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[l RESUMEN

En la dltima década, México ha experimentado un aumento en los casos de
enfermedades cronicas no transmisibles. La incorporacion de compuestos
bioactivos en la dieta para prevenir o tratar estas enfermedades ha ganado
relevancia. El ajo (Allium sativum) contiene compuestos bioactivos, como la
alicina, con propiedades antioxidantes, antimicrobianas e hipoglucemiantes. No
obstante, debido a su limitada estabilidad, se han explorado alternativas
biotecnolégicas para mejorar su eficacia. El uso de nanoparticulas
biocompatibles y biodegradables con caracteristicas fisicoquimicas favorables,
como alta area superficial, tamafio nanométrico y estabilidad, continua en
proceso de investigacion. Las nanoparticulas de oxido de hierro, ademas, poseen
propiedades magnéticas que permiten una mayor especificidad hacia tejidos.
Este estudio evalud la actividad biolégica de nanoparticulas de 6xido de hierro
funcionalizadas con extracto de Allium sativum mediante ensayos in vitro. Se
sintetizaron nanoparticulas de 6xido de hierro funcionalizadas con TEOS (NP
Fe; O, @TEOS) y con extracto de ajo (Fe; O, @TEOS@Ajo) mediante
coprecipitacion asistida por ultrasonido. La actividad antioxidante se determind
mediante la inhibicién de los radicales ABTS<* y DPPHe, obteniendo inhibiciones
maximas de 17.3% y 12.6%, respectivamente, a una concentracion de 50 pg/mL
con las NP Fe; O, @TEOS@Ajo. El monitoreo de su actividad enzimatica frente
a la a-glucosidasa con diversas concentraciones de NP FesO4@TEOS@Ajo fue
significativamente mas alta a las concentraciones mas pequenas (5 yg/mL), es
decir un efecto dependiente de la concentracién, pero inverso. Por su parte, la
inhibicién de la enzima convertidora de angiotensina alcanz6 un 57.2% a 400
pg/mL de NP Fe;0O,@TEOS@Ajo. La actividad anticancerigena se evalud
mediante el ensayo de exclusién con azul de tripan en las lineas celulares MCF-
7 (cancer de mama) y HT-29 (cancer de colon) a concentraciones de 0.5 a 500
pHg/mL. Las NP Fe;O,@TEOS mostraron baja citotoxicidad, con una viabilidad
celular del 68% en MCF-7 y 72% en HT-29 a 500 ug/mL. En contraste, las NP
Fe;0,@TEOS@Ajo exhibieron mayor citotoxicidad, reduciendo la viabilidad

celular al 38% en MCF-7 y al 40% en HT-29 en la concentracion mas alta. Estos



resultados sugieren que los compuestos organosulfurados del extracto de ajo en
las nanoparticulas inhiben el crecimiento celular e inducen la muerte celular en
ambas lineas, lo que podria implicar la ferroptosis como mecanismo de muerte
celular programada dependiente de hierro para la generacion de especies
reactivas de oxigeno (ROS). En cuanto a la migracion celular en MCF-7, se
observ6 un efecto antimigratorio con NP Fe;0O,@TEOS y NP
Fe;O0,@TEOS@Ajo a concentraciones de 200 y 300 pg/mL. Las NP
Fe;0,@TEOS@Ajo mostraron una mayor disminucion en la migracion celular a
partir de las 6 horas, con diferencias estadisticamente significativas (p < 0.05)
respecto al control. Tras 24 horas de exposicion, se evidencid una notable
inhibicion en la propagacion de las células tumorales, manteniéndose la herida

abierta.

Palabras clave: Ajo, nanoparticulas, actividad anticancerigena, MCF-7, HT-29.



