020). Se ha
documentado en otras especies de Malpighia, que el epicarpio de los
frutos contiene sustancias quimicas con propiedades farmacoldgicas
relevantes (Chel, 2018). Su papel como antioxidante ha tenido
especial importancia en los Ultimos afios, debido a que la mayoria de
las enfermedades cardiovasculares tienen su origen en el stress
oxidativo producido, ademas la vitamina C es considera uno de los
antioxidantes naturales mas potentes y menos toxico para el ser
humano (Mezadri, Fernandez, Villafio, Garcia & Troncoso, 2006). Por
otro lado, M. mexicana también puede ser considerada para consumo
en fresco o para la industria (Maldonado, Garcia, Garcia, Corona,
Cetina & Ramirez, 2016). De acuerdo con lo anterior, el objetivo del
presente documento, fue cuantificar el contenido de fenoles totales
(FT) y flavonoides en diferentes extractos obtenidos de la especie
vegetal Malpighia mexicana.

METODOLOGIA

Se realizd un estudio descriptivo, para ello se colectd la planta
en la comunidad de San Dionisio Ocotepec, Tlacolula Oaxaca,
perteneciente a los Valles Centrales. La identificacién taxondmica se
realizd en el Instituto de Biologia de la UNAM. De acuerdo al uso
etnobotanico documentado, se selecciond la parte que corresponde
a las hojas y frutos para la cuantificacion del contenido de fenoles y
flavonoides. Las hojas fueron secadas a la sombra, a temperatura
ambiente y posteriormente se trituraron en un mortero. Respecto a
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los frutos, se les quitd el epicarpio (cascara) para secarlos a sombray
posteriormente, realizar la extraccién.

Reactivos

Se prepararon soluciones de tricloruro de aluminio al 2%,
carbonato de sodio anhidro al 10.75%, acetato de sodio 1 M. También
se empled el reactivo de Folin-Ciocalteu (2 N), metanol, etanol 969,
etanol absoluto, acetona, acetato de etilo, los cuales fueron
adquiridos comercialmente.

Preparacién de extractos

Dos gramos de cada una de las drogas crudas, previamente
secas y molidas, se pusieron en contacto con 20 mL de cada uno de
los disolventes (acetona, metanol, acetato de etilo, etanol 962, etanol
absoluto, metanol-agua), se dejaron macerar en la oscuridad por tres
dias. Transcurrido el tiempo, los extractos se colocaron sobre papel
filtro para eliminar todo el material vegetal y se secaron al vacio. En el
caso de los extractos acuosos por infusidon, se ocuparon 250 mL de
agua en ebullicién y 2 g de la droga por 30 minutos. Para la decoccién
fueron 5 minutos de ebullicion con el material vegetal (2 gy 250 mL
de agua), posteriormente se filtraron con papel filtro y se secaron al
vacio.

Determinacién de fenoles totales por el método de Folin-Ciocalteu

La determinacién de fenoles totales se realizd mediante la
metodologia descrita por Blainski, Lopes & Palazzo de Mello (2013)
con algunas modificaciones. Se prepararon soluciones de 10 mL a una
concentracion de 300 ug/mL de cada extracto obtenido, en un tubo
de reaccién se colocaron 0.4 mlL de cada una de las alicuotas
seleccionadas, 1.4 mL de una soluciéon de carbonato de sodio al
10.75%, y 0.2 mL de reactivo de Folin-Ciocalteu 2 N, se aford a un
volumen final de 4 mL con agua desionizada. Después de 40 minutos
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de incubacion en la obscuridad a temperatura ambiente, se tomaron
las lecturas de absorbancia a 763 nm, utilizando el equipo Thermo
Scientific Genesys 10s. Todas las determinaciones se realizaron por
cuadruplicado (n = 4). El contenido de fenoles totales se expresé en
porcentaje calculado con relacion al contenido de acido gélico
(equivalentes de acido galico).

Determinacion de flavonoides

La determinacién de flavonoides se realizd utilizando la
metodologia descrita por Pekal y Pyrzynska (2014) con algunas
modificaciones. Se utilizd una solucién de tricloruro de aluminio al 2%
(w/v) preparada con etanol-agua al 20%, acetato de sodio 1 M y agua
desionizada, las alicuotas de extracto en un tubo de ensaye de 5 mL
se colocd 1 mL de solucion de AlCl3, 2 mL de cada una de las alicuotas
de los extractos y 1 mL de solucion de acetato de sodio. Se dejo
reaccionar por 10 minutos en la oscuridad a temperatura ambiente.
Una vez transcurrido el tiempo, se tomo la lectura de absorbancia a
430 nm, utilizando el equipo antes mencionado. Se repitié este
procedimiento para tener cuatro lecturas de absorbancia (n=4).
Todos los extractos se prepararon a una concentracion de 600 pg/mL
y se sometieron a las mismas condiciones. El contenido de flavonoides
se expresd en porcentaje calculado con relacién al contenido de
guercetina (equivalentes de quercetina).

Andlisis estadistico

Para las determinaciones analiticas del contenido de fenoles
totales y flavonoides, se realizé una recta de mejor ajuste (curva de
calibrado), por medio del analisis de regresién de los minimos
cuadrados. La relacién del conjunto de valores seleccionados de
concentracion (pg/mL) con la respuesta (absorbancia), se evalué a
partir de la obtencidn del coeficiente de determinacién R?. La
linealidad del método se evalud aplicando las pruebas de ANOVA y t
de Student para un nivel de confianza de 95%. En el caso de la t de
Student, se encontrd una relacion directamente proporcional entre la
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concentracién y la respuesta analitica en los rangos de concentracion
analizados: de 5.68 a 12.50 pug/mL para F-Cy de 3.0 a 15.0 pg/mL para
flavonoides. Por otra parte, la precision de los datos obtenidos de
absorbancia de cada una de las muestras analizadas, fue evaluada con
un coeficiente de variacion (DER) < 2.0% con n=4.

RESULTADOS

La planta seleccionada se considerd principalmente por su uso
comestible, la seleccion de los disolventes se hizo considerando la
polaridad de los mismos, por lo cual se consideraron disolventes de
mediana y alta polaridad como acetona, acetato de etilo, metanol,
etanol 962 y absoluto, metanol-agua (70:30), asi como acuosos:
infusion y decoccion. Para el caso de M. mexicana no hay reportes de
su composiciéon quimica. El contenido de los compuestos fendlicos en
los epicarpios (cdscara) y hojas del nanche, se muestran en la tabla 1,
los extractos con mejor rendimiento fueron los acuosos. Para las
determinaciones analiticas, se realizd mediante la ecuacion de larecta
para el contenido de fenoles totales y= 0.1142x-0.33 (R’= 0.9956) y
flavonoides y= 0.0686x+0.0026 (R?= 0.9990).

DISCUSION

La informacion es escasa en cuanto a M. mexicana; mientras
tanto, para otras especies de Malpighia existe informacion que
respalda su valor nutrimental de los frutos (Vendramini & Trugo,
2004; Medrazzi, Fernandez, Villafio, Garcia & Troncoso, 2006).
Respecto al contenido de polifenoles en las hojas, los valores mas
altos de FT se obtuvieron con acetona (0.3692 mg/g) vy para
flavonoides con acetato de etilo (1.0035 mg/g) coincidiendo con lo
reportado por Pérez (2019). Para los epicarpios (cascara), los valores
mas altos tanto de FT como flavonoides, fueron con el disolvente
acetato de etilo (0.1802 mg/gy 0.3229 mg/g respectivamente); como
se observa en los resultados obtenidos en el presente estudio, las
hojas presentan un mayor contenido de flavonoides y fenoles totales.
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Los ensayos de Folin-Ciocalteu y de flavonoides con AlCls (Blainski et
al 2013; Pekal y Pyrzynska, 2004), pueden ser de utilidad en la
determinacion de polifenoles presentes en materias primas de origen
vegetal y contribuir en la generacion de extractos cuantificados. Sin
embargo, es necesario profundizar con mas investigaciones para
determinar la capacidad antioxidante mediante otros métodos
(Kuskoskis, Asuero, Troncoso, Mancini-Filho, J& Fett, 2005).

Tabla 1. Valores de extraccion y contenido de flavonoides y fenoles

totales.
Droga Extracto Fenoles
cruda seco Totales Flavonoides
(g) (g) (mg/g extracto) (mg/g extracto)
Hojas Infusion 2.0003 0.4797 0.0230 0.0148
Decoccion 2.0001 0.4976 0.0268 0.0202
Metanol-H.0 2.0001 0.1829 0.0432 0.0216
Metanol 2.0002 0.2077 0.0411 0.0239
Acetona 2.0004 0.0164 0.3692 0.8133
Acetato de etilo 2.0003 0.0116 0.2320 1.0035
Etanol 96° 2.0003 0.1005 0.0981 0.0564
Etanol absoluto 2.0001 0.0744 0.1375 0.1588
Epicarpios Decoccidn 2.0005 1.3172 0.0035 0.0016
Metanol 2.0002 0.5562 0.0040 0.0025
Acetona 2.0001 0.0483 0.0553 0.0851
Acetato de etilo 2.0002 0.0189 0.1802 0.3229
CONCLUSIONES

Se logré determinar y cuantificar la presencia de fenoles
totales y flavonoides, tanto en hojas como en epicarpios (cdscaras) de
M. mexicana, obteniéndose los valores mas altos para FT con acetona
y para flavonoides con acetato de etilo. Los resultados obtenidos,
permiten establecer parcialmente, la composicion quimica de M.
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mexicana como una rica fuente de polifenoles y darle un valor
agregado desde un punto de vista nutrimental.
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PoLIFENOLES TOTALES EN LEUCAENA
EscuLENTA (Dc.) BENTH (HUAJE) DE Uso
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RESUMEN

Introduccién: Las vainas de Leucaena esculenta conocidas como huaje rojo, tienen valor
tanto alimenticio como medicinal en el estado de Oaxaca. Las semillas contenidas en las
vainas, asi como las hojas, se utilizan tradicionalmente como remedio antiparasitario.
Objetivo: Determinar fenoles totales y flavonoides en extractos orgdnicos de hojas secas de
Leucaena esculenta. Materiales y métodos: Se trituraron las hojas secas y posteriormente se
prepararon los extractos con los siguientes disolventes: metanol, metanol-agua (70-30),
acetona, acetato de etilo, etanol 96° y etanol absoluto. Se utilizé el método de Folin-
Ciocalteu para fenoles totales y AlCls para flavonoides. Se realizaron cuatro repeticiones en
cada ensayo y se obtuvieron las absorbancias a longitudes de onda de 763 para fenoles
totales y 430 nm para flavonoides. La ecuacion de regresién lineal para fenoles totales fue
y= 0.1142x-0.33 (R?= 0.9956) y para flavonoides y= 0.0686x+0.0026 (R?= 0.9990).
Resultados: Los valores mas altos de rendimiento de la extraccidn, se obtuvieron con la
mezcla metanol-agua (70:30) y metanol al 100%. El contenido de fenoles totales mas alto se
detectd en el extracto de acetona (0.1585 mg/g) vy para flavonoides fue en el extracto de
acetato de etilo (0.3533 mg/g). Conclusiones: Los métodos utilizados se consideran
procedimientos simples, precisos, adecuados y capaces de detectar y cuantificar polifenoles
y flavonoides. Los extractos con metanol fueron los de mejor rendimiento, pero los de
acetona y acetato de etilo fueron los mas eficientes para la extraccion de metabolitos. Los
hallazgos contribuyen al conocimiento de la composicién quimica de esta planta con valor
medicinal y alimenticio.

Palabras clave: huaje, fenoles, flavonoides, Leucaena esculenta, Oaxaca.
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Polifenoles totales en Leucaena esculenta (DC.) Benth (huaje) de uso comestible de los Valles Centrales de Oaxaca.

eucaena esculenta (DC.) Benth perteneciente a la familia

Fabaceae, es conocida como “huaje rojo”, presenta diversos

usos, destacando el de alimento y forraje, aunque presenta
propiedades medicinales y su madera es apreciada (Sotelo et al.,
2017). Se distribuye en distintas partes de México (Zarate, 1994).
Campos (2017), documenta que ademads del consumo de semillas en
la elaboracidn de salsas y “guaximole” posee varios usos en medicina
tradicional, donde las semillas inmaduras y las hojas se preparan en
una mezcla que es utilizada como antiparasitario. Roman (2014)
comparé el valor nutricional y nutracéutico de L. esculenta y L.
leucocephala, demostrando que el huaje rojo tiene un mayor
contenido de fibra cruda (10.75%), proteina (33.12%) y minerales
como magnesio (Mg), manganeso (Mn), fésforo (P) y zinc (Zn).

Por otra parte, los polifenoles constituyen uno de los grupos
de metabolitos mas numerosos y diversos en la naturaleza. Son
considerados antioxidantes naturales (Pefia-Cerda et al., 2017) vy
junto con los micronutrientes, forman parte integral de la dieta
humana (Sarkar & Shetty, 2018) Estos compuestos poseen un anillo
aromatico que lleva uno o mds grupos hidroxilo, sus estructuras
pueden variar, desde una molécula fendlica simple hasta la de un
polimero de masa molecular compleja (Chen et al.,, 2015). Las
reacciones colorimétricas a partir de métodos espectrofotométricos
UV/VIS, son ampliamente utilizadas para determinar fenoles en
vegetales en general, ya que son faciles de aplicar y rapidas, ademas
de su bajo costo. Los polifenoles de los extractos vegetales
reaccionan con reactivos redox especificos; por ejemplo, el reactivo
de Folin-Ciocalteu con el cual pueden formar un complejo azul que
puede cuantificarse mediante espectrofotometria (Blainski et al.,
2013). La reaccidn generalmente proporciona datos precisos vy
especificos para varios grupos de compuestos fendlicos, ya que
muchos compuestos cambian de color de manera diferente, debido
a las diferencias en la concentracion y la cinética de reaccién. Los
flavonoides igualmente se pueden medir utilizando la
espectrofotometria y reactivos quelantes como tricloruro de
aluminio (AICl3). Este método se basa en la reaccion de iones de
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aluminio con moléculas de flavonoides bajo condiciones basicas. Los
productos de esta reaccién son quelatos rojos de aluminio-flavonoide
donde la intensidad del color y la sensibilidad del método dependen
del nimero de grupos hidroxilo en la molécula flavonoide y en las
propiedades del ion de aluminio (Mati¢ et al., 2019). Tomando en
cuenta que el metanol es indicado como el disolvente mas eficiente
para extraer una enorme proporcion de compuestos bioactivos de
polaridad intermedia a alta, y que, en diversos estudios, los extractos
metandlicos han exhibido una alta bioactividad que los extractos con
otros disolventes, posiblemente derivado de |la extensa diversidad de
compuestos hidroalcohdlicos que tienen la posibilidad de extraerse
(Chel, 2018). De acuerdo con lo anterior, el objetivo del presente
estudio fue determinar el contenido de fenoles totales y flavonoides
en los extractos organicos a partir de metanol, metanol-agua (70-30),
acetona, acetato de etilo, etanol 96° y etanol absoluto de las hojas
secas de Leucaena esculenta.

MATERIALES Y METODOS

El estudio fue cuantitativo de tipo descriptivo, de acuerdo con
el criterio de preseleccion etnomédica. Las muestras de la planta para
los ensayos, fueron colectadas en el municipio de San Antonio de la
Cal, Oaxaca, durante octubre de 2019 (Fig. 1). La identificacién de la
especie vegetal, fue a través del Dr. Sol Cristians Niizawa, un ejemplar
de dicha planta previamente herborizado, fue depositado en el
Herbario Nacional MEXU. Cabe sefialar que dicha especie, no cuenta
con ninguna situacion de riesgo de acuerdo con la norma NOM-059-
SEMARNAT-2010 “Proteccién ambiental especies nativas de México
flora y fauna silvestres categorias de riesgo y especificaciones para su
inclusidn, exclusion o cambio de lista de especies en riesgo”.
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Figura 1. Aspecto de Leucaena esculenta (DC) Benth, colectada en San
Antonio de la Cal, en la region de Valles Centrales del estado de
Oaxaca.

Las soluciones utilizadas fueron tricloruro de aluminio al 2% (p/v en
H,0O-MeOH), carbonato de sodio al 10.75%, acetato de sodio 1 M,
stock de acido galico a 284 ug/mL y stock de quercetina a 30 pg/mL.

Material vegetal

La droga cruda de interés para los ensayos fueron las hojas, las
cuales se recolectaron seleccionando aquellas que no presentaran
rastros de algun dafio ocasionado por plagas o enfermedades, asi
como hayan alcanzado su punto maximo de crecimiento,
posteriormente fueron secadas a temperatura ambiente (secado
pasivo) y a la sombra. Finalmente, se trituraron en un mortero para
generar una muestra homogénea en la que se mezclaron tanto hojas
como sus pequefias ramas.

Obtencion de extractos

Se realizd por maceracion del material vegetal utilizando como
disolventes metanol, acetona, acetato de etilo, etanol 96°, etanol
absoluto y metanol-agua (MeOH-H,0, 70-30), todos de grado
analitico. Se midieron 2 g de material vegetal triturado para colocarlo
en 20 mL de cada disolvente, se dejaron macerar por tres dias. Los
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extractos fueron recuperados por filtracion con gravedad sobre papel
filtro y secados al vacio en campana de extracciéon (Lab Tech LFH-
120SCl) para eliminar el disolvente en exceso.

Determinacién de fenoles totales por el método de Folin-Ciocalteu

Se siguid el procedimiento descrito por Blainski et al., (2013)
con algunas modificaciones. De cada extracto seco se prepararon
soluciones de 10 mL a una concentracion de 600 pug/mL. En seguida
se realizd por cuadruplicado el siguiente procedimiento: a 0.4 mL de
la solucién muestra se le adicionaron 1.4 mL de una solucién al
10.75% de carbonato de sodio, agua destilada y reactivo de Folin-
Ciocalteu (marca Sigma-Aldrich); posteriormente se dejé reposar
durante 40 minutos en un ambiente cerrado y a la oscuridad, una vez
transcurrido el tiempo se midieron los valores de absorbancia en
espectrofotometro (Thermo Scientific Genesys 20) a 763 nm. Para la
construccion de la curva de calibracidn se realizaron siete puntos con
el mismo procedimiento antes mencionado, sustituyendo los mL de
muestra con alicuotas preparadas a partir de la solucidén stock de
acido galico.

Determinacidn de flavonoides con AlCls

Se utilizé el ensayo descrito para flavonas y flavonoles con
ausencia de NaNO; descrita por Pekal y Pyrzynska (2014) con algunas
modificaciones. Se prepararon las soluciones de los extractos,
siguiendo la misma técnica de fenoles. Para la preparacién de los
ensayos (por cuadruplicado), se mezclaron 2 mL de la muestra con 1
mL de acetato de sodio 1 M y AICls al 2% (p/v en H,0-MeQOH).
Posteriormente, se dejaron reposar en un lugar cerrado vy a la
oscuridad durante 10 minutos, al término se midieron las
absorbancias en un espectrofotdmetro de la marca Thermo Scientific
Genesys 10S UV-VIS a 430 nm. Para la curva de calibracion, se
obtuvieron ocho puntos sustituyendo los mL de muestra por alicuotas
preparadas a partir de la solucién stock de quercetina.
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Anélisis estadistico

Para las determinaciones analiticas del contenido de fenoles
totales y flavonoides, se obtuvo el promedio de las cuatro
absorbancias en cada ensayo con un indice de coeficiente de variacion
menor al 2% y se evalud a partir de la recta de calibracion mediante
andlisis de regresion de minimos cuadrados. La relaciéon del conjunto
de valores seleccionados de concentracion y respuesta, se evaluaron
a partir de la obtencién del coeficiente de determinacién R?. El
contenido total se expresd en porcentaje, calculado para fenoles
totales como equivalentes de acido galico con las unidades de mg de
dicho acido por cada 100 g de muestra, mientras que para flavonoides
relacionando los mg de quercetina por cada 100 g de muestra. Para
identificar las diferencias entre disolventes respecto al contenido de
fenoles totales y flavonoides, se utilizd un ANOVA y prueba pos hoc
de Tukey, previa comprobacién de la normalidad.

RESULTADOS

Los rendimientos obtenidos de los extractos por cada
disolvente, se muestran en la Fig. 2, los rendimientos mas altos se
obtuvieron con metanol-agua y metanol, mientras que los mas bajos
fueron con acetona y acetato de etilo. En la tabla 1, se muestra la
relacion de cada extracto con sus absorbancias, se observa que los
disolventes metanol-agua y metanol, presentaron los C.V. mas
elevados para fenoles totales y flavonoides, respectivamente;
mientras que los valores mas bajos se presentaron con acetato de
etiloy etanol 96° para fenoles totales y acetonay acetato de etilo para
flavonoides. El comportamiento de las curvas de calibracion en
funcion de las concentraciones utilizadas para cada caso se muestra
en la fig. 3, para fenoles se usé acido galico como referencia vy
guercetina para flavonoides.

La ecuacion de la recta para fenoles totales fue y= 0.1142x-
0.33 con R,=0.9956 y para flavonoides fue y= 0.0686x+0.0026 con R?=

0.9990, de estas se despejo el termino x para calcular las
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concentraciones parciales y relacionandolas con el peso total de cada
extracto se obtuvieron las concentraciones finales, las mas altas se
obtuvieron con acetona y acetato de etilo (fig. 4).

Figura 2. Rendimiento de extractos orgdnicos de hojas secas de L.
esculenta (DC) Benth (huaje rojo) en los diferentes disolventes.

13.81%
11.99%
10.40%
8.56%
4.74%
. 2.84%
Metanolagua Metanol Acetona Acetatode  Etanol 96° Etanol
(70-30) etilo absoluto

Tabla 1. Coeficiente de variacion de absorbancias para fenoles totales
y flavonoides, segun el disolvente utilizado.

Fenoles totales Flavonoides

Disolvente Media+DE V. Media+DE CV.

(%) (%)
Metanol-Agua 1.3125+40.0210c  1.60 1.0845+0.0040 a 0.37
Metanol 1.2033£0.0177 b 1.47 1.3765+0.0071b  0.52
Acetona 1.3840+£0.0141d 1.02 2.023540.0026 d 0.13
Acetato de etilo 0.2268+£0.0021a 0.91 1.3815+0.0024b  0.17
Etanol 96° 1.4303+0.0107e  0.75 1.8268+0.0041 c 0.23
Etanol absoluto 1.6480+0.0216f 1.31 1.8315+0.0017 ¢ 0.08

59



Polifenoles totales en Leucaena esculenta (DC.) Benth (huaje) de uso comestible de los Valles Centrales de Oaxaca.

Figura 3. Curva de calibracidn para fenoles totales y flavonoides.
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Figura 4. Concentracién en mg/gextracto de fenoles totales y flavonoides
de hojas secas de L. esculenta segun el disolvente utilizado.
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DISCUSION

Leucaena esculenta fue elegida de acuerdo al criterio
etnobotanico, debido a su amplio uso como alimento y propiedades
medicinales, reportada por la poblacién oaxaquefia y documentada
respecto a su valor nutrimental (Campos et al., 2017). Los
rendimientos mas elevados se obtuvieron con metanol-agua (70:30)
y metanol, lo cual coincide con lo reportado por Chel (2018). Respecto
al contenido de fenoles totales, el mas alto se encontrd con acetona
y para flavonoides fue con acetato de etilo, la explicacion a lo anterior,
es que dichos disolventes al ser de mediana polaridad pueden extraer
flavonoides libres o monoglicosilados y derivados de acido cafeico
(Pérez, 2019); sin embargo, los extractos con estos disolventes fueron
los mas bajos en rendimiento, por lo que no serian viables como
primera eleccion para la extraccién de metabolitos. Por otro lado,
Roman (2014), reporta altas concentraciones para fenoles totales, a
través de semillas frescas en extracto metandlico, lo cual puede ser
considerado como referencia para continuar con futuras
investigaciones al respecto.

CONCLUSIONES

Los métodos utilizados se consideran procedimientos simples,
precisos, adecuados y capaces de detectar y cuantificar polifenoles y
flavonoides. Los extractos con metanol fueron los de mejor
rendimiento, pero los de acetona y acetato de etilo los mas eficientes
para la extraccion de metabolitos. Los hallazgos obtenidos en el
presente estudio, contribuyen al conocimiento de la composicidon
guimica de esta planta, con importancia medicinal y nutrimental en el
estado de Oaxaca.
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MEetopo MATEMATICO PARA DETERMINAR EL
VoLUMEN DE FORMAS FARMACEUTICAS
SALIDAS CON GEOMETRIA CILINDRICO-
BICONVEXAS

Yundalla Villalobos Dehesa?, Alejandra Nicolds Cruz? y Asela Garnica
Sanchez!

RESUMEN

Introducciodn: Diversos estudios fisicoquimicos de las formas farmacéuticas sélidas, como los
comprimidos, requieren parametros fisicos como la densidad. Calcular esa propiedad precisa
de equipos sofisticados y costosos. Una alternativa en el célculo de la densidad es determinar
primero el volumen. Pero, en el caso de los comprimidos con forma cilindrico-biconvexas
resulta complejo por las lineas curvas que delimitan el contorno. Objetivo: Desarrollar un
modelo tedrico-matemdtico que permita calcular de forma exacta el volumen de una forma
farmacéutica sdélida con geometria cilindrico-biconvexa. Metodologfa: Con la aplicacion del
método de “volumen de revolucidon de discos” se formuld una ecuacién que permite
determinar el volumen de un comprimido (Vcomprimido) donde los pardmetros involucrados son
la altura de la corona, el didmetro y altura del comprimido. Los valores de salida de la
ecuacion se validaron de la siguiente manera: a) con el célculo del porcentaje de error al
comparar los volimenes de comprimidos biconvexos reportados en la literatura y los
obtenidos con el método aqui propuesto al usar los respectivos pardmetros bibliograficos y,
b) mediante andlisis estadistico t-student al comparar los volumenes calculados con los
pardmetros tomados manualmente y los volumenes resultado de la relacién masa-densidad
de los comprimidos control. Resultados: La ecuacion obtenida fue: Veomprimidzo =
m(D/2)?5 -2 [5(7;‘;:)4 (g)s] La validacion tedrica arrojo resultados con margen de error
menores al 5%, mientras que la validacion experimental presentd un coeficiente de
correlacién de 0.9962 con una diferencia de error estdndar de 0.24% y un coeficiente de
variacion de 2.20%. Conclusiones. La ecuacidn que se propone, es precisa y confiable para
ser implementada en el calculo de volumenes de comprimidos biconvexos. Esta herramienta
puede ser de gran utilidad tanto en el control de calidad de la industria como en el proceso
de ensefianza-aprendizaje del area de tecnologia farmacéutica.

Palabras clave: biconvexo, modelo matematico, volumen.
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as formas farmacéuticas solidas son la principal forma en la que

se elaboran los medicamentos de administracion por via oral;

ejemplo de ello, son los comprimidos con geometria cilindrico-
biconvexa (Bhusnure, Gholve, Nitin, Giram, Gaikwad & Rajmane,
2015). Antes de que cualquier medicamento salga al mercado
farmacéutico debe pasar por analisis fisicoquimicos que garanticen su
liberacién y absorcion después de ser administrados, para ello, se
requiere obtener parametros fisicos y quimicos propios de la forma
farmacéutica; en el caso de los comprimidos se necesita calcular la
densidad, masa en gramos (g), dureza, solubilidad, entre otros (Diarra,
Mazel, Busignies, & Tchorelof, 2015; Jassim & Rajab, 2018; Desbois,
Tchoreloff & Mazel, 2020). La densidad es un parametro bdsico vy facil
de calcular para las industrias y/o laboratorios bien equipados ya que
la forma precisa para obtener la densidad de un comprimido o
cualquier otra forma sdlida es con un picnémetro de gas (Kadiri &
Michrafy, 2013; Nguyen, Horn, Bleakney, Siderius & Espinal, 2019),
estos equipos resultan ser costosos y, por ende, de dificil acceso para
pequefios laboratorios farmacéuticos o para las instituciones en
educacién en farmacia.

Una alternativa para calcular la densidad es usar los elementos
que conforman su definicién fisica como la relacion entre la masa vy el
volumen de una sustancia. Experimentalmente, calcular la masa de un
comprimido con bordes convexos es sencillo siempre que se tenga
una balanza analitica; pero el volumen resulta mas complicado por la
forma no recta que presenta cada una de sus caras debido a que se
tienen fusionados dos cuerpos geométricos (dos porciones de esfera
separadas por una porcion cilindrica) (May et al., 2013; Mazel, Diarra,
Malvestio & Tchoreloff, 2018). En la literatura existen decenas de
métodos matematicos o aproximaciones de cdlculo tedrico del
volumen de formas farmacéuticas soélidas donde se consideran
relaciones trigonométricas (Tanabe et al, 2018) o el radio de
curvatura (Song, Turton & Kayihan, 2006; Bawuah, Ervasti, Tan,
Zeitler, Ketolainen & Peiponen, 2016). Sin embargo, escasos son los
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métodos que aterrizan en una ecuacion global que a la salida arroje el
resultado que se necesita. Por todo lo anterior, en el presente trabajo
se propone como objetivo, desarrollar un modelo tedrico-
matematico que permita calcular el volumen de una forma
farmacéutica solida (comprimido) con geometria cilindrico-biconvexa
basado en el teorema de “volumen de un sélido por revolucion de
discos (VSRD)”. Este teorema plantea que cualquier curva que gira
alrededor del eje x, y 0 z, trazarda un cuerpo sélido cuyo volumen
puede determinarse si se consideran pequefios discos de altura
infinitesimal que cambian el valor de su radio a lo largo de una curva
(Martin & QOller, 2014).

METODOLOGIA
Método VSRD

El teorema o método VSRD (fig. 1) consiste en descomponer
un solido en “rodajas” o “discos” que son perpendiculares al eje de
revolucién. Matematicamente se hace la suposicion de que y = f(x) es
una funcién continua (no negativa) en el intervalo [a, b] y que al rotar
la region bajo f(x) entre x = g, y = b alrededor del eje x, se puede
determinar el volumen, de esta manera se obtiene un sdélido de
revolucion.

Primero se determina el drea cross-seccional del sélido con la
siguiente expresion: A(x;) = nR? = ni[f(x;)]? (donde R es el radio de la
forma cross-seccion circular) en el punto (x; f(xi)). Una vez obtenido
A(xi) se puede emplear el teorema VSRD para determinar el volumen
ya que la altura de cada disco esta determinada por un segmento
infinitesimal en el eje x el cual se representa como dxy al serintegrado

en el intervalo [a, b] se obtiene que VSRD = m f;[f(x)]2 dx.

Descomposicién geométrica de un comprimido cilindrico-biconvexo

Las formas farmacéuticas soélidas con caras convexas
separadas por una franja cilindrica (fig. 2) se pueden analizar a través

65



Meétodo matemadtico para determinar el volumen de formas farmacéuticas sdlidas con geometria cilindrico-biconvexas

de sus componentes geométricos ademas de medir los parametros
longitudinales mas sencillos como son: el didmetro del comprimido
(D), la altura de la corona (a) vy la altura total del comprimido ().

Figura 1. Diagrama general de un sdlido de revolucion y su
aproximacion por una serie de n discos.

Recténgulo_ Eje de Disco
representativo Revolucion Representativo

Region plana

\

Solido de A : "
revolucién N proximacion

. Por n discos

Fuente: Larson & Edwards (2018).

Figura 2. Representacion bidimensional de un comprimido cilindrico-
biconvexo y su fragmentacion en elementos geométricos.
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Construccion algebraica del modelo

Primero se considerd al comprimido como un cilindro perfecto
y se calculd el volumen total (V1) mediante la ecuacion: V1 = wr?h,
donde r es el radio de la base y h la altura del cilindro. Para este caso
el radio se representd como D/2 y la altura como &, de esta manera la
ecuacion se reescribid como: V1= m(D/2)*5. Sin embargo, la
expresion obtenida no representa realmente el volumen del
comprimido, sino que abarca un volumen mayor. Para resolver ese
inconveniente, las curvas que delimitan ambas caras convexas del
comprimido, se trasladaron a un plano con coordenadas cartesianas
(fig. 3), de tal forma que los vértices se ubicaron en el origen en forma
de “espejo”.