IV. ABSTRACT

In the past decade, Mexico has seen an increase in cases of non-communicable
chronic diseases. Incorporating bioactive compounds into the diet to prevent or treat
these diseases has become increasingly important. Garlic (Allium sativum) contains
bioactive compounds, such as allicin, with antioxidant, antimicrobial, and
hypoglycemic properties. However, due to its limited stability, biotechnological
alternatives have been explored to enhance its effectiveness. The use of
biocompatible and biodegradable nanoparticles with favorable physicochemical
characteristics, such as high surface area, nanoscale size, and stability, has
increased. Iron oxide nanoparticles also possess magnetic properties that allow for
greater tissue specificity. This study evaluated the biological activity of iron oxide

nanoparticles functionalized with Allium sativum extract through in vitro assays.

Iron oxide nanoparticles functionalized with TEOS (NP Fe3O,@TEOS) and with
garlic extract (Fe;O0,@TEOS@Garlic) were synthesized via ultrasound-assisted
coprecipitation. Antioxidant activity was determined by inhibiting ABTS+* and DPPH-
radicals, achieving maximum inhibitions of 17.3% and 12.6%, respectively.
Monitoring its enzymatic activity against a-glucosidase with various concentrations
of FesO4s@TEOS@Garlic NPs was significantly higher at the lowest concentrations
(5 yg/mL), i.e. a concentration-dependent but inverse effect. At a concentration of
50 pg/mL with NP Fe;O,@TEOS@Garlic. Angiotensin-converting enzyme inhibition
reached 57.2% at 400 pg/mL of NP Fe;O,@TEOS@Garlic.

Anticancer activity was assessed using the trypan blue exclusion assay on MCF-7
and HT-29 cell lines at concentrations ranging from 0.5 to 500 pg/mL. NP
Fe;O0,@TEOS exhibited low cytotoxicity, with cell viability of 68% in MCF-7 and 72%
in HT-29 at 500 pg/mL. In contrast, NP Fe;O,@TEOS@Garlic showed higher
cytotoxicity, reducing cell viability to 38% in MCF-7 and 40% in HT-29 at the highest
concentration. These results suggest that the organosulfur compounds from the
garlic extract in the nanoparticles inhibit cell growth and induce cell death in both
lines, potentially implicating ferroptosis as a programmed cell death mechanism

dependent on iron for reactive oxygen species (ROS) generation.



Regarding cell migration in the MCF-7 line, an antimigratory effect was observed
with NP Fe;O,@TEOS and NP Fe;O,@TEOS@Garlic at concentrations of 200 and
300 pg/mL. NP Fe;0,@TEOS@Garlic showed a greater reduction in cell migration
over time, starting at 6 hours, with statistically significant differences (p < 0.05)
compared to the control. After 24 hours of exposure, a notable inhibition in tumor cell

propagation was observed, as the wound remained open.

Keywords: Garlic, nanoparticles, anticancer activity, MCF-7, HT-29.
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1. Introduccidn
Las nanoparticulas de éxido de hierro (IONPs) han cobrado gran interés y atraido
la atencién debido a las caracteristicas fisico-quimicas y bioldgicas Unicas que
presentan, asi como también a su capacidad magnética. Las IONPs tienen un
amplio potencial en las ciencias biolégicas como la biomedicina y la remediacién del
medio ambiente (Ali et al., 2016). En el area de la biomedicina se ha utilizado
principalmente en el tratamiento y diagnostico de diferentes tipos de cancer,
actuando como agentes de contraste para los estudios de resonancia magnética,
en procedimientos de termoablacién o hipertermia magnética, asi como sistemas
de acarreo y liberacion dirigida de farmacos. Ademas, permiten la evaluacion no
invasiva de su biodistribucién en tejidos diana mediante técnicas avanzadas de
imagen como la resonancia magnética y la magnetometria (Jain et al., 2008; Dini et
al.,, 2021). Las IONPs poseen caracteristicas fisicoquimicas Unicas en escala
nanométrica, descritas como “efecto de tamafo cuantico”, como una alta relacion
superficie-volumen, caracteristicas magnéticas, eléctricas o estructurales, que no
existen en otros materiales. Los IONPs magnéticos son dependientes del tamafio y
la forma, asi mismo la morfologia, la distribucion del tamafio y las caracteristicas
fisicoguimicas son controlables mediante los procedimientos de sintesis (Nowak-
Jary & Machnicka, 2022).