Figura 3. Diagrama geométrico de las curvas bidimensionales
convexas del comprimido en un sistema cartesiano y VSRD.

Ambas curvas se describieron geométricamente como
parabolas y se construyd la ecuacion de segundo grado f(x) =

(D72)2x2 que se requiere en el modelo VSRD y asi, obtener un

segundo volumen que en un comprimido representa el espacio
sobrante, V2, contenido en V1. Para obtener V3 se resolvio la ecuacion
diferencial del modelo VSRD en el intervalo [-D/2, D/2] segun la
siguiente integral:

p/2
JdVZ =T J_D/Z(sz)z dx

Finalmente, el volumen real del comprimido se obtuvo
restando V1 - V2.
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Validacion del modelo matematico

Para validar los valores de salida de la ecuacién se realizd una
revision bibliografica de articulos en la base de datos del National
Center of Biotecnology Information (NCBI por sus siglas en inglés) y
ELSEVIER, que contaran con informacion acerca del volumen de
comprimidos cilindrico-biconvexos, asi como la altura, el didmetro y
la altura de la corona de dicha forma farmacéutica. Se compararon los
volumenes reportados en los articulos seleccionados con los
volumenes resultantes al evaluar el modelo matematico propuesto
con los mismos datos y se calculd el porcentaje de error que permitié
evaluar esa comparacién mediante la siguiente ecuacion:

-—w
%error = % 100

Donde y=valor experimental o aproximado y, w=valor tedrico o real.

Por otro lado, el modelo matematico también se validd
experimentalmente, con un lote de 10 tabletas con AVICEL PH301 +
1% de estearato de magnesio de las que se obtuvieron manualmente
los parametros (D, a, d) requeridos por la ecuaciéon, ademas de medir
la masa y densidad para la aproximacion del volumen empirico. En
esta segunda validacion, se utilizé la prueba t-student (Sadnchez, 2015)
para comparar el volumen empirico y el volumen tedrico del modelo
matematico. La solucion de la ecuacién para cada caso se realizd de
forma automatica con un programa creado en Python 3.8 y el andlisis
estadistico de los datos se hizo con el software GraphPad Prism 5.0.

RESULTADOS

Después de resolver la ecuacién diferencial, se obtuvo que V, =

2 L“Z(ﬂ)s o | i6n matemética global
5(D/2)4 2 , Con ello la expresion matematiCa global para

calcular el volumen real de un comprimido basado en el método VSRD
quedo representada por:
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5

ma? (D
Vcomprimido = ﬂ(D/2)26 -2 W (E)

La validacién tedrica (Tabla 1) se realizé al comparar el
volumen reportado en la literatura consultada con los resultados
obtenidos después de evaluar los parametros tedricos de la
bibliografia en la ecuacion obtenida. El analisis arrojé un porcentaje
de error promedio de 1.617%.

Tabla 1. Validacion tedrica del modelo matematico propuesto.

Referencia Volumen Volumen calculado en el Diferencia Error
reportado (mm?3) modelo matematico (mm3) (mm?3) (%)
(Song, Turton & 441.000 437.387 3.613 0.826
Kayihan, 2006)
(Kodam Curtis, 531.200 537.870 6.670 1.240
Hancock &
Wassgren,
2012)
254.380 256.820 2.440 0.950
(Shuichi et al., 251.870 256.820 4.950 1.927
2018) 510.870 513.356 2.480 0.484
508.230 487.380 20.850 4.278

Por otra parte, en la validacion experimental (Tabla 2) el
volumen empirico se calculé de forma indirecta con los datos de
densidad y masa. Al analizar los valores de los volUmenes calculados
empiricamente y aquellos obtenidos por el modelo matematico, el
andlisis estadistico mostré que existe diferencia significativa entre
ambos volumenes (212+3.86 mm3® vy 211.4+4.65 mm?3,
respectivamente; t=2.295; p=0.0474) pero se identifico una
correlacion positiva (r=0.9962, p<0.0001) entre los mismos.
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Tabla 2. Validacién experimental del modelo propuesto.

Altura Volumen Volumen
, Masa Densidad Diametro Altura - modelo
NUm. () (g/mL) (mm) (mm) corona empirico matematico
& & (mm) (mm3)
(mm?3)
1 0.2886 1.340 8.11 4.16 0.08 215.37 214.86
2 0.2898 1.362 8.11 4.12 0.06 212.78 212.81
3 0.2846 1.357 8.11 4.06 0.03 209.73 209.72
4 0.2792 1.321 8.11 4.09 0.45 211.36 210.25
5 0.2806 1.306 8.11 4.16 0.08 214.85 214.86
6 0.2884 1.399 8.14 3.96 0.48 206.15 204.90
7 0.2839 1.321 8.11 4.16 0.08 214.91 214.86
8 0.2817 1.374 8.12 3.96 0.48 205.02 203.39
9 0.2902 1.350 8.11 4.16 0.08 214.96 214.86
10 0.2823 1.314 8.11 4.16 0.08 214.84 214.86

Cddigo Python

La solucién a la ecuacion global para obtener el volumen de un
comprimido se automatizé en lenguaje de programacion Python
version 3.8 y las lineas de cédigo del programa son las siguientes:

from math import pi
def Volumen _comprimido(Diametro, altura_comprimido, altura_coro
na):

D=Diametro

h=altura_comprimido

tcap=altura_corona

V_cilindro=pi*((D/2)**2)*h

mu=(pi*(tcap**2))/(5*((D/2)**4))

phi=(D/2)**5

V_sobrante=2*mu*phi

return print("El volumen del comprimido es: %.5f mm*3" % (V_cilind
ro - V_sobrante))
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DISCUSION

Historicamente se han creado algoritmos que permiten
estudiar las propiedades reoldgicas de los comprimidos, por ejemplo,
simulaciones del contacto entre comprimidos biconvexos o
predicciones de la porosidad ante diferentes condiciones de
compactacion, se realizan con frecuencia. En cualquiera de los casos,
el cdlculo del volumen es indispensable para llevar a cabo estos
estudios y el total de pardmetros empleados para dicho objetivo,
depende de la facilidad de obtenerlos, sin embargo, una constante
que se observa es el uso del radio de curvatura, pardmetro que se ha
mantenido hasta el presente (Bawuah, Ervasti, Tan, Zeitler, Ketolainen
& Peiponen, 2016).

Aqui se simplifica el concepto de radio de curvatura, al
considerar a la parabola como representaciéon geométrica de las caras
convexas de la forma farmacéutica, de esta manera se elimina el error
de considerar las caras convexas como porciones de una esfera
perfectay se utiliza el calculo del volumen de un sélido por revolucién
de discos como modelo mas sencillo. Esta Ultima idea acerca de un
modelo basado en una parabola, no se ha considerado en el pasado,
pero es entendible debido al escaso uso de los modelos matematicos
para abordar esta parte de la farmacéutica, afortunadamente en los
ultimos afios se ha manifestado un incremento de la atencién sobre
el entendimiento cientifico de los procesos de manufactura lo que
permitird avances importantes en la calidad de la elaboracion de
medicamentos (Sajjia, Shirazian, Egan, Igbal, Albadarin, Southern &
Walker, 2017).

En este trabajo se logré desarrollar un modelo matematico,
gue permitio formular una ecuacién que considera Unicamente tres
pardmetros para el calculo de volumenes de comprimidos
biconvexos. La confiabilidad de los resultados, se sustenta tanto en la
validacioén tedrica como en la validacion experimental, en esta Ultima
se demostrd que los valores obtenidos indirectamente usando la
densidad y masa (volumen empirico) comparados con los valores
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arrojados por el modelo matematico, coinciden en un 99.62%. La
importancia de la validacion recae en el hecho de que los modelos
matematicos describen numéricamente un objeto o fendmeno, con
la condicion de que el modelo represente lo mejor posible la realidad,
ademads de ser capaz de amortiguar los factores que alteran el
entornoy, aun asi, seguir aproximandose a lo real (Ravishankar, Singh,
Wang & Subramaniyan, 2012).

Es importante mencionar que, las métricas longitudinales
realizadas para la validacion experimental, se realizaron usando un
vernier y, sin ser un equipo sofisticado, resulté adecuado para la
finalidad de este trabajo. Esto es relevante porque la intencién
principal del modelo aqui propuesto, es facilitar las mediciones y
calculo de volumenes, sobre todo cuando una de las aplicaciones del
modelo es con fines educativos. Es evidente que la ciencia actual, y en
general la sociedad, apoyan su progreso en las nuevas tecnologias, sin
embargo, el uso de herramientas sencillas para lograr un
entendimiento integral de la realidad siempre serd necesario (Paez,
2008).

Respecto al wuso de Python como herramienta de
automatizacion, se hizo con la intenciéon de no dejar a un lado las
facilidades que brindan las herramientas computacionales, ademas
de que se le ahorra tiempo al usuario y es un lenguaje de
programacion sencillo, basado en intérprete por scripts y de acceso
libre (Salvatier, Wiecki & Fonnesbeck, 2016), estas caracteristicas se
siguen conservando desde la creacion de este lenguaje a finales de los
80’s por van Rossum (Virtanen et al., (2020).

CONCLUSIONES

La ecuacion global del modelo matematico obtenido para el
calculo del volumen de comprimidos cilindricos-biconvexos, es
confiable y preciso para su aplicacion en la ensefianza académica y
principalmente en laboratorios pequefios, que no cuenten con equipo
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sofisticado y deseen realizar control de calidad de dichas formas
farmacéuticas. Es necesario implementar la programacién para
automatizar la solucion de ecuaciones matematicas complejas vy
extensas, facilitan el calculo de los valores resultantes en comparacion
con los calculos manuales o semiautomaticos con calculadoras
digitales. Finalmente, el uso del presente modelo matematico en las
practicas de tecnologia farmacéutica permitird a los estudiantes
realizar calculos precisos y abrir un nuevo enfoque en el aprendizaje
numeérico, asi como las ventajas de las matematicas y las ciencias
computacionales.
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ConJuGADAS PARA INMUNOENSAYOS RAPIDOS
UTiLizanpo MICROFLUIDICA

Kenia Chavez Ramos' y Maria del Pilar Cafiizares Macias?

RESUMEN

Introduccidn: El creciente interés en el diagndstico de enfermedades crénicas y
agudas mediante la aplicacion de métodos econdmicos y sencillos destinados a la
identificacién de biomarcadores especificos ha conducido a la implementacion de
dispositivos basados en microfluidica como una alternativa prometedora para
lograr un diagndstico &gil y eficaz. Objetivo: Evaluar microdispositivos de
polidimetilsiloxano para la deteccion espectrofotométrica y cuantificacion de
anticuerpos contra péptidos citrulinados ciclicos (anti-CCP) empleando
nanoparticulas magnéticas conjugadas a un antigeno. Materiales y métodos: Se
construydé un microdispositivo de polidimetilsiloxano por fotolitografia y litografia
suave para realizar un inmunoensayo indirecto empleando nanoparticulas
magnéticas conjugadas con un péptido citrulinado ciclico (MNPs-CCP) como soporte
solido para la cuantificacién de anti-CCP en un control positivo y negativo de plasma
humano. La deteccién se llevé a cabo en un microdispositivo independiente
empleado como celda de flujo acoplado con fibras épticas, midiendo la absorbancia
a A=650 nm. Resultados: Inmovilizando MNPs-CCP con imanes se realizd un
inmunoensayo indirecto. Se realizaron curvas de calibracidn (intervalo de deteccion
0.70-2000 U/mL, limite de deteccion 0.70 U/mL) a temperaturas y tiempos de
reaccion enzimatica diferentes, encontrando que una temperatura de 37°C y un
tiempo de 10 min es suficiente para tener sefiales diferenciables y poder realizar la
cuantificacion. Los anti-CCP cuantificados en el control positivo y negativo se
compararon con un kit ELISA obteniendo resultados estadisticamente iguales.
Conclusiones: El inmunoensayo en microdispositivo empled sélo 6 uL de
muestra/reactivos y fue casi nueve veces mas rapido y 16 veces mas sensible que el
kit comercial ELISA anti-CCP con el que fue comparado.

Palabras clave: anti-CCP, ELISA, inmunoensayo, microdispositivo, nanoparticulas.
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| creciente interés en el diagndstico de enfermedades crdnicas

y agudas, ha llevado a la busqueda e implementacion de

métodos sencillos y de bajo costo para la deteccidén de
biomarcadores especificos. Entre ellos, los dispositivos de
microfluidica han demostrado ser una posible solucién para un
diagndstico simple y répido (Sanjay et al., 2015; Temiz et al., 2015).
Uno de los métodos mas utilizados para la deteccién de
biomarcadores es el ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas
(ELISA), el cual es considerado como una valiosa técnica analitica
basada en el reconocimiento molecular entre un anticuerpo y un
antigeno, que permite la cuantificacién de moléculas objetivo con alta
sensibilidad y especificidad. Hasta la fecha, ya ha sido reportado el uso
de microdispositivos para la realizacion de inmunoensayos
empleando diferentes soportes sélidos para mejorar la captura
especifica del antigeno o anticuerpo (Chen et al., 2018; Han et al,,
2013; Nishiyama et al., 2020 y 2021; Shirai et al., 2019). Entre ellos se
encuentra una estructura de hidrogel cilindrica llamada inmmuno-
pillar (lkami et al., 2010; Kasama et al., 2015), una estructura 3D de
fotopolimero fabricada dentro de un microcanal llamada inmuno-
pared (Chavez-Ramos et al., 2019; Nishiyama et al., 2019; Yamamichi
et al., 2016) o nanoparticulas magnéticas conjugadas (Talha et al,,
2016; Urusov et al, 2017). En comparacion con el método
convencional de placa de microtitulacién, estas alternativas han
demostrado proporcionar una deteccidon mas rapida, facil y sensible.

El presente trabajo es parte de un estudio publicado en la
revista TALANTA (Chavez-Ramos & Cafizares-Macias, 2021), en el que
se desarrollé un inmunoensayo en microdispositivo empleando como
soporte solido nanoparticulas magnéticas conjugadas al antigeno con
deteccidon espectrofotométrica; como anticuerpos de prueba, se
detectaron y cuantificaron biomarcadores especificos para el
diagnodstico de artritis reumatoide (AR) conocidos como anticuerpos
contra péptidos citrulinados ciclicos (anti-CCP). El desempefio de la
metodologia se evalud empleando muestras de plasma diluidas, como
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control negativo y positivo, contrastando los resultados con un kit
ELISA anti-CCP comercial.

MATERIALES Y METODOS
Reactivos

El kit LinkAmine MAGNETIC 200 nm se adquirié de
Nanoimmunotech. El péptido citrulinado ciclico (CCP), con secuencia
HQCHQEST—Citrulina—GRSRGRCGRSGS  (pureza 95.21%), fue
sintetizado por Peptido 2.0 Inc. Los estandares de anticuerpos
monoclonales de péptido citrulinado ciclico anti-IlgG (anti-CCP) de 1-
2000 U/mL, el anticuerpo policlonal de oveja anti-humano-IgG
conjugado a la enzima peroxidasa de rabano picante (anti-h-1gG-HRP),
la soluciéon cromogénica 3,3',5,5'-tetrametilbencidina (TMB/H202
0.26 g/L) y el kit anti-CCP ELISA GWB-521226, fueron proporcionados
por GenWay Biotech Inc. La solucién amortiguadora de fosfato (SAF;
0.01 mol/L; pH 7.4), albdmina de suero bovino (BSA), Tween 80y 2-
propanol se adquirieron de Sigma-Aldrich. La resina fotosensible SU-
8 3035 se adquirid de Microchem Inc. El kit de polidimetilsiloxano
(PDMS) Sylgard 184 se adquirié de Dow Corning Corporation.

Disefio, fabricacién y caracterizacién de los microdispositivos

El disefio se realizdé en el programa Adobe lllustrator CS6
dentro de una circunferencia de 70 mm y se imprimié en negativo
(mascara Optica) para la construccion del molde mediante
fotolitografia (MICROCHEM, n.d.) y las réplicas del microdispositivo en
PDMS mediante litografia suave (Zaouk et al., 2006). La metodologia
se describe a continuacidén: se colocd una oblea de silicio, diametro 75
mm y profundidad 381+25 um (Silicon Valley Microelectronics), sobre
el spin-coater (WS-650MZ-23NPPB, Laurell Technologies Corp.) y se
agregaron aproximadamente 3 mL de foto-resina SU-8 3035. Se aplico
un programa de 500 rpm durante 10 s (aceleracién 100 rpm/s)
seguido por 1000 rpm durante 30 s (aceleracién 300 rpm/s).
Enseguida, la oblea de silicio se calentd a 105°C durante 30 minutos
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en una parrilla de calentamiento (Thermo Scientific Cimarec); la
adicién y calentamiento de la foto-resina se realizé una vez mas para
obtener una capa final de alrededor de 200 um. Posteriormente, se
colocd la mascara Optica sobre la oblea de silicio y se transfirio el
patron deseado exponiéndolo a luz ultravioleta (B-100AP, UVP Blak
Ray) durante 45 s. A continuacion, se retiré la mascara y la oblea de
silicio se calentd a 75 °C durante 1 minuto y luego a 105°C durante 5
minutos. Como paso final, se sumergid en un recipiente que contenia
acetato de propilenglicol monometil éter para eliminar la foto-resina
no polimerizada, se lavd con 2-propanol y se colocd dentro de una
caja de Petri. Se vertio una mezcla de PDMS y agente curante (relacion
10:0.9), y después de la desgasificacion al vacio, se polimerizé a 65°C
(incubadora de calentamiento DHP-9032, Prolab) durante dos horas.
Se cortaron las réplicas de los microdispositivos de PDMS, las entradas
y salidas se realizaron con un perforador de 1.5 mm de didmetro
interno. Finalmente, los microcanales se sellaron sobre una capa
delgada de PDMS empleando tratamiento corona (BD-20AC, Electro-
Technic Products). Los microdispostivos se caracterizaron utilizando
una reticula para microscopio de 5 mm (0.05 x 100 mm, The
Microscope Depot) como referencia. Se realizaron diversos cortes al
microcanal y se tomaron imadgenes de la seccion transversal al
microscopio (DM750, Leica Microsystems) con un objetivo 4x. El
ancho y la profundidad del microcanal se midi6 en el programa Leica
LAS EZ.

Toma de muestras de sangre

Empleando un vacutainer con anticoagulante EDTA K2, se
tomaron dos muestras de sangre: de un paciente diagnosticado con
AR desde hace mas de seis afios (control positivo) y de una persona
sana (control negativo). Se separd el plasma del resto de la sangre
mediante centrifugacion a 4500 rpm durante 10 minutos (EBA 20,
Hettich) y se almacend a -20 °C hasta su uso.
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Conjugacion de las nanoparticulas magnéticas (MNPs)

El antigeno péptido citrulinado ciclico (CCP) se inmovilizd
covalentemente a los grupos carboxilo en la superficie de las MNPs
siguiendo el procedimiento descrito en el kit LinkAmine MAGNETIC
(Nanoimmunotech, n.d.). Las MNPs-CCP resultantes se lavaron vy
almacenaron a una temperatura de 4°C hasta su uso.

Procedimiento del inmunoensayo

La fig. 1, muestra la representacién esquematica del inmunoensayo.
Primero, los microdispositivos se colocaron sobre una torre de imanes
y se adiciond 1 pL de MNPs-CCP (concentracion 10 mg/mL; 70.9+5.4
ug CCP/mg MNPs) con ayuda de una micropipeta (Finnpipette F1,
Thermo Scientific), reteniendo las nanoparticulas magnéticas
conjugadas dentro del microcanal. Los siguientes pasos requirieron
un volumen de 6 ulL de cada solucién. Se adiciond al microcanal una
solucion amortiguadora de fosfatos (SAF) la cual fungié como blanco,
estandar anti-CCP (1-2000 U/mL) o muestra de plasma diluida 1:100
en SAF con un tiempo de incubacién de 1.5 min. Posteriormente, el
anticuerpo policlonal anti-h-IgG-HRP se ingresé al microcanal y se
incubod durante el tiempo de 30 s. Después de cada incubacién a
temperatura ambiente, las MNPs conjugadas se lavaron 5 veces con
solucién de lavado (SAF que contenia Tween 80 al 0.5% y BSA al 0.5%).
Finalmente, se adiciond el sustrato cromogénico (TMB/H202) vy la
reaccion enzimatica se llevd a cabo en oscuridad a 22°C durante 15y
30 min, asi como a 37°C durante 10y 15 min. El producto de reaccién
enzimatica se recolecté inmediatamente en puntas de micropipeta
para su posterior deteccion espectrofotométrica.

Sistema de deteccién

La absorbancia se midid a A=650 nm usando un segundo
microdispositivo de PDMS como celda de flujo con un disefio en Z. El
esquema del sistema de deteccién se muestra en la fig. 2. Este

consiste en un microcanal con un paso optico de 1 cm, 36247 um de
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ancho y 966 um de profundidad (volumen total 0.35 pL), acoplado
con fibras opticas de 200 um (FIBER 200-UV, Ocean Optics), una
fuente de luz multi-LED (BluLoop, Ocean Optics) y un detector UV-Vis
(USB4000, Ocean Optics). El producto de reaccién recolectado se
ingreso al paso optico con una micropipeta y la sefial midio a través
del programa SpectraSuite.

Figura 1. Procedimiento del inmunoensayo en microdispositivo. (a) Inmovilizacion de
MNPs-CCP; (b) unidn selectiva de los anticuerpos anti-CCP; (c) adicion del anticuerpo
anti-h-IgG-HRP; y (d) reaccion enzimdtica al adicionar la solucion cromogénica

TMB/H20z.

(.
(a)Q (b)__l/_(:)”-ﬂ_’.‘; _A
u U U
(‘;MNPS.CPP \ﬁr/ Anti-cCP YAmi-h-lgG-an ©TMB/H,0, i TMB oxidado

Figura 2. llustracion del sistema de deteccion empleado un microdispositivo de PDMS
acoplado con fibras dpticas.
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Construccion de curvas de calibracion y andlisis de muestras

Se construyeron cuatro curvas de calibracion con un intervalo
de concentracion de anti-CCP entre 1y 2000 U/mL. Dos de ellas a 22°C
con tiempos de reaccidn enzimatica de 15 y 30 min y dos mds a 37°C
con tiempo de reaccion enzimatica de 15 y 10 min. Las muestras de
plasma (control positivo y negativo) se diluyeron en una relacion
1:100 en SAF antes de su analisis en el microdispositivo. Para
comparar la cuantificacién de anti-CCP en el método desarrollado, se
empled un método convencional en microplaca (anti-CCP ELISA kit)
(GenWay, 2000).

Evaluacion de la precisién: repetibilidad y reproducibilidad
intralaboratorio

Se empled un estandar anti-CCP (20 U/mL) para realizar el
inmunoensayo en el microdispositivo diariamente durante siete dias
por duplicado. El tiempo de reaccion enzimatica fue de 10 minutos a
37°C. La sefial analitica resultante se registré y se realizd un analisis
de varianza de una via (ANOVA) para determinar la precision de la
metodologia.

Estudio del tiempo de vida de los microdispositivos

Empleando tres microdispositivos diferentes se midié la sefial
proporcionada por el blanco. Posteriormente, se lavaron los tres
microdispositivos ingresando agua destilada a los canales vy
sonicandolos dentro de un vaso lleno con agua durante 15 min, por
ultimo, se secaron con aire a presion. Empleando los mismos tres
microdispositivos, se realizaron inmunoensayos con el control
positivo sin diluir repitiendo el paso de lavado después del
inmunoensayo. El procedimiento descrito se repitid cinco veces
durante un dia (n=5) y se compararon (medicién del blanco y control
positivo) mediante una prueba de t de Student.
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RESULTADOS
Caracterizacién de los microdispositivos

El disefio del microdispositivo consistié en un microcanal lineal
con las siguientes dimensiones: longitud 1.5 cm, profundidad 225425
umy ancho 967+15 um. El volumen total fue de 3.2+0.4 uL. En la fig.
3, se muestra una fotografia del microdispositivo, asi como una vista
de la seccién transversal del mismo.

Figura 3. Fotografia del microdispositivo empleado y vista de la
seccion transversal del microcanal (objeivo 4X).

0.5cm

2cm

Construccion de las curvas de calibracion

Las sefiales de medicion espectrofotométrica tipicas
obtenidas se muestran en la fig. 4(a). Las curvas de calibracion de anti-
CCP (1-2000 U/mL) construidas a 22°C se presentan en la fig. 4(b),
mientras que las curvas de calibracion a 37°C se muestran en la fig.
4(c). Los limites de deteccion (LOD) a 22°C fueron 0.70 U/mL (15 min)
y 0.71 U/mL (30 min), mientras que a 37°C fueron 0.70 U/mL (10 min)
y 0.62 U/mL (15 min); éstos se determinaron considerando el
promedio de la sefial del blanco (n=10) mas tres desviaciones
estandar (3S). Para comparar el rendimiento del inmunoensayo, se
construyé una curva de calibracion de anti-CCP [fig. 4(d)] en el mismo
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intervalo de concentraciones (1-2000 U/mL) siguiendo las
instrucciones del kit anti-CCP ELISA (GenWay, 2000), obteniendo un
valor de LOD de 11.50 U/mL.

Figura 4. Deteccidn y cuantificacion de anti-CCP. (a) Espectros de absorcion. (b) Curvas de
calibracion a 22 °C (n=3). (c) Curvas de calibracion a 37°C (n=3). (d) Comparacion entre las
curvas de calibracion del inmunoensayo en microdispositivo (n=3) y microplaca (n=2). Las
lineas discontinuas en (b), (c) y (d) representan la sefial del blanco + 3S. Mediciones de
absorbancia a A = 650 nm (microdispositivo) y a A=450 nm (microplaca).
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Asimismo, se realizd la cuantificacién de los controles positivo y
negativo. Mediante la prueba t de Student, se demostré que los
promedios de la concentracién de anti-CCP en el control positivo
fueron estadisticamente iguales por los dos métodos
(microdispositivo y microplaca), en ambos casos, no se pudo
cuantificar el control negativo por estar por debajo del LOD. La tabla
1, resume los resultados para el inmunoensayo de microdispositivo y
el método convencional de microplaca.
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Tabla 1. Comparacion de los resultados del inmunoensayo empleando el
microdispositivo y el kit ELISA convencional para la cuantificacion de biomarcadores
anti-CCP.

Caracteristica Inmunoensayo en Inmunoensayo en
microdispositivo microplaca
Volumen 6 pL 100 uL
LOD 0.70 U/mL 11.50 U/mL
Tiempo de analisis 12 min 105 min
[anti-CCP] Control 1505.19+£317.13 1594.50+£173.24
positivo U/mL U/mL
[anti-CCP] Control negativo NC NC
Repetibilidad 3.8% 5.5%
Reproducibilidad 6.1% 6.8%

NC: No cuantificable, valor de Absorbancia < LOD
DISCUSION
Analisis de las curvas de calibracién

Con un tiempo de reaccion enzimatica de 15 min a 22°C, la
absorbancia medida permanecidé constante después de la
concentracion de 40 U/mL, por lo que, bajo estas condiciones
experimentales, sélo es posible tener una deteccion cualitativa de los
anticuerpos. Sin embargo, si el tiempo de reaccidon enzimatica
aumenta hasta 30 min, es factible tener sefiales diferenciales para
cada concentracién de estandar de anti-CCP vy cuantificar los
anticuerpos. Al incrementar la temperatura a 37°C se obtuvieron
sefiales analiticas equivalentes a las obtenidas con 22°C y 30 min de
reaccion, pero con un tiempo de reaccion enzimatica mas corto. Con
el propdsito de reducir el tiempo total del inmunoensayo en el
microdispositivo, se eligid el tiempo de reaccidon enzimatica de 10
minutos a 37°C para probar el método desarrollado con muestras de
plasma reales.
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Comparacién con el método convencional

Se compararon las curvas de calibracién entre los métodos de
inmunoensayo en microdispositivo y microplaca, se observd que
existe una mayor sensibilidad a bajas concentraciones cuando se
trabaja con el microdispositivo [fig. 4(d)]. Este resultado podria
atribuirse a la alta relacion superficie/volumen de las MNPs-CCP
(Wittstock et al., 2009) retenidas dentro del microcanal, lo que ayudo
a tener un drea de contacto mas grande entre el antigeno y el
anticuerpo. Por lo tanto, el método de microdispositivo ofrece la
posibilidad de detectar y cuantificar concentraciones mas bajas de
anti-CCP. Sin embargo, a concentraciones mas altas de anti-CCP, la
absorbancia medida con el microdispositivo es notoriamente menor
gue la obtenida con el kit; la reduccion en la sensibilidad podria
atribuirse a la saturaciéon en la superficie de las MNPs-CCP. Por lo
tanto, es probable que se requiera una cantidad mayor de
nanoparticulas para obtener valores de absorbancia mas altos. Como
el propdsito del inmunoensayo en el microdispositivo es reducir el
volumen de reactivos y tiempo de analisis, la sensibilidad del método
desarrollado se considera adecuada para la cuantificacion. Asi, el
inmunoensayo en microdispositivo presentd las ventajas de requerir
un volumen de muestra menor (6 pL) y un tiempo de ensayo mas
corto (12 min). Asimismo, la concentracién de anti-CCP en el control
positivo fue muy similar entre los dos métodos, en ambos casos, el
control negativo no pudo ser cuantificado. Se realizdé una prueba t de
Student para comparar las medias de ambos métodos mostrando que
no hay diferencia estadisticamente significativa, por lo que los
resultados son equivalentes. En cuanto a la precision, la repetibilidad
obtenida fue de 3.8%, mientras que la reproducibilidad fue de 6.1%.
El porcentaje de reproducibilidad es muy similar al reportado en el
manual del kit ELISA (6.8 %), mientras que la repetibilidad obtenida
fue un poco menor al reportado por el fabricante del kit (5.5 %). Estos
resultados muestran que, a pesar de tan solo usar solo 6 uL de
reactivos y muestras, existe una excelente precisién para el método
desarrollado.
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Estudio del tiempo de vida de los microdispositivos

Se utilizd un control positivo sin diluir con el fin de exponer la
mayor cantidad de anti-CCP a las MNPs-CCP retenidas dentro del
microcanal. Los resultados experimentales mostraron que, a pesar de
la gran cantidad de anticuerpos, no hubo una diferencia
estadisticamente significativa entre las cinco mediciones de
absorbancia para el blanco (0.116+0.005) y para el control positivo sin
diluir (0.457+0.013). Por lo tanto, los microdispositivos son
reutilizables y se pueden emplear en repetidas ocasiones sin variacion
en la sefial analitica. Tener microdispositivos, reutilizables es una gran
ventaja que ofrece el usar MNPs-CCP como soporte sélido, ya que no
existi6 magnetizacion remanente cuando se retira el campo
magnético y la limpieza de los microcanales se pudo realizar
facilmente.