Las IONPs poseen un diametro entre 1 y 100 nm y consisten generalmente en
particulas de hematita (Fe203) o magnetita (yFe203) (VG & Prem, 2018). Las
nanoparticulas de hierro presentan una elevada area superficial la cual esti
relacionada con su estabilidad coloidal, aunque también puede propiciar la
aglomeracion debido a interacciones magnéticas dipolares. Para mitigar este efecto
y mejorar su estabilidad en suspension se funcionalizan con diversos materiales. Al
respecto, Hernandez-Hernandez et al. (2021), mencionan que los IONPs sin
recubrimiento tienden a aglomerarse debido a su alta area superficial especificay a
las fuertes interacciones dipolares magnéticas inherentes, lo que facilita una rapida
eliminacién por parte del sistema reticuloendotelial. Por lo tanto, es comun

funcionalizarlas o recubrirlas con diversos agentes.
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La funcionalizacion de estas nanoparticulas para su uso como transportadores de
farmacos enfrenta desafios relacionados con posibles efectos adversos para la
salud. Por ello, se ha explorado el uso de compuestos fitoquimicos naturales,
presentes en extractos de plantas y frutos, como alternativas en la funcionalizacién
de este tipo de nanoparticulas buscando minimizar los efectos negativos (Dini et al.,
2021).

El ajo es rico en compuestos azufrados como la alicina, sulfuros de dialilo, ajoenos
etc., responsables de las propiedades terapéuticas atribuibles desde la antigiiedad
a este alimento. Se han reportado diversos efectos terapéuticos del ajo en el
tratamiento de enfermedades cardiovasculares, diabetes y cancer, aunado a esto
se ha reportado que presenta una baja toxicidad (Tesfaye et al., 2021). Estas
caracteristicas lo posicionan como un candidato viable para su uso en la
funcionalizacion de nanoparticulas de 6xido de hierro, potenciado su eficacia en

estudios in vitro.
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2. Antecedentes
2.1Nanotecnologia

La nanotecnologia se define como la aplicacién del conocimiento cientifico para
manipular y controlar la materia en el rango de nanoescala para hacer uso de
propiedades y fenbmenos dependientes del tamafio y la estructura (Luo et al.,
2020). Por otra parte, un nanomaterial se considera como un producto natural,
incidental o manufacturado que contiene particulas, en estado no unido o
agregado/aglomerado, donde el 50% o mas de las particulas estan en un rango de
1-100 nm segun la definicién de la Comision de la Unidn Europea (Recomendacion
2011/696/EU) (Gallocchio et al., 2015; Herndndez-Hernandez et al., 2021).

Dentro de los usos que ofrece la nanotecnologia, en el area de la biomedicina se
utilizan en nanoencapsulados, nanosuspensiones, microemulsiones, nanogeles,
liposomas y niosomas para la administracion y liberacion de farmacos, enzimas,
biosensores, genes y oligonucledtidos en el tratamiento de enfermedades como el
cancer o en procesos infecciosos (Gallocchio et al., 2015; Bano et al., 2017).

En el area de la industria alimentaria se utilizan como: aditivos alimentarios para
potenciar el color y sabor, como complementos alimenticios para aumentar la
biodisponibilidad de hierro u otros oligoelementos y/o como nuevas estructuras
alimentarias con caracteristicas antimicrobianas y antioxidantes. La nanotecnologia
en la industria alimentaria ha cobrado importancia permitiendo mejorar la estabilidad
fisicoguimica y la eficacia biol6gica de un sinfin de compuestos bioactivos ya que
permiten incorporarlos como fortificantes de un alimento durante su procesamiento.
Sin embargo, los nanomateriales deben adaptarse a las caracteristicas fisicas,
guimicas y estructurales de los compuestos bioactivos a incorporar, mejorando de

esta manera su encapsulacién y liberacion (Luo et al., 2020).