CONCLUSIONES

El microdispositivo desarrollado permite la determinacion de
anti-CCP con un tiempo de andlisis mas corto que los empleados
actualmente en métodos convencionales de microplaca (12 min
contra 105 min) con una precision y resultados equivalentes a los del
kit ELISA, pero con un LOD 16 veces menor (LOD 0.70 U/mL contra
11.50 U/mL). Los valores minimos de deteccion reportados para los
métodos actuales son variados, pero ninguno se ha desarrollado
actualmente con un valor de LOD tan bajo como el presentado en esta
investigacién. Ademads, el microdispositivo desarrollado tiene la
ventaja de requerir sélo 6 puL de muestras y reactivos (en comparacion
con 100 uL requeridos por el método convencional), ademas de
poseer la gran ventaja de ser un microdispositivo reutilizable. Estas
dos caracteristicas ayudan a disminuir el costo del inmunoensayo. Asi,
utilizando 1 mL de cada reactivo se pueden realizar casi 167 pruebas,
mientras que con el kit ELISA sélo se realizan 10. Los resultados
obtenidos utilizando un control de anti-CCP negativo y positivo,
mostraron que el inmunoensayo en microdispositivo puede ser un
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excelente prototipo para la cuantificaciéon de anti-CCP, siendo un
método mas rapido, econdmico, sensible y simple que los métodos
actuales. También abre una ventana de oportunidad para la deteccion
de otro tipo de biomarcadores con la posibilidad de disminuir los LOD
actuales.
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RESUMEN

Introduccidn: La contaminacién por agentes patégenos es un problema que afecta
la ganaderia lecheray es un riesgo para la salud publica en paises poco desarrollados
a nivel mundial. Objetivo: Documentar el manejo del ganado bovino y la presencia
de Brucella spp, Escherichia coliy Salmonella spp en la leche, en el municipio de San
Pablo Huixtepec, Oaxaca. Materiales y métodos: El estudio fue descriptivo y
transversal. Entre octubre de 2018 a mayo de 2019, se aplicaron encuestas a 16
productores correspondientes a la misma cantidad de establos, para recabar
informacion sobre el manejo de ganado bovino y el proceso de ordefio, ademas se
colectaron muestras de leche para la determinacion de Brucella spp, E. coli y
Salmonella spp. La informacién se analizé6 mediante estadistica descriptiva y X? de
Fisher para identificar las variables asociadas a la contaminacién de leche por
Brucella spp. Resultados: Existen malas condiciones de infraestructura en los
establos, mal manejo del ganado y escasa higiene en el proceso de ordefio y
recoleccion, lo que esta provocando la contaminacién de la leche por agentes
patégenos, particularmente en los establos mas grandes. EI 29.9% de las muestras
fueron positivas a Brucella spp, representando una contaminacion del 79.9% de
establos. El 100% de los establos fueron positivos a la contaminacion por E. coli y
Salmonella spp. Conclusiones: Las malas condiciones de los establos, mal manejo
del ganado y escasa higiene en el proceso de ordefio y recoleccién, influyen en la
contaminacion de la leche por los agentes patégenos estudiados. Es necesario
implementar programas de capacitacién en el buen manejo del ganado y obtencién
de leche, ademas de impulsar la vigilancia epidemioldgica de la brucelosis y otros
agentes patodgenos, para disminuir el riesgo a la salud publica.

Palabras clave: brucelosis bovina, Escherichia coli, leche, Salmonella spp.
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a contaminacién por agentes patogenos, entre ellos la brucelosis

bovina es un problema que afecta la ganaderia lechera de paises

poco desarrollados a nivel mundial, como consecuencia implica
un riesgo a la salud de las personas que trabajan o consumen
productos no pasteurizados provenientes de animales infectados
(Schneider, Diniz, Lunardi, Benetti, Camargo, Freitas, Lopes vy
Sampaio, 2013).

Méndez, Rodriguez y Sdnchez (2015) indican que la presencia
de este tipo de enfermedades en los rumiantes domésticos influye en
la presencia de la misma enfermedad en humanos, lo cual se ha
asociado con las condiciones socio-econdmicas desfavorables de la
poblacion (Garcia, Ramirez, Hernandez, Hernandez, Diaz y Orozco,
2014). Oceguera, Bruce, Frankena, Udo, van der Zijpp y Rushton
(2015), reportan que en las zonas rurales se presentan condiciones de
alto riesgo para la propagacién de agentes patégenos en humanos. El
consumo de productos lacteos no pasteurizados es un factor de riesgo
para la manifestacion de diversas enfermedades, entre ellas la
brucelosis (Rosales, Puentes, Arias y Romero, 2020).

De acuerdo con lo anterior, en la comunidad rural de San Pablo
Huixtepec, Oaxaca; una parte de la poblacién se dedica a la ganaderia
bovina principalmente para la obtencion de leche y su transformacién
a sus derivados como el queso, quesillo y crema. Al respecto, algunos
productores han manifestado que sus hijos después de haber ingerido
leche cruda han manifestado sintomas de enfermedades
gastrointestinales. Se sospecha que la leche pueda estar contaminada
con agentes patdgenos, por lo que es necesario indagar la presencia
de Brucella spp, Escherichia coli y Salmonella spp. en dicho producto,
asi como documentar el manejo del ganado. El objetivo del presente
estudio fue documentar el manejo de ganado bovino vy la presencia
de Brucella spp, Escherichia coli y Salmonella spp. en la leche, en el
municipio de San Pablo Huixtepec, Oaxaca.
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MATERIALES Y METODOS

El estudio fue descriptivo y transversal. Se realizd en el
municipio de San Pablo Huixtepec, Oaxaca (fig. 1), durante el periodo
de octubre de 2018 a mayo de 2019. En la comunidad de estudio,
existen 16 ganaderos que al mismo tiempo son productores de leche.
Dichos individuos formaron parte de la muestra de estudio. A cada
individuo se le aplico un cuestionario para captar la edad del
productor, tiempo de dedicarse a la actividad, caracteristicas del
ganado (edad, especie, lugar de procedencia y numero de
gestaciones), manejo del ganado (vacunacién, alimentacién,
procedencia, condiciones de encierro, caracteristicas del establo),
manipulacion del ordefio (medidas de higiene del animal, del lugar,
del personal y del producto), asi como el proceso de transformacion
de la leche a sus derivados (medidas de higiene del personal, del
establecimiento y de los utensilios, condiciones de transporte de la
leche, tiempo de duracion en la elaboracién a los derivados vy
condiciones de almacenamiento de los derivados).

Figura 1. Ubicacion de la localidad de estudio.

.

Qaxaca

Distrito de Zimatlan

% San Pablo Huixtepec

Fuente: Elaboracion propia
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Posteriormente previa autorizacién del productor, se
colectaron en frascos estériles muestras de 100 mL de leche a las
vacas que se encontraban en produccidn, a las cuales se les determind
anticuerpos antibrucelosis por la técnica Ring Test (Moreira, 2017).
Para la identificacion de Escherichia coliy Salmonella spp, se utilizaron
las técnicas de siembra en medios de cultivos selectivos de acuerdo
con la NOM-113-SSA1-1994 vy la  NOM-114-SSA1-1994,
respectivamente. La informacién colectada se analizd mediante
estadistica descriptiva (analisis de frecuencias, medidas de tendencia
central y dispersién) y X?> de Fisher para identificar las variables
asociadas a la contaminacion de leche por Brucella spp.

RESULTADOS

La poblaciéon de estudio se formdé con 16 productores
correspondiente a la misma cantidad de establos. La edad promedio
de los entrevistados fue de 45.249.6 afios. El tiempo de dedicarse a la
actividad ganadera fue de 21.849.4 afios. La edad del ganado fue de
4.1+1.7 aflos. La raza predominante fue la Americana (53.3%) seguida
de la Holstein (43.7%). La procedencia del ganado fue principalmente
de San Pablo Huixtepec (74.8%), seguido de Querétaro y diferentes
municipios de Oaxaca como Zaachila, San Nicolds y Zimatlan (6.3%
para cada uno, respectivamente). Cada establo cuenta con 7.9%+7.0
machos, 7.4+5.0 hembras y 2.8+1.6 gestaciones.

El 62.5% de los establos no cuentan con un esquema de
vacunacioén, aunque el 100% si realiza la desparasitacion del ganado
(56.3% lo realiza una vez y el 43.7% dos veces por afio). Respecto a la
alimentacion del ganado, el 100% es obtenido en la comunidad, el
18.8% corresponde a la mezcla de alfalfa y forraje, 6.3% alfalfa con
concentrado y 75.1% alfalfa con grano de maiz. Para las condiciones
de encierro, el 87.5% es de ldmina y esta dentro del domicilio
(entendiéndose como el lugar donde habita el productor y su familia),
el resto solamente presenta techo de ldmina y se encuentran fuera
del domicilio (12.5%). Para el tipo de piso, el 81.3% es de cemento y
el 18.8% de tierra. El tamafio del establo fue de 180.2+280.3 m? con
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15.6412.9 animales. Todos los establos poseen comederos,
bebederos y techo de ldmina. El 18.8% comparten el lugar con otros
animales, ademas de contar con fauna doméstica en el
establecimiento (gallinas y perros).

Respecto al ordefio, el 31.3% lo realiza de manera mecanica a
través de las maquinas ordefiadoras y el 68.8% de manera manual. El
100% de los entrevistados lavan las ubres y utilizan botas, el 93.7%
lavan sus manos con jabdn y el resto Unicamente con agua (6.3%). El
18.8% limpia el lugar una vez al dia, 43.8% dos veces, 31.3% tres veces
y el 6.3% lo realiza seis veces al dia. El 25% colecta la leche en los
tambos de la maquina ordefiadora, el resto lo colecta en tambos de
20 L (75%). De acuerdo con las condiciones de transporte y/o
almacenamiento de la leche, los productores utilizan tambos
exclusivos para dicha actividad, el 56.3% utiliza tambos con tapa para
el almacenamiento dentro del domicilio, el 12.5% utiliza tambos con
tapa para su transporte en un vehiculo y el resto utiliza tambos sin
tapa para su almacenamiento dentro del domicilio (31.2%). Con
respecto al tiempo de elaboracién de los derivados, el 87.5% de los
productores no elabora derivados lacteos, el resto los elaboran de dos
a tres horas después del ordefio (12.5%), almacenando los productos
en refrigeracidn para su posterior venta.

Se analizaron 117 muestras de leche correspondiente a igual
numero de vacas de los 16 establos. De este total, el 29.9% fueron
positivas a Brucella spp, con un promedio de infeccion de 31.2+29.3%
de establos, que corresponde al 79.9% de los hatos contaminados (fig.
2). Con respecto a Escherichia coli y Salmonella spp, se obtuvieron un
total de 16 muestras (una por cada establo), de donde el 100% fueron
positivas a ambos microorganismos (fig. 3). La variable que resulté
significativa fue el tamafio del establo >101 m? para la contaminacion
con Brucella spp (tabla 1).
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Figura 2. Muestras para Brucella spp positivas (izquierda) y negativa
(derecha).

Fuente: Trabajo de laboratorio (2018).

Figura 3. Aspecto de las colonias para Escherichia coli (izquierda) y
Salmonella spp (derecha).

Fuente: Trabajo de laboratorio (2018).
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Tabla 1. Variables asociadas a la contaminacion de leche por Brucella spp.

No
Contaminado contaminad Total X2 de
n(%) o} n=16 (%) Fisher*
n(%)
Tiempo dedicado a la ganaderia
>8 afios 9(81.8) 2(18.2) 11(68.8) 0.547
<17 afios 3(60.0) 2(40.0) 5(31.2)
Vacunacién del ganado
No 6(60.0) 4(40.0) 10(62.5) 0.234
Si 6(100.0) 0(0.0) 6(37.5)
Tamafio del establo
>101 m? 9(100.0) 0(0.0) 9(56.2) 0.019**
<100 m? 3(42.9) 4(57.1) 7(43.8)
Ordefia
Mecanica 5(100.0) 0(0.0) 5(31.2) 0.245
Manual 7(63.6) 4(36.4) 11(68.8)
Higiene del establo por dia
< 2 veces 6(66.7) 3(33.3) 9(56.2) 0.585
>3 veces 6(85.7) 1(14.3) 7(43.8)
Presencia de fauna doméstica en el
establo
Si 8(66.7) 4(33.3) 12(75.0) 0.516
No 3(75.0) 1(25.0) 4(25.0)
Alimento para el ganado
Alfalfa y zacate 4(66.7) 2(33.7) 6(37.5) 0.604
Silo y alfalfa 8(80.0) 2(20.0) 10(62.5)

* Significancia exacta bilateral
** Estadisticamente significativo

DISCUSION

La prevalencia de contaminacién por Brucella spp en la leche
de ganado bovino, fue alta y es similar a algunos valores reportados a
nivel nacional e internacional, oscilando entre el 5 hasta el 60%
(Carrisoza, Medina, Palomares y Diaz, 2014; Méndez, Rodriguez y
Sanchez, 2015; Pratim, Magnusson, Grace & Lindahl, 2018). Se
identificd una variable que podria explicar la alta prevalencia
encontrada en este estudio: el tamafio de los establos > 101 m? que,
debido al tamafio y mayor nimero de ganado, estan mas expuestos
al mal manejo o control de los animales, asi como a temperaturas
bajas, ausencia de luz directa y humedad elevada, lo cual provocan
gue el patdgeno se mantenga en estado latente, tal como sucede en
Tlaxcala, México (Garcia, Ramirez, Hernadndez, Hernandez, Diaz vy
Orozco, 2014). Las demas variables estudiadas no se asociaron a la
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contaminacion por dicho patégeno, probablemente debido al tamafio
de la muestra y variables que no fueron incluidas en el presente
estudio, como es el origen del agua utilizada como riego para el cultivo
de las especies vegetales que se utilizan como alimento para el
ganado lechero (por ejemplo, la alfalfa). Al respecto, se identificd que
los campesinos utilizan las aguas residuales provenientes de la planta
tratadora ubicada en la localidad (que realmente no trata las aguas
contaminadas que recibe proveniente de las comunidades vecinas,
solamente las almacena) para el riego de diversos cultivos, entre ellos
la alfalfa. Por lo tanto, es altamente factible que se encuentren
contaminadas con cargas bacterianas del tipo coliformes fecales
incluyendo a la Brucella. Dicha situacién, sugiere que sea la fuente y
el origen de la contaminacion. Ademas de lo anterior, no se realizo el
analisis bacterioldgico del agua de los pozos cercanos a esta planta,
ya que también podria estar contaminada debido a infiltraciones
provenientes de la planta tratadora de aguas residuales, lo cual podria
representar la fuente de contaminacién al ser utilizado para el riego
de la alfalfa.

Dado que el ganado convive con otras especies de animales,
es necesario profundizar en la determinacién de dicho patdgeno en
los animales domésticos en investigaciones futuras, ya que pueden
ser portadores y vectores que diseminen la infeccion. Es importante
destacar que se observd la presencia de Brucella spp en diversos
establos sin importar la vacunacién de los animales, similar a lo
reportado por Martinez, Cipolini, Storani, Russo y Martinez (2018). Sin
embargo, es importante mantener este tipo de prevencion, ya que ha
sido un factor muy importante para promover la erradicacion de dicha
enfermedad en otros estados de la republica mexicana (Franyuti,
2020).

La presencia del 100% de Salmonella spp y E. coli observada
en el presente estudio, se debe probablemente a la mala calidad de
higiene en la manipulacion de la ordefia manual o mecanica. Esto es
relevante, ya que no se habian realizado investigaciones similares en
la comunidad de San Pablo Huixtepec, Zimatlan, Oaxaca, los
resultados obtenidos son preocupantes ya que representan un riesgo
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a la salud de los productores y consumidores (Aguilera, Urbano y
Jaimes, 2014; Soto, Pérez y Estrada, 2016; Cogollo, Rodriguez vy
Calderdn, 2016).

De acuerdo con lo anterior, es altamente pertinente
profundizar en estudios epidemiolégicos relacionados con los agentes
patdgenos estudiados, tanto en animales como en humanos, para
dimensionar la situacion real de esta infeccion a nivel local y regional
para el estado de Oaxaca. Se recomienda realizar actividades de
promocién y prevencion en los diferentes grupos de personas
relacionadas con el proceso productivo, enfatizando en la educacién
sobre aspectos técnicos sanitarios y control de factores de riesgo; asi
como el cumplimiento de la normatividad técnico-sanitaria en la
materia (Fuentes, Ruiz, Sdnchez, Avila y Escutia, 2013).