2.2 Nanomateriales
Un nanomaterial (material nanocristalino) es una sustancia que posee el tamafio de
la milmillonésima parte de un metro. Exhiben propiedades quimicas, fisicas y
mecanicas unicas y benéficas dependientes de las areas de aplicacion (Gajanan &
Tijare, 2018).
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El uso de nanomateriales en materia de alimentos ofrece la oportunidad de mejorar
las propiedades de los nutrientes que promueven la salud y la liberacion de
compuestos bioactivos, por ejemplo, por medio de la liberacion controlada y
sostenida de ingredientes (hidrogeles basados en biopolimeros y tecnologias de
encapsulacién), mediante la promocién de la interaccion reducida entre ingredientes
dentro de un sistema alimentario. También, pueden mejorar la dispersion y
suspension de ingredientes insolubles en agua usando liposomas, nano

dispersiones y nano emulsiones (Magnuson et al., 2011).

2.3 Nanoparticulas
2.3.1 Tipos de nanoparticulas y nanofabricacion

Nanoparticulas de plata (AgNPs): Debido a sus propiedades la plata, es
uno de los metales mas importante en la nanotecnologia, ha sido utilizada desde la
€época antigua como un agente antimicrobiano contra bacterias, hongos y virus, para
el control de infecciones, heridas entre otros usos. Las nanoparticulas de plata son
los nanomateriales mas utilizados y ya se han usado como agentes antimicrobianos
con buena eficacia contra bacterias y virus. Sus aplicaciones abarcan desde la
industria textil y el tratamiento de aguas, hasta productos médicos y alimentarios.
Ademads, las AgNPs destacan por su excelente conductividad eléctrica, estabilidad
guimica y actividad catalitica. (Li et al., 2008; Mikhalovsky & Khajibaev, 2011).

Nanoparticulas de oro (AuNPs): Las nanoparticulas de oro presentan
propiedades fisicas, quimicas y biolégicas excepcionales. Pueden ser
funcionalizadas con diversas biomoléculas, como anticuerpos, farmacos y material
genético, lo que las hace ideales para aplicaciones médicas. Se utilizan en estudios
inmunoquimicos para la identificacibn de interacciones proteicas, detectar
antibioticos aminoglucésidos (estreptomicina, gentamicina y neomicina) y células
madre cancerosas, facilitando el diagnéstico oncolégico, asi como la identificacion
de diferentes clases de bacterias. En la industria alimentaria, las AUNPs se integran
en nanocompuestos poliméricos para fabricar envases con propiedades

antimicrobianas (Mateo et al., 2013; Hasan, 2015).
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Nanoparticulas de dioxido de titanio (TiO2NPs): Estas destacan por su
biocompatibilidad y baja toxicidad en comparacion con otras nanoparticulas (Al203,
SiO2). Se utilizan en biodeteccion, administracion de farmacos, implantes y
aplicaciones antibacterianas. En oncologia, su funcionalizacion superficial permite
la terapia dirigida contra el cancer mediante interaccién con especies reactivas de
oxigeno (ROS), lo que induce la destruccion de células cancerosas. También se
emplean en terapia fototérmica (PTT), fotodinamica (PDT) y sonodinamica (SDT)
para la liberacion controlada de agentes anticancerigenos. Su toxicidad se asocia
mas a su efecto fisico (“efecto de particula”) que a su “efecto quimico” (Rashid et
al., 2021) Las TiO2NPs son también conocidas por su actividad fotocatalitica y
capacidad para absorber radiacion UV, por lo que se emplean en la fabricacion de
recubrimientos autolimpiables, pinturas en la industria textil y protectores solares.
Sin embargo, en cuanto al uso del TiOz en el campo de la medicina, se necesitan
estudios en profundidad sobre la compatibilidad de los materiales basados en TiO2
(implantes y stents) con los componentes del cuerpo humano (tejidos, cartilagos y
huesos) (Gartner et al., 2023).