CONCLUSIONES

La prevalencia de Brucella spp fue de 29.9% y de 100% por
Escherichia coli y Salmonella spp. Los establos presentan malas
condiciones, mal manejo del ganado y escasa higiene en el proceso
de ordefio y recoleccién, lo que sugiere la contaminacion de la leche
por agentes patdgenos, particularmente en los establos mas grandes.
Es necesario implementar programas de capacitacion en el buen
manejo del ganado y obtencion de leche, asi como en el control de
calidad de la leche y sus derivados, ademas de impulsar la vigilancia
epidemioldgica de la brucelosis y otros agentes patégenos, para
disminuir el riesgo a la salud publica.
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RESUMEN

Introduccidn: La sintesis de nuevas moléculas con fines medicinales es un area muy
relevante de la quimica organica. Relacionada a ella, se encuentra la quimica tedrica
y computacional, que permite mediante calculos tedricos comprender la estructura
electrénica, racionalizar tendencias de reactividad, predecir sitios de reacciones
nucleofilicas o electrofilicas y determinar los posibles centros de interaccion con
dianas farmacoldgicas. Dentro de los compuestos orgdnicos de interés medicinal,
los derivados de tiazol son un grupo importante debido a su amplia variedad de usos
farmacoldgicos. Objetivo: Realizar la sintesis, caracterizaciéon y célculo de
descriptores de reactividad de una serie de derivados de tiazol. Materiales y
métodos: Mediante la reaccién de Hantzsch, se hizo reaccionar la 2-(3,5-
difluorobenciliden)hidrazina-1-carbotioamida  con  cuatro  diferentes  2-
bromoacetofenonas sustituidas, los compuestos solidos obtenidos fueron
caracterizados mediante técnicas espectrales de IR, *H RMN, **F RMN y EM. Los
calculos tedricos fueron realizados a nivel semiempirico mediante el método AM1.
Resultados: Se obtuvieron cuatro compuestos con buen rendimiento (3d, 3e, 3fy
3g). Conclusiones: El compuesto 3d sustituido por un grupo nitro en posicion 4, se
espera que sea un compuesto con alta reactividad con base en los célculos de
parametros quimicos como electronegatividad, dureza, blandura y potencial
guimico.

Palabras clave: electronegatividad, potencial quimico, tiazol.
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Sintesis, caracterizacion y cdlculos tecricos de descriptores globales de reactividad de una serie de derivados de tiazol

a sintesis de nuevas moléculas con fines medicinales es un area

muy importante de la quimica orgdnica. En estrecha relacién con

ella, se encuentra la quimica tedrica y computacional, que
permite mediante cdlculos tedricos, comprender la estructura
electronica molecular, racionalizar tendencias de reactividad,
predecir sitios de reacciones nucleofilicas o electrofilicas y determinar
los posibles centros de interaccion con dianas farmacoldgicas
(Krishnamurty & Pal, 2000). Dentro de los compuestos organicos de
interés farmacoldgico, los derivados de tiazol son un grupo
importante debido a su amplio abanico de actividad biolégica
(Kashyap, Garg, Sharma, Kumar, Dudhe & Gupta, 2012).

Los descriptores globales de reactividad como Ia
electronegatividad (x), la dureza (n), blandura (S) y el potencial
quimico (W) son conceptos que predicen la respuesta de los sistemas
moleculares (Ghanty & Ghosh, 1996), principalmente de la densidad
electrénica cuando existe un cambio en el potencial externo y en el
numero de electrones (Chandra & Nguyen, 2002). Se han empleado
en quimica, para obtener informacion de las propiedades electrénicas
moleculares y poder predecir la reactividad quimica (Lépez, Ensuncho
y Robles, 2013). La electronegatividad (x) es la capacidad de un
atomo, ion o una molécula de atraer electrones hacia si en un enlace,
se puede expresar con la entidad y = -u (Mulliken, 1934; Ouattara &
Ziao, 2017). La dureza (n) se define como la resistencia que opone un
sistema al cambio en su distribucion electrénica, este parametro mide
la tendencia de reactividad de un sistema; una molécula con un valor
alto de dureza presentara mayor estabilidad y menor reactividad (n =

%) (Calvo y Pumachagua, 2015). La blandura (S) es el inverso de la

dureza, las moléculas blandas sufren cambios en su densidad
electrénica de forma mas facil y por lo tanto son mas inestables y

reactivas (5:%7) (Chabi Doco Kpota Houngue, Kpotin, Kuevi, Atohoun

& Mensah, 2017). El potencial quimico (i) es el valor negativo de la
electronegatividad (x), describe la tendencia de un sistema a transferir
sus electrones desde un estado de equilibrio. Los electrones fluyen
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. . . . I+A .
del potencial mas alto al mas bajo (u= T) (Lopez, Ensunchoy Robles,

2013).

Por otra parte, las propiedades electrdnicas de un sistema, se
deben principalmente a los orbitales frontera; por lo tanto, se pueden
aproximar los valores de los descriptores con base en la energia de
estos de acuerdo al teorema de Koopmans (Koopmans, 1934), donde
se establece que la energia de ionizacién / corresponde a la energia
del HOMO (Highest Occupied Molecular Orbital) y la afinidad
electrdnica A, a la energia del LUMO (Lowest Unoccupied Molecular
Orbital) (Moncada y Salgado, 2008; Prades, Casals y Hernandez,

2017), -E Homo =1y - E tumo = A. Con los cuales se pueden utilizar las
E LUMO—E HOMO

siguientes expresiones para dureza n = >

1
. blandura S=—
27

E LUMO + E HOMO
2
De acuerdo con lo anterior, el objetivo del presente estudio fue

sintetizar, caracterizar mediante técnicas espectroscopicas y realizar
calculos tedricos de descriptores globales de reactividad quimica de
una serie de derivados de tiazol.

, para electronegatividad y potencial quimico u=-x =

MATERIALES Y METODOS

A través de la reaccion de Hantzsch (Ayati, Emami, Asadipour,
Shafiee & Foroumadi, 2015), se hizo reaccionar la 2-(3,5-
difluorobenciliden)hidrazina-1-carbotioamida (1b) (0.5 mmol) con
cada una de las correspondientes 2-bromoacetofenonas sustituidas:
la 2-bromo-4’-nitroacetofenona (2d) (0.5mmol), 2-bromo-1-(4-
(trifluorometil)fenil)etan-1-ona (2e) (0.5 mmol), 2-bromo-3’-cloro-4’-
fluoroacetofenona (2f) (mmol) y 2-bromo-2’,4"-difluoroacetofenona
(2g) (0.5 mmol) respectivamente, como se observa en el esquema de
sintesis (fig. 1), adicionando una cantidad catalitica de NaOH vy
utilizacién de una mezcla etanol/acetona (1:1) como disolvente, a
reflujo y agitaciéon constante hasta el consumo de alguna de las
materias primas. La reaccion se monitoreo mediante cromatografia
en capa fina (CCF). Una vez completada la reaccion, se llevé a
temperatura ambiente y posteriormente se evaporé el disolvente,
obteniendo compuestos soélidos los cuales fueron caracterizados
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mediante técnicas espectrales de infrarrojo (IR), resonancia
magnética nuclear para *H y °F (*H RMN y °F RMN) y espectro de
masas (EM).

Figura 1. Sintesis de derivados de tiazol.
(0]
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Los calculos tedricos de la energia de HOMO y LUMO fueron
realizados a nivel semiempirico mediante el método AM1. El trabajo
computacional se realizé utilizando el programa Spartan Wavefuntion
Inc. Versién 06, en una computadora personal Marca Toshiba con
procesador Intel i5 con 8 Gb de RAM. Para realizar este proceso, las
moléculas obtenidas se dividieron en dos fragmentos a partir del
proton hidracinil, esto para correlacionar la influencia de los
sustituyentes en el desplazamiento quimico de éste y en el valor de
los descriptores calculados. Para lo cual, se calculd el coeficiente de
correlacion, empleando el paquete de Excel 2010.

RESULTADOS
a) Sintesis y caracterizacién: Se obtuvieron cuatro compuestos con

buen rendimiento, sus caracteristicas fisicas se presentan en la
siguiente tabla:

102



Fernando Mejia Zarate, Juan Luis Bautista Martinez y Francisco Emanuel Veldsquez Herndndez

Tabla 1. Caracteristicas generales de los compuestos obtenidos.

Punto de

Forma . Formula Rendimiento
Compuesto . Color fusion
fisica molecular (%)
(°C)

3d Polvo Naranja 212-214 C H FNOS 73
3e Polvo Naranja  150-152 CHFNS 90
3f Polvo Blanco  158-160  C H/CIF.N.S 93
3g Polvo Blanco  164-166  C HJF,N.S 82

Para ejemplificar la caracterizacién completa, se describira al
compuesto 3d. Este se obtuvo como un polvo anaranjado que fundio
a212-2142°C, con rendimiento de 73%. El espectro de IR (fig. 2) mostro
las siguientes bandas: 3404.43 c¢cm™ vibracion de estiramiento del
enlace N-H, en 3122.94 cm™ se observo el alargamiento asignado al
enlace =C-H, asi también en 1597.83 cm™ presentd la vibracién de
estiramiento del enlace C=N, ademds una banda en 1512.70 cm!
generada por el estiramiento del enlace C=C, en 1339.78 cm™ se
observaron los estiramientos para el enlace C-NOz y en 1121.75 cm™
la vibracion del enlace C-F.

En el espectro de 'H RMN (fig. 3), se observd una sefial a 7.24
ppm como un triple de triples (tt) que integra para un hidrogeno y
corresponde al protdn a localizado en posicién 4 en el anillo 3,5-
difluorado. La siguiente sefial corresponde a un doble de dobles (dd)
con un desplazamiento de 7.35 ppm la cual integra para dos
hidrégenos equivalentes y que es asignada a los protones b que se
encuentran en posiciones 2,6 del anillo 3,5-difluorado. La siguiente
sefial se aprecia como un singulete (s) en 7.76 ppm y que integra para
un hidrégeno, ésta es asignada al proton ¢ del anillo de tiazol. La sefial
correspondiente al hidrégeno iminico d se muestra en 8.02 ppm como
un singulete con un valor de integral de uno. En 8.10 ppm se presenta
una sefial doble que integra para dos hidrogenos equivalentes la cual
es asignada a los protones e en las posiciones 2 y 6 del anillo nitrado.
En 8.26 ppm se observa un doblete que integra para dos hidrogenos
equivalentes que corresponde a los protones f de las posiciones 3y 5
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del anillo nitrado. Fuera de campo en 12.53 ppm, se localiza un

singulete ancho que integra para un hidrégeno y que es asignado al
protdn g del grupo hidracinil.

Figura 2. Espectro de IR del compuesto 3d.
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En lo que respecta a espectro de 1°F RMN se observd solo una
sefial, lo que corrobora la estructura del compuesto ya que solo
contiene un tipo de flGor. El espectro de masas proporciond el peso

molecular exacto del compuesto obtenido, mismo que confirmo el
calculado previamente.
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Figura 3. Espectro de 'H RMN de 3d.
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b) Célculos tedricos computacionales: Los calculos que se
realizaron en este trabajo, tienen como objetivo conocer mediante el
calculo de descriptores de reactividad, las caracteristicas y el posible
comportamiento de los compuestos obtenidos, asi como caracterizar
la correlacion de la electronegatividad (x) con los datos
experimentales de desplazamiento quimico en la *H RMN, tomando
como base la correlacion observada en el proton hidracinil (fig. 4).
Para este analisis, las moléculas fueron separadas en dos fragmentos
tomando como referencia el protdn antes mencionado. Una vez
calculada la electronegatividad (x), se procedié a realizar los calculos
de otros descriptores como la dureza (n), la blandura (S) y el potencial
quimico ().
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Figura 4. Estructura general de los derivados obtenidos, se muestra en
azul el protdn hidracinil, el fragmento 1 en verde y fragmentos 2, 3, 4

y 5 en anaranjado.
H
N Yﬁ“ﬂ
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H

En la Tabla 2, se observan los desplazamientos quimicos de
tres protones presentes en todos los derivados, el protén hidracinil,
iminico v tiazolico. Como se puede apreciar, existe una tendencia
descendente del desplazamiento quimico con respecto al tipo de
sustituyente que presentan los derivados, en primero lugar el
compuesto 3d con el grupo nitro (-NO2), luego 3e con el grupo
trifluorometilo (-CF3).

Tabla 2. Desplazamientos quimicos experimentales (5) de tres tipos de
protones comunes en todos los derivados.
8 (ppm) de H RMN -
Compuesto H-C=N

NN-H (hidracinil) o H-C=C (tiazol)
(imina)
3d 12.53 8.02 7.76
3e 12.48 8.01 7.61
3f 12.44 8.02 7.50
3g 12.44 8.01 7.24

Los fragmentos que se generaron para el cdlculo de la
electronegatividad y el resto de los descriptores son los que se
presentan en las tablas 3 y 4, también se muestran los valores de
energia de HOMO vy LUMO. En la tabla 3, los fragmentos se ordenaron
de forma decreciente con respecto a la electronegatividad.
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Tabla 3. Valores de Enomo y Erumo, electronegatividad (x), dureza (n),
blandura (S) y potencial quimico (u) de fragmento 1.

# Fragmento E Homo E tumo z(ev) n(ev) S(ev?) u(ev)

F. \Nyr
1 \Q/\ -9.99741 -.0.79966 5.39 4.59 0.11 5.39

F

Tabla 4. Valores de Enomo y Erumo, electronegatividad (x), dureza (n),
blandura (S) y potencial quimico (u) de los fragmentos 2, 3,4y 5.

S
X n u
# Fragmento E Homo E twmo @) (ev (ev ev) 8(ppm)

4

N
4"4,\4 F -
2 Sf@ 891877 074762 483 408 012 .. 1244

cl
" ] ] .
3 e F 896790 -0.79527 488 409 012 .. 1244
S /
N .
4 TJ/O/CFS 933980 -0.88231 511 423 012 . 1248

w

_N NO -
e 2 947371 -136625 541 405 0.12 12,53
s 5.41

Los valores de electronegatividad fueron graficados contra el
desplazamiento quimico experimental, para observar la tendencia de
estos dos parametros (fig. 5), como se puede apreciar el
desplazamiento quimico aumenta conforme incrementa la
electronegatividad, este comportamiento muestra una buena
linealidad con un coeficiente de correlacion de R?=0.9938. El
sustituyente que presenta la influencia principal, es el grupo nitro en
el compuesto 3d conun & de 12.53 ppmy x de 5.41 eV, seguido de 3e
sustituido con trifluorometilo. En cuanto a los valores de dureza y
blandura, se puede mencionar que el fragmento 5 presente en la
molécula 3d, se espera sea el menos estable y mas reactivo.
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Figura 5. Electronegatividad (x) vs desplazamiento quimico (6).
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DISCUSION

En el presente trabajo se sintetizaron cuatro compuestos
derivados de tiazol, los cuales se encuentran sustituidos con
diferentes radicales, esto con la finalidad de establecer correlaciones
entre el comportamiento magnético y sus propiedades electrdnicas.
Referente a la sintesis, se obtuvieron compuestos con buena pureza
y un adecuado rendimiento empleando la reaccién de Hantzsch, tal
como lo reportan Grozav et al. (2014), quienes prepararon derivados
de tiazol con caracteristicas muy similares a los obtenidos en el
presente estudio. Se observaron las vibraciones esperadas en el IR
para los diferentes grupos funcionales presentes en las moléculas, asi
también la 'H RMN presentd las sefiales correspondientes; por
ejemplo, la presencia de tres protones comunes en todos los
derivados como el hidrogeno tiazélico que mostré un desplazamiento
guimico entre 7.24 y 7.76 ppm, el hidrégeno hidracinil entre 12.44 a
12.53 ppm vy finalmente el hidrégeno iminico con desplazamientos
entre 8.0y 8.03 ppm en los diferentes compuestos, concuerda con lo
reportado con Biernasiuk et al. (2019) con § de 11.24 a 11.74 ppm y
Laczkwski, Satat, Misiura, Podkowa and Malikowska (2016), que
reportaron d de 11.17 a 12.0 ppm para el protdn hidrazinil, como una
sefial ancha en todos los casos. Con respecto a los cdlculos de
descriptores de reactividad, se encontré que el fragmento 5 que esta

108



Fernando Mejia Zarate, Juan Luis Bautista Martinez y Francisco Emanuel Veldsquez Herndndez
presente en el compuesto 3d y presenta un grupo electroatractor,
tiene la electronegatividad mas alta y el efecto desprotector mas
importante, con lo que se puede apreciar que la electronegatividad
tiene una relacion directa con el desplazamiento quimico. Asi
también, se predice de acuerdo con los valores de dureza y blandura,
la menor estabilidad y por lo tanto, se espera que este compuesto sea
el mas reactivo, estos valores van en el mismo sentido con lo
encontrado por Miar, Shiroudi, Pourshamsian, Oliaey & Hatamjafari
(2021), en un estudio tedrico de reactividad sobre algunos derivados
de tiazol empleando otro nivel de calculo como es DFT; sin embargo,
aun con la diferencia de métodos de célculo, ambos resultados
convergen en que el compuesto sustituido con grupo nitro,
presentara la mayor reactividad. En general, es interesante la
correlacion que se encuentra, sin embargo, es necesario realizar mas
estudios al respecto.

CONCLUSIONES

La reaccion de Hantzsch es una técnica eficiente para la
obtencion de compuestos derivados de tiazol con buen rendimiento
y pureza. Los compuestos obtenidos presentan las caracteristicas
espectrales correctas, por lo que la identidad corresponde a los
compuestos propuestos. El método AM1 es importante por su
facilidad y rapidez de proceso, principalmente para moléculas
organicas sencillas. Se establece una correlacion entre el
desplazamiento quimico en la *H RMN utilizando al protén hidracinil
como referente y la electronegatividad con base al tipo de
sustituyente, siendo el fragmento 5 que contiene al grupo nitro, el
gue presenta el desplazamiento quimico a campo mas bajo y la
electronegatividad mds alta. En cuanto a los calculos de dureza y
blandura, se establece que el compuesto 3d presentara la reactividad
mas alta, ya que un valor bajo de dureza indica una molécula con
tendencia a reaccionar frente a algun cambio en la densidad
electrénica a su alrededor. Se espera mayor estabilidad para el
fragmento 4 presente en el compuesto 3e.
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UN METoDpo EN FLUJO RAPIDO PARA LA
DETERMINACION DE LA CAPACIDAD
ANTIOXIDANTE EN MUESTRAS DE ALIMENTOS

Willmann Antonio Jiménez Morales! y Maria del Pilar Cafiizares
Macias?

RESUMEN

Introduccidn: El ensayo de capacidad de absorcién de radicales de oxigeno (ORAC,
por sus siglas en inglés) es uno de los métodos mas utilizados para la estimacién de
la capacidad antioxidante por captacion de radicales peroxilo. A pesar de las muchas
ventajas que tienen las metodologias actuales, los tiempos de andlisis siguen siendo
muy largos para este ensayo. En este trabajo se tiene como objetivo: desarrollar una
metodologia analitica para determinar la capacidad antioxidante de muestras
alimenticias, empleando un sistema de analisis por inyeccion secuencial (SIA, por
sus siglas en inglés). Los materiales y métodos fueron un sistema SIA con deteccién
por fluorescencia, reactivos propios del ensayo, y muestras alimenticias. Los
resultados de este trabajo fueron: que el método propuesto mejord notablemente
el tiempo de andlisis de 90 minutos necesarios en el método estandar a 5 min por
el método SIA, ademds se logrd la reduccion en consumo de reactivo y volumenes
empleados. Dicho método mostrd una excelente precision (DER <3%) con un limite
de deteccién de 3.13 umol L-1 y porcentaje de recobro del 94.61%. En conclusién:
los resultados del método SIA no mostraron una diferencia significativa con el
método estandar al ser aplicado en muestras alimenticias, lo cual, lo convierte en
otra alternativa confiable para determinar capacidad antioxidante.

Palabras clave: Andlisis por inyeccion secuencial, bebidas, extractos, ORAC.
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os antioxidantes se han convertido en los compuestos esenciales

del mundo nutricional, siendo significativos por su capacidad

para proteger el dafio celular oxidativo, que puede derivar en
enfermedades como Alzheimer, cancer, afecciones cardiacas, entre
otras (Rajendran et al., 2014). Por tanto, es relevante conocer la
importancia que juegan los antioxidantes como sustancias que
retrasan, previenen o eliminan el dafio oxidativo a una molécula diana
(Halliwell & Gutteridge, 2015; Pisoschi & Pop, 2015).

Informes anteriores sugieren que varios antioxidantes
enddgenos y exdgenos neutralizan los radicales libres y protegen el
cuerpo manteniendo los equilibrios redox (Pham-Huy et al., 2008).
Ademds, estos antioxidantes en ocasiones muestran un efecto
sinérgico entre ellos, lo que resulta en una sobreestimacion de su
accion combinada (Antolovich et al., 2002; Sanchez-Moreno, 2002).
De esta manera, la capacidad antioxidante total de los alimentos se
considera como la suma de las interacciones redox sinérgicas entre
las proporciones de todas las moléculas presentes en ellos (Pellegrini
et al., 2003).

Varios ensayos como el ABTS** (radical cationico 2,2'-azino-bis
(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonato)) (Miller et al., 1993), el DPPH®
(Radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo) (Brand-Williams et al., 1995;
Herald et al., 2012), la prueba del poder antioxidante reductor férrico
(FRAP) (Benzie & Strain, 1996; Jiménez et al., 2008), entre otros, han
sido propuestos para evaluar la capacidad antioxidante; pero
generalmente consumen un tiempo de andlisis prolongado, estan
limitados por las condiciones de pH, el disolvente y el tipo de muestra.
La prueba de capacidad de absorcion de radicales de oxigeno (ORAC)
es uno de los métodos mas utilizados para estimar la capacidad de
captacion de radicales peroxilo, debido a la similitud que tiene con el
mecanismo de degradacién oxidativa de los lipidos (Cao et al., 1993;
Lépez-Alarcon & Denicola, 2013; Prior, 2015; Re et al., 1999). El
método ORAC se basa en una reaccion cinética competitiva que
involucra un generador de radicales libres, una sonda molecular
oxidativa y un antioxidante. De esta forma, se mide la degradacién
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oxidativa de una molécula fluorescente, como la fluoresceina,
después de mezclarla con un generador de radicales libres como el
dihidrocloruro de 2,2'-azobis (2-metilpropionamidina) (AAPH). A
medida que avanza la reaccion, la intensidad de la fluoresceina decae;
por otro lado, cuando se agrega un compuesto antioxidante, se inhibe
la descomposicion de la fluorescencia (Huang et al., 2005).

Huang y colaboradores en 2002, desarrollaron y validaron un
ensayo ORAC mejorado utilizando fluoresceina como sonda
fluorescente y lo adaptaron a un formato de lector de microplacas de
96 pocillos. A pesar de las mejoras al método, aun se identifican
dificultades y limitaciones, como el mal dispensado entre pozos que
produce un error sistematico, provocando  diferencias
estadisticamente significativas en la determinacién de capacidad
antioxidante de disoluciones estandar en funcion de la posicidon de su
placa (Mellado-Ortega et al., 2017).

Por ello, aplicar metodologias de analisis de flujo para
determinar la capacidad antioxidante brinda ventajas significativas
como la reproducibilidad del tiempo vy la sefial analitica, que son
caracteristicas importantes cuando la medicién involucra reacciones
con diferencias cinéticas (Kurbanoglu et al., 2018; Lima et al., 2005;
Magalhdes et al., 2009; Martins et al., 2013; Polasek et al., 2004). Otra
caracteristica es el control por computadora, que permite sistemas
ajustables y flexibles a los pardmetros de flujo sin manipulacién fisica
en el colector (Kolev, 2008). Sin embargo, la implementacién de
metodologias de flujo para determinar la actividad antioxidante no
estd muy explotada para el ensayo ORAC.

En el presente trabajo, publicado en la revista Food Chemistry
(Jiménez-Morales et al., 2022), se propone un novedoso método SIA
para determinar la capacidad antioxidante mediante el ensayo ORAC
utilizando fluoresceina como sonda oxidativa, sin tiempos de reacciéon
prolongados y midiendo la altura de pico de la sefial analitica. Los
parametros fisicoquimicos e hidrodindmicos se optimizaron mediante
disefios de experimentos de superficie de respuesta.
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MATERIALES Y METODOS
Reactivos y disoluciones

Todos los reactivos utilizados fueron de grado analitico. La
fluoresceina, el diclorhidrato de 2,2'-azobis (2-metilpropionamidina)
(AAPH), el &cido (+) -6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2-
carboxilico (Trolox) y la vainillina se adquirieron de Sigma -Aldrich y
fueron utilizados para la determinacién de la capacidad antioxidante.
Fue preparado una disolucién amortiguadora de fosfatos (Phosphate-
Buffered Saline, PBS por sus siglas en inglés) 0.05 umol L'ta pH 7y se
almacend a 4 °C durante un maximo de 15 dias. Se prepararon una
solucion madre de fluoresceina (0.6 pmol L) y una solucién madre
Trolox (400 umol L) en PBS y se almacenaron a 4°C en ausencia de
luz. A partir de las soluciones madre, se prepararon diariamente
soluciones estandar para construir las curvas de calibracién. Ademas,
se utilizd una solucién de 0.05 mol L'! de AAPH en PBS.

Muestras

Las muestras de alimentos analizadas fueron néctar de
arandano, néctar de uva, jugo de uvay arandano, néctar de manzana,
arandano, vino tinto carmenere y vino tinto merlot, granos de café
(honey y lavado) y vainas de vainilla compradas en supermercados
locales de Ciudad de México. Las muestras se analizaron utilizando el
método propuesto ORAC-SIA y el método estandar de microplaca
ORAC. Los extractos de vainilla se obtuvieron de las vainas de vainilla
mediante el uso de un horno microondas focalizado Maxidigest MX
350 siguiendo la literatura reportada (Rojas-Lopez & Cafiizares-
Macias, 2013), después de la extraccidn, los extractos se filtraron y se
recogieron. Para los extractos de café, en primer lugar, se pesaron 0.9
g de café molido y se mezclaron en 20 mL de agua destilada a 87°C
con agitacion magnética durante 5 min; luego se filtraron vy
recolectaron. Todas las muestras se diluyeron en agua destilada.
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Construccion de la configuracién ORAC-SIA

La fig. 1, muestra la representacion esquematica del colector
SIA para determinar la capacidad antioxidante por ORAC. Las
disoluciones de reactivos y muestras se aspiraron y propulsaron a
través de una valvula multiposiciéon de 8 puertos integrada en el
equipo FlAlab SIChrom. El sistema de deteccidén consistid en un
fluorémetro de tubo fotomultiplicador Fialab (PMT-FL) equipado con
filtros de emisién y excitacién (Aex = 486 nm y Aem = 500 nm) y una
celda de flujo Hellma de 10 mm de paso 6ptico. La programacion de
la inyeccién secuencial se logré mediante el control computarizado de
la valvula multiposicion y la bomba de jeringa incorporada al equipo,
utilizando el software FlAlab.

Figura 1. Representacion esquemdtica del sistema de inyeccion
secuencial para evaluar capacidad antioxidante por el método ORAC
(Jiménez-Morales et al., 2022).

Blucle de espera (1000 pL)

1) Fluorssceing Desecho
e

A |

Reactor (635 uL, 70 °C)

I =

Desecho & .
b)
Portador
AAPH H:0)
Antioxidante Fluoresceina

Portador

Linea de llenadol (H:0)
de bomba

Procedimiento del método ORAC-SIA

En el ensayo ORAC, la capacidad antioxidante de la muestra,
reactivo o analito depende de la intensidad registrada por la
fluoresceina, que disminuye continuamente debido a la oxidacion que
sufre al reaccionar con radicales peroxilo (AAPH). Cuando hay un
compuesto antioxidante, la disminucién de la sefial de fluorescencia
es mayor o menor dependiendo del poder antioxidante. Por lo tanto,
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el método ORAC-SIA consisti6 en dos pasos de medicién: 1)
disminucién de la intensidad de la fluoresceina por reaccién con
AAPH, y 2) proteccién de la intensidad de la fluoresceina por la
presencia de un antioxidante. En la Tabla 1, se muestra la
programacion de ORAC-SIA.

Tabla 1. Programacion del sistema SIA para evaluar capacidad
antioxidante por ORAC (Jiménez-Morales et al., 2022).

Viélvula de

L . L _ Caudal Direccién Tiempo
Paso Accion inyeccién Descripcién (uL/s) de fluio (s)
(puerto) M !
La bomba es
1 Lenado de 6 llenada con 3.5 50 Inverso 70
bomba
mL de agua.
Se aspira 10 pL
Aspirado AAPH del reactivo
2 0.05 umol L! 3 AAPH al bucle 10 Inverso !
de espera.
Se aspira 10 pL
) del
3 A§p|rado 4 Antioxidante al 10 Inverso 1
antioxidante
bucle de
espera.
Se aspira 10 pL
Aspirado del reactivo
4 fluoresceina 5 fluoresceina al 10 Inverso 1
2.25 umol L? bucle de
espera.
Se dispensa 400
5 D{spensado 3 uL del bucle de 20 Hacia 20
hacia el reactor espera al delante
reactor.
6 el bucle de 8 20 Inverso 30
bucle de
espera
espera.
. Se dispensa
Dispensado )
7 hacia el 2 3730 L del 20 Hacia 186.5
bucle de espera delante
detector
al detector.

Medicidon de la capacidad antioxidante

Para cuantificar la capacidad antioxidante, se midié la
intensidad maxima del pico SIA (sefial analitica) de fluoresceina
cuando el compuesto antioxidante/muestra se aspira junto con
fluoresceina y AAPH, y posteriormente se transformd a porcentajes
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de proteccion utilizando dos blancos de referencia: sefial de
fluoresceina sin AAPH (B1) y sefial de fluoresceina con AAPH (B2). El
valor del porcentaje de proteccion (%PP) se definié como el grado de
proteccién de la intensidad de la fluoresceina con AAPH al aspirar una
concentracion de antioxidante definida utilizando la expresion
matematica:

9%Pp = =182 100

Ip1—Ip>

donde Is representa la intensidad de la sefial después de la reaccion
entre la muestra, AAPH vy fluoresceina; lg1 e ls2 corresponden a las
intensidades de las sefiales en blanco de fluoresceina sin y con AAPH,
respectivamente. Para calcular el porcentaje de reaccion (% PR), el
porcentaje de proteccidn calculado (% PP) se restd al 100%.

Optimizacién del método ORAC-SIA

Se utilizé un disefio compuesto central en 2 bloques con 3
puntos centrales por bloque (14 experimentos), para optimizar las
concentraciones de fluoresceina y AAPH, tomando como variables de
respuesta: porcentajes de reaccion entre fluoresceina y AAPH sin
antioxidante y el porcentaje de proteccion utilizando vainillina a 25
pumol L1y 100 pmol L. Usando fluoresceina 2.25 pumol L™t y AAPH
0.05 mol L, tomando como variable de respuesta el porcentaje de
reaccion entre el AAPH y la fluoresceina, se evaluaron los tiempos de
espera deteniendo el flujo en el reactor a 30, 20, 10y 0 s. A través de
un disefio de experimento factorial 22, se optimizaron los volimenes
de aspiradoy caudales para AAPH 0.05 mol L%, fluoresceina 2.25 umol
L't y vainillina 25 pmol L™ a volimenes de 5y 10 ulL y caudales de 5y
20 pL s, tomando como variables de respuesta el porcentaje de
reaccion y proteccion.

Validacion del método ORAC-SIA

Para la estimacion del intervalo lineal, se prepararon
estandares de trolox a concentraciones de 10 hasta 80 umol L' a
partir de una solucién madre de 400 umol L™t Una vez establecido el
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intervalo lineal, diariamente durante siete dias se prepararon curvas
de calibracion para construir una curva de calibracion promedio. La
reproducibilidad y repetibilidad intra del laboratorio se evalud
preparando por duplicado durante siete dias disoluciones acuosas de
vino carmenere al 0.2% de concentracién, determinando la capacidad
antioxidante de cada una expresada en umol L de trolox. Los
resultados fueron analizados a través de una ANOVA de un factor. El
porcentaje de recobro se determind a partir de una muestra de jugo
de arandano al 0.66% fortificado con 20 umol L de trolox.

RESULTADOS
Optimizacion del método propuesto

Por medio del software STATGRAPHICS se realizd el analisis de
los datos a través de un ANOVA teniendo como objetivo maximizar el
%PP. Con un nivel de significancia de 95%, el analisis del disefio
mostrd qué las concentraciones de AAPH vy fluoresceina influyen de
manera negativa sobre la respuesta y afectan significativamente la
cuantificacion de la capacidad antioxidante. Para el caso del volumen
de aspirado y caudales, ambos factores influyen de manera positiva,
pero no afectan significativamente sobre la medicion y sin presentar
interacciones. Por tanto, los valores éptimos de las concentraciones
de fluoresceina y AAPH fueron de 2.25 pmol L' y 0.05 mol L%, al usar
concentraciones de 25 y 100 umol L del estdndar de vainillina. En
cuanto a los diferentes tiempos de espera deteniendo el flujo para la
reaccion, no se observaron diferencias significativas al suprimir dicho
tiempo, por lo que la reaccion no necesitd de un tiempo de reaccioén.
Por otro lado, para los volimenes de aspirado y caudales se
obtuvieron los valores de 10 pL de volumen aspirado y un caudal de
20 pL st al emplear vainillina a 25 pmol L.