Nanoparticulas de di6xido de zinc (ZnONPs): El zinc es un oligoelemento
esencial presente en todos los tejidos corporales y participa en funciones vitales
como la sintesis de proteinas y &cidos nucleicos, la hematopoyesis y la
neurogénesis. Las nanoparticulas de éxido de zinc (ZnO), debido a su reducido
tamafio, mejoran la absorcion de zinc en el organismo y de hecho ya se emplean
como suplemento dietético y aditivo alimentario. Reconocidas por la FDA (Food and
Drug Administration) como sustancias “GRAS” (generalmente reconocidas como
seguras), estas nanoparticulas han ganado atencién en aplicaciones biomédicas
por su bajo costo y relativa baja toxicidad en comparacion con otras nanoparticulas
de oOxidos metalicos. Sus aplicaciones incluyen propiedades anticancerigenas,
administracion de farmacos, actividad antibacteriana, tratamiento de la diabetes,
efectos antiinflamatorios, cicatrizacion de heridas y bioimagenes (Anjum et al., 2021;
Fujihara & Nishimoto 2024).

Nanoparticulas magnéticas (MNP): Considerando que son aquellas

nanoparticulas (NP) que muestran alguna respuesta a un campo magnético
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aplicado; la nanotecnologia permite sintetizar sistemas con tamafios hanométricos
donde las leyes clasicas de la fisica son diferentes a esa pequeia escala. A medida
gue disminuye el tamafio de la particula, aumenta la relacion entre el area de
superficie y el volumen de la particula. En el caso de las nanopatrticulas, esta
relacion se vuelve significativamente grande, lo que hace que una gran parte de los
atomos residan en la superficie en comparacion con los que se encuentran en el
nucleo de la particula. Es decir, a medida que el tamafio de las nanoparticulas
disminuye, la relacion superficie-volumen y, en consecuencia, la fraccion de atomos
de la superficie con respecto a los atomos en masa, aumenta. La gran relaciéon
superficie-volumen de las nanoparticulas es el factor clave para las nuevas
propiedades fisicas, quimicas y mecanicas (Issa et al., 2013). Predominantemente
compuestas por las particulas con nucleo magnético formado por éxido de hierro
como magnetita (Fesz04), y maghemita (yFe203), estas nanoparticulas exhiben
propiedades magnéticas notables y son biocompatibles. Para mejorar su
funcionalidad y estabilidad, suelen recubrirse con polimeros que permiten la
conjugacion con proteinas, anticuerpos, acidos nucleicos o farmacos, etc.,
otorgandoles especificidad hacia células objetivo. Sus aplicaciones incluyen el
tratamiento selectivo del cancer mediante hipertermia magnética (Ashikbayeva et
al., 2019), la clasificacion y manipulacion de ceélulas madre, la terapia génica, la
administracion dirigida de medicamentos y su uso como agentes de contraste para

imagen por resonancia magnética (IRM) (Ramos & Castillo, 2011; Hasan, 2015).

2.3.2 Nanoparticulas de Oxido de Hierro

Las nanoparticulas de 6xido de hierro por su caracter magnético, se ha utilizado en
el tratamiento y diagndstico de cancer, como medio de contraste para resonancia
magnética, termoablaciones, sistema de acarreo de farmacos para administracion
dirigida con ciertas ventajas, debido a sus propiedades magnéticas que permiten su
seguimiento y la determinacién cuantitativa de su biodistribucion en el tejido diana
mediante resonancia magnética no invasiva y magnetometria (Jain et al., 2008; Dini
et al., 2021).

La biodistribucion de las nanoparticulas magnéticas depende de las propiedades
gue presente y que pueden afectar las interacciones con las proteinas del suero
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(opsonizacion) tales como tipo de superficie, tamafio y forma. Las nanoparticulas
de 6xido de hierro funcionalizadas con farmacos para tratamientos biomédicos
como es el caso del cancer, se han relacionado con efectos negativos adversos
para la salud, de aqui surge la importancia en la utilizacién de otros compuestos
fitoquimicos presentes en extractos de plantas como uso alterno en la
funcionalizacion de este tipo de nanoparticulas que eviten los efectos negativos. Por
ejemplo, en el tratamiento de diabetes con farmacos quimicos comunmente se
tienen efectos secundarios graves y se ha reportado que, al introducir suplementos
de antioxidantes exdgenos, especialmente en la etapa inicial de la diabetes se
mejora la sintomatologia presentada a causa de la enfermedad en el paciente (Dini
et al., 2021).

La nanofabricacion implica procesos y métodos de construccion de nanoestructuras
y dispositivos disefiados con dimensiones minimas inferiores a 100 nm. Esta
tecnologia es la base de casi todos los aspectos de la investigacion y el desarrollo
de nanomateriales, con un enfoque en su uso para dispositivos multifuncionales
complejos con aplicaciones que abarcan un amplio campo tecnolégico, desde la
recoleccién y el almacenamiento de energia, la electrénica, la deteccion, la medicina
y la atencién de la salud humana, etc. (Biswas et al., 2012; Salehi et al., 2019).

La sintesis de nanoparticulas generalmente se agrupa en 2 categorias, las
aproximaciones de arriba hacia abajo o “top-down” en las cuales ocurre un
rompimiento de materiales de gran tamafio para generar nanoparticulas de diversos
tamanos y morfologias (uso en elaboracién de ceramica); y las de abajo hacia arriba
o “bottom-up” que se logra por la unién de atomos o moléculas para la formacién de
nanoparticulas con una composicién quimica mas homogénea (uso en aplicaciones
biomédicas) (Rao et al., 2006; Biswas et al., 2012; Joudeh & Linke, 2022).

Los procedimientos de sintesis tipo bottom up que se han demostrado ser los mas
exitosos en la fabricaciébn de este tipo de nanoparticulas son: coprecipitacion
guimica, reacciones en entornos restringidos, reacciones hidrotermales, alta
temperatura, reacciones sol-gel, métodos de poliol, métodos electroquimicos, de

aerosol / vapor, descomposicion térmica, reaccion solvotérmica, métodos de
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guimica humeda hidroliticos y no hidroliticos, sintesis de fase liquida, microemulsion
y evaporacion laser, biomineralizacion (Tombacz et al., 2015)

La sintesis de nanoparticulas puede ser también de manera fisica, quimica o
biolégica. Destacando en los ultimos afios el uso de alternativas ecoldgicas o
ecofriendly en el cual se utilizan microorganismos, hongos, enzimas o extractos de
plantas, con lo cual se evitan muchos efectos adversos por el uso de quimicos
toxicos y dafinos para el medio ambiente. El desarrollo de estos métodos
ecoldgicos para la sintesis de nanoparticulas esta evolucionando hacia una rama
importante de la nanotecnologia, especialmente las nanoparticulas de plata, las
cuales han tomado importancia en el area biomédica donde son utilizadas
principalmente como agentes antimicrobianos y antivirales, en otras aplicaciones de
la ciencia tienen aplicacién en el tratamiento de agua, la industria de pinturas,
dispositivos médicos, entre otros (Hasan 2015; Sreelakshmy et al., 2016).

La sintesis de nanoparticulas por métodos quimicos se lleva a cabo por pirdlisis,
transicion sol-gel, sintesis de fluidos supercriticos y depdsito quimico en fase de
vapor; por métodos fisicos como pueden ser por grabado, fresado mecanico,
ablacion laser, descomposicion térmica y litografia (Wu et al., 2015); y por dltimo
por métodos como la sintesis biolégica que no utilizan productos quimicos que
pudieran ser toxicos y que son llamados métodos ecoldgicos que logran
nanoparticulas con alto grado de pureza (formas variadas — prismas, hojas, esferas)
a partir de compuestos bioactivos de hongos, bacterias y plantas mediante técnicas
sencillas, rapidos, efectivos y econdmicas (Abdullah et al., 2020).

Durante la sintesis, la morfologia de las nanoparticulas puede verse afectado por
varios factores, como la presencia de tensoactivos (por ejemplo, oleilamina o amina
adamantano), concentracion de los reactivos, la temperatura de reaccion o el tiempo
(Hernandez-Hernandez et al., 2021).

Como se vislumbra, la sintesis de nanoparticulas constituye un area de gran interés
en el campo biomédico, industria alimentaria, ciencias ambientales. Con el
surgimiento de las nanotecnologias, la comunidad cientifica accede a herramientas
gue renuevan enfoques para el descubrimiento de nuevas estructuras utilizando

sustancias activas (Novelles et al., 2019).
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2.4 Nanotecnologiay compuestos bioactivos
La nanotecnologia tiene el potencial de incluir compuestos bioactivos en la
produccion de alimentos funcionales, sin afectar su percepcion sensorial y mejorar
de esta forma la absorcion de ciertos componentes. Muchos compuestos bioactivos
0 nutrientes pueden obtenerse como parte de nanoparticulas biocompatibles y
biodegradables, mejorando su estabilidad, biodisponibilidad y tiempo de circulacion
(Bigliardi & Galati, 2013).
Un compuesto bioactivo se define como aquel componente que aporta un beneficio
a la salud mas alla de los considerados como nutricién basica. Generalmente los
encontramos en pequefias cantidades en productos de origen animal, cereales,
vegetales, etc. Un ejemplo de compuestos bioactivos presentes en frutas, verduras
y granos enteros, son los fitoquimicos. Son sustancias quimicas vegetales no
nutritivas, bioactivas que pueden proporcionar beneficios para la salud y reducir asi
el riesgo de enfermedades cronicas. Los fitoquimicos dietéticos se pueden clasificar
en varias categorias como: fendlicos, alcaloides, compuestos que contienen
nitrdgeno, compuestos organicos de azufre, fitoesteroles y carotenoides
principalmente (Liu 2013; Herrera-Chale, 2014).
Diversos estudios han utilizado nanomateriales como es el caso de las
nanoparticulas para la funcionalizacion y transporte de compuestos bioactivos de
diversas fuentes alimentarias. Nosrati et al. (2018) funcionalizaron nanoparticulas
de 6xido de hierro con albumina de suero y curcumina (NP de F@BSA@CUR) para
evaluar su citotoxicidad en células de cancer de mama MCF-7, obteniendo una
actividad citotoxica significativa en esta linea celular, la concentracion inhibitoria
media (Clso) a las 72 y 96 horas fueron de 915 y 275 yM, respectivamente.
Shah et al. (2017) también funcionalizaron nanoparticulas de magnetita, pero con
acido galico (IONP@GA) para la evaluacion de su actividad antioxidante vy
antimicrobiana, la Clso de las IONP@GA se evaluaron en el ensayo antirradical con

2,2- difenil- 1- picrilhidrazilo (DPPH") y revelaron una disminucién de 2 a 4 veces

la absorbancia a 517 nm en comparacién con nanoparticulas de 6xido de hierro no
funcionalizadas, es decir; una eliminacibn mejorada de radicales libres para

IONP@GA como efecto sinérgico entre IONP y GA. Ademas, las nanoparticulas
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funcionalizadas con &cido géalico demostraron una excelente actividad
antimicrobiana en diferentes cepas bacterianas y fungicas.

Sin duda el uso de extractos de plantas para la sintesis y funcionalizacion de
nanoestructuras constituye un area de interés creciente con fines diversos. Plantas
como el ajo se ha reportado que posee un amplio abanico de propiedades y efectos
benéficos para la salud a considerar (Salehi et al., 2019; Shang et al., 2019;
Bhatwalkar et al., 2021).

2.5 Ajo (Allium sativum)

El ajo (Allium Sativum), pertenece a la familia Liliaceae (Santhosha et al., 2013). El
término allium procede de la palabra celta all, que significa ardiente o caliente,
mientras que sativum es un término latino que significa cultivado (Garcia-Gémez &
Sanchez-Muniz, 2000). El ajo es un alimento muy popular que se ha utilizado como
agente aromatizante, asi como especie como parte de una comida e ingrediente en
la medicina tradicional de algunas culturas. Cabe destacar que el ajo se utilizé para
alimentar a los atletas y aumentar sus niveles de resistencia durante los primeros
juegos olimpicos de Grecia o en la antigua China e India lo utilizaban para tratar
enfermedades infecciosas y para mejorar la respiracion y la digestién (Amarakoon
& Jayasekara, 2017; Bhatwalkar et al., 2021). El ajo tiene una amplia variedad de
compuestos bioactivos, destacan los organicos de azufre, saponinas, compuestos
fendlicos y polisacéaridos (Shang et al., 2019).

El consumo per céapita de dos libras por afio en todo el mundo; China e India ocupan
el primer y segundo lugar respectivamente en la produccion de ajo segun la
Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacidon
(Bhatwalkar et al., 2021).

2.5.1 Clasificacién Taxondmica
El ajo (Allium sativum L) fue enumerado en el 1974 por Carlos Linneo en su libro
Species Plantarum siendo esta la primera clasificacion taxonémica de este cultivo,

ya en el tiempo actual Takhtajan (1997), propuso la siguiente clasificacion:
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Clase: Liliopsida

Subclase: Liliidae

Superorden: Lililanae

Orden: Amaryllidales

Familia: Alliaceae

Subfamilia: Allioideae

Tribu: Allieae

Genero: Allium
Especie: A. sativum L.

Figura 1. Clasificacion taxonémica del ajo (Elaboracién propia)

2.5.2 Importancia

El ajo es una de las hortalizas mas conocidas y de mayor consumo en el ambito
internacional. Es un cultivo muy importante a nivel mundial ya que actualmente se
produce en mas de 100 paises, donde se ha incrementado su produccion
considerablemente en la Ultima década siendo los paises asiaticos los principales
productores a nivel global. La produccion nacional de ajo crecié 4.3 por ciento al
cierre de 2020, con un volumen de 86 mil 500 toneladas, lo que ha permitido al pais
ubicarse como el noveno exportador mundial de esta hortaliza, resalto la Secretaria
de Agricultura y Desarrollo Rural (SIAP, 2021).

A nivel mundial México ocupa el lugar 18° con respecto a la superficie de siembra
de ajo registrando un aproximado de 6,492 ha., al afio. Se trata de una de las
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hortalizas mas rentables con mejor retorno econémico a nivel nacional, se cultiva

en 15 entidades del pais (ver tabla 1).

Tabla 1. Produccion de ajo a nivel nacional

Superficie Produccion Rendimiento

Estado
(ha) (Tn) (Tn/ha)
Aguascalientes 201 4,166 15.17
Baja California 144 2,181 11.09
Baja California Sur 16 298 13.45
Coahuila 5 26 4.75
Chihuahua 26 463 12.77
Guanajuato 1,034 12,471 12.44
Guerrero 5 27 3.98
Jalisco 20 391 14.65
Michoacan 3 37 8.33
Nuevo Ledn 344 4,331 8.86
Oaxaca 195 2,029 7.61
Puebla 600 6,275 8.45
Querétaro 84 692 6
San Luis Potosi 69 795 8.44
Sonora 641 5,878 7.51
Tlaxcala 43 217 6.4
Zacatecas 3,032 49,749 15.94
(SIAP, 2021)

Los principales estados productores son Zacatecas, Guanajuato, Puebla, Baja
California y Sonora