Parametros de validacion del método ORAC-SIA

Con la finalidad de obtener un mejor estimado de la curva de
calibracién entre un dia y otro, se decidid construir una curva
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diariamente durante 7 dias, para obtener una curva promedio. Dicha
curva se utilizd en la cuantificacion de capacidad antioxidante,
teniendo como pendiente 1.15+0.02, ordenada al origen 3.89+0.89,
limites de deteccién y cuantificacion de 3.13 y 9.48 umol L-1,
respectivamente y un intervalo lineal de 10 a 50 pmol L. Al evaluar
la repetibilidad y reproducibilidad, se obtuvieron porcentajes de
repetibilidad y reproducibilidad de 1.96 y 2.60%. El porcentaje de
recobro fue 94.61%.

Evaluacidon de la capacidad antioxidante en muestras alimenticias

Para comparar el ensayo ORAC por SIA y por microplaca, se
midieron capacidades antioxidantes de 9 muestras por ambos
métodos, utilizando diluciones acuosas. En la tabla 2, se presentan las
capacidades antioxidantes de las muestras evaluadas por ambos
métodos, expresando los resultados en umol de trolox por mL de
muestra correspondiente a la curva de calibracion de cada método.
Después de realizar una prueba estadistica de t de Student para datos
emparejados, se determiné con un 95% de confiabilidad (o de 0.05 a
dos colas), que ambos métodos no muestran diferencias significativas
en sus resultados (to= 0.84 y t.=2.26).

Tabla 2. Comparacion de valores de capacidad antioxidante
expresados en umol trolox mL™? de muestra, realizados por el método
SIA'y microplaca (Jiménez-Morales et al., 2022).

SIA Microplaca
Muestras Capacidad antioxidante® Capacidad antioxidante®

Extracto de vainilla 42.99 +4.60 43.49+1.51
Vino tinto Merlot 21.94 £0.99 20.23+£2.02
Vino tinto Carmenere 18.84 +2.65 17.97 +2.85
Extracto de café Honey 7.27 +0.61 6.98 +0.00
Extracto de café lavado 9.57+0.03 9.59+0.12
Néctar de manzana con arandano 4.04+0.09 3.94+£0.19
Néctar de uva 2.45+£0.16 2.70£0.24
Jugo de uvay ardndano 2.74+0.25 3.15+0.28
Néctar de ardndano 1.74 £ 0.03 1.78+0.01

2 Unidades expresadas en umol trolox mL* de muestra.
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DISCUSION

Al no haber diferencias significativas en los valores de
capacidad antioxidante de las 9 muestras analizadas tanto por SIA 'y
lote, quedd demostrado que el método ORAC por SIA puede ser
utilizado como alternativa para cuantificar la capacidad antioxidante
de muestras como extractos y bebidas, mostrando una correlacion del
99% con el método en lote de referencia. El tiempo de reaccion fue
reducida de 90 min por el método en microplaca a 5 min por SIA,
permitiendo analizar 4 muestras por triplicado en una hora, se
incrementd la energia de activacion para llevar a cabo la reacciéon
entre fluoresceina y AAPH, dando como resultado el no requerir un
tiempo de espera pausando el flujo en el sistema para que proceda la
reaccion. Fue necesario el uso de una celda de extraccion para
eliminar el exceso de burbujas formadas por la reaccion. Acorde a los
criterios de la AOAC (AOAC International, 2002), los valores de la
validacién se encuentran dentro de los rangos aceptables para
precision intermedia (<3% RSD) y recuperacién (85-110%), lo que nos
demuestra que la metodologia no solo es precisa, de igual forma no
presenta efecto matriz.

CONCLUSIONES

Se desarrolld y validd un nuevo método de flujo ORAC para
medir la capacidad antioxidante en muestras de alimentos utilizando
un sistema SIA. El nuevo método es mas simple, barato, rapido vy
eficiente, en comparacion con el método de microplacas. Las
principales ventajas del método propuesto incluyen la reduccion del
tiempo de reaccion y la concentracion del reactivo AAPH, asi como
excelente precision, por lo que reduce los errores de medicién. El
método proporciona una frecuencia de muestreo de 12 muestras por
hora. La configuracion ORAC-SIA que aqui se propone, es una
estrategia ecoldgica que puede ayudar a reducir los efectos nocivos
de las actividades analiticas y muestra un gran potencial como
metodologia alternativa, para cuantificar la capacidad antioxidante de
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muestras de alimentos, pudiendo ser facilmente implementada en la
industria alimentaria.
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CARACTERIZACION DE NANOPARTICULAS DE
PLATA UTILIZANDO coMO AGENTE REDUCTOR
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RESUMEN

Introduccidn: El término nanoparticula se refiere a aquella particula donde una o
mas de sus dimensiones miden menos de 0.1 milésimas de milimetro (100
nanémetros). La sintesis de nanoparticulas de plata en disolucién requiere del
empleo de métodos que permitan obtener un control preciso sobre el tamafio y la
forma de las nanoparticulas. Un factor que influye en su morfologia, es el uso del
agente reductor, el borohidruro de sodio es el mas empleado; sin embargo, su mal
uso puede provocar dafios a la salud y al ambiente. Objetivo: Caracterizar
nanoparticulas de plata a través de la reduccion del metal (Ag™ = Ag®) usando
extracto de Aloe vera. Materiales y métodos: Se obtuvo el extracto de Aloe vera 'y
se agregaron volumenes distintos de dicho extracto a una solucién de nitrato de
plata 0.001 M vy polivinilpirrolidina 0.001 M, se dejé reposar por 48 horas y se
observd por microscopia de fuerza atdmica, para describir la morfologia de las
nanoparticulas de plata. Resultados: Después de transcurridas las 48 horas, se
observd el cambio de coloracion, pasando de incoloro a café, identificandose las
nanoparticulas de plata con morfologias triangulares y esféricas. Conclusiones: El
extracto de Aloe vera es una alternativa como agente reductor para la sintesis de
nanoparticulas de plata, mientras que el uso de polivinilpirrolidina, mejord su
dispersion.
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a ciencia de los nanomateriales trata acerca de la sintesis,

exploracion y busqueda de las posibles aplicaciones de

nanoparticulas (NPs), caracterizadas a su vez por tener al menos
una de sus dimensiones en el rango de los nandometros (Gonzélez,
2015). Lo que hace relevante su estudio, es que su comportamiento
va a depender de sus propiedades que pueden ser controladas
modificando su tamafio y forma (Mendoza, 2003).

Las nanoparticulas de plata (NPs-Ag), se han incorporado a
diversos materiales, ya que tienen diferentes aplicaciones biomédicas
por su alto efecto antimicrobiano demostrado contra especies de
bacterias tanto gram positivas como negativas (Liu, Dai, Fu & Hsu,
2010); en dimensiones nanométricas manifiestan propiedades fisicas,
quimicas y bioldgicas diferentes a la misma materia, pero en escala
mayor (Foladori, 2016). Ademads, presentan una toxicidad nula en
tejidos humanos al utilizarse en bajas concentraciones, por lo que son
ampliamente utilizadas en el area médica como acondicionadores de
tejidos, catéteres, cubierta de materiales, asi como en algunos
productos dentales (Allaker, 2010).

La sintesis de NPs-Ag en disolucion, requiere del empleo de
métodos que permitan obtener un control preciso sobre el tamafio y
la forma de las NPs, para asi conseguir un conjunto de particulas libres
gue presenten una propiedad determinada. Uno de los métodos mas
importantes, es el de Top-down, que por sus caracteristicas se basa
en partir de un material macroscopico y mediante técnicas fisicas se
logra un producto nanomeétrico (Leyva, 2013). Este método emplea
como reductor al borohidruro de sodio (NaBHs), el cual permite
obtener NPs estables con un tamafio y morfologia adecuada, pero la
toxicidad de dicho reductor hacia la salud y al ambiente es
considerable, por tal motivo, se ha optado por reemplazarlo mediante
extractos vegetales, los cuales permiten la obtencion de dispersiones
estables (Flores, 2014), constituyendo al método denominado sintesis
verde o método Green, debido a la menor cantidad de desechos
téxicos que produce.
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Dicho método, consiste en utilizar componentes organicos de
elementos vegetales como extracto de flores, frutos, cdscaras, entre
otros, como agentes reductores capaces de disminuir a escala
nanométrica las NPs-Ag (Cardefio y Londofio, 2014). Al respecto, la
Aloe vera es una planta constituida por una mezcla compleja de
compuestos como  vitaminas, minerales,  atraquinononas,
carbohidratos, enzimas, aminoacidos y lipidos (Dominguez-Fernandez
et al., 2012), ademas de poseer propiedades benéficas para la salud,
presenta potencial como agente reductor.

Finalmente, para caracterizar las NPs-Ag, es necesario el uso
de la Microscopia de Fuerza Atomica (AFM de sus siglas en inglés
Atomic Force Microscope), siendo su principal aplicacion la creacion
de imagenes de superficies en alta resolucion (Garcia, 2016); cuyas
mediciones son realizadas mediante el reflejo de un laser en la parte
posterior de una sonda, el cual al ser reflejado incide en un
fotodetector que manda la informacidon al controlador del
microscopio para poder generar la imagen (Lépez y Solares, 2014),
convirtiéndose en una técnica importante en el analisis de la
superficie de materiales, que permite construir una imagen en 3D de
la zona de estudio para observar sus caracteristicas morfoldgicas en
bajas dimensiones (desde decenas de nandmetros hasta algunos
cientos de micrometros), ademas de obtener informacion de las
propiedades mecanicas y eléctricas de las muestras que se estudian
(Hernandez y Karthik, 2018). De acuerdo con lo anterior, el objetivo
del presente estudio fue caracterizar nanoparticulas de plata
empleando como agente reductor el extracto de Aloe vera.

MATERIALES Y METODOS

El método de sintesis empleado fue la combinacion de los
métodos de Quimica verde y Top-down. Se prepararon soluciones
estandares por separado de nitrato de plata (AgNO3) 0.001 M y de
agente estabilizante polivinilpirrolidina (PVP) 0.001 M. La planta de
Aloe vera se colectd en las instalaciones de la Facultad de Ciencias
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Quimicas de la UABJO. Se cortaron las hojas y se dejaron reposar por
20 minutos a temperatura ambiente, posteriormente se lavaron con
abundante agua potable y se sumergieron en hipoclorito de sodio al
15% durante 15 minutos, después se enjuagaron con agua
desionizada y se cortaron las capas que protegen el gel (cortex),
finalmente se llevaron a trituracion para obtener el extracto, el cual
se utilizd tal como se obtuvo.

Dicho extracto fue utilizado para preparar tres muestras que
corresponden al mismo numero de reacciones distintas bajo las
siguientes proporciones: 1) 3 mL de AgNOz + 1 mLde PVP + 2.5 mL de
extracto; 2) 5 mL de AgNOs + 0.3 mL de extractoy; 3) 5 mL de AgNOs
+ 2 mL de PVP + 3 mL de extracto; los cuales se dejaron reposar por
un maximo de 48 horas, observando los cambios fisicos presentados
a partir de las 2 horas hasta finalizar el tiempo.

Al finalizar el proceso de sintesis, se tomd una microgota de
cada muestra y se colocd en un sustrato de Grafito Pirolitico
Altamente Ordenado (HOPG) para su observacion al microscopio de
fuerza atdmica, para describir las caracteristicas morfolégicas de las
NPs-Ag formadas, la cual se compard con la soluciéon patron de AgNOs
previamente preparada, sin agente estabilizante ni extracto vegetal.

RESULTADOS

En los primeros minutos de iniciadas las reacciones, todas son
incoloras. Después de las 48 horas, presentaron un color café (fig. 1).
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Figura 1. Aspecto de las muestras al principio (izquierda) y a las 48
horas (derecha) después de iniciadas las reacciones. Fuente:
Elaboracion propia.

Muestra

Muestra
2

Muestra
3

La solucion patréon de AgNOs, presento cumulos en forma
triangular cuyo tamafio varid, también se observé que no estaban
distribuidas homogéneamente, ya que en algunas zonas se
encontraban las nanoparticulas muy cercanas (fig. 2).
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Figura 2. Imagen obtenida por microscopia de fuerza atémica (arriba) e imagen de
las medidas de la solucidn patrén de AgNOs (abajo).

La muestra 2, no mostro la formacion de NPs-Ag. La muestra
1 presentd NPs-Ag de forma triangular dando un aspecto de
aglomeracién, con un tamafio homogéneo entre si de
aproximadamente de 300 nandmetros (Fig. 3).

Figura 3. Imagen obtenida por microscopia de fuerza atémica de la muestra 2 a las
dos horas.
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La muestra 3 presentd NPs-Ag que fueron de forma esférica
con un tamafio de aproximadamente 100 a 200 nm, se observaron
mas dispersas, su tamafo sigue variando predominando las
nanoparticulas de mayor volumen (Fig. 4).

Figura 4. Imagen obtenida por microscopia de fuerza atomica de la muestra 3
(arriba) a las 48 horas de iniciada la reaccion e imagen de las medidas de las NPs-
Ag a 176 nm (abajo).

DISCUSION

Los cambios de coloracion de incoloro a café, observados
durante el proceso de formacion de las NPs-Ag, son caracteristicos de
este tipo de reacciones, lo cual coincide con lo obtenido por
Amaguaia (2018), Camacho y Deschamps (2013) y Cardefio vy
Londofio (2014), quienes utilizaron al extracto acuoso de hojas de
sensitiva (Mimosa albida), pulpa de papel y ajo (Allium sativum) como
agente reductor, respectivamente. Lo que sugiere que Aloe vera,
presenta potencial como agente reductor.

Al transcurrir las 48 horas de reaccidon, la muestra vird

completamente al color café debido a la reduccién provocada por
Aloe vera sobre la Ag (Ag™ = AgP), tal como lo describe Escobar

132



Yareth Aparicio Luna, Antonio Canseco Urbieta, Ivonne Arisbeth Diaz Santiago y Yosemik Arjuna Ledn Nataret

(2015), al utilizar y comparar precursores organicos e inorganicos. Al
respecto, Chandran, Chaudhary, Pasricha, Ahmad & Sastry (2006),
mencionan que el extracto de dicha planta contiene acidos y diversos
compuestos organicos, que en conjunto reaccionan con los iones de
Ag™t a diferentes tiempos, temperaturas y concentraciones,
manifestando la coloracién que indica la generacion de las NPs-Ag
observadas.

Enla muestra 2, no se observé ninguna estructura morfoldgica
debido a la ausencia del PVP a diferencia de las muestras 1y 3. Las
estructuras morfoldgicas triangulares y esféricas obtenidas, coinciden
con lo descrito por Huang et al. (2007) y Pilaquinga et al. (2019),
quienes utilizaron hojas de Cinnamomum camphora secas al sol y
extractos de ajo (Allium sativum), respectivamente. Por otro lado, las
NPs-Ag obtenidas variaron en tamafio y estructura dependiendo de la
relacién en las concentraciones de AgNOs y el PVP, coincidiendo con
lo reportado por Morales, Moran, Quintana y Estrada (2009).
Finalmente, la sintesis de NPs-Ag empleada en el presente estudio,
presenta diversas ventajas comparada con otros métodos, el mas
importante que es amigable con el ambiente. Es necesario continuar
con la estandarizacion y caracterizacion de las NPs-Ag, para reducir el
tamafio de las NPs a través de la utilizacion del extracto de Aloe vera
como agente reductor.

CONCLUSIONES

El extracto de Aloe vera es una alternativa como agente
reductor para la sintesis de NPs-Ag. El uso de PVP mejora la dispersiéon
de NPs-Ag. Se obtuvieron NPs-Ag de 100 a 200 nm.
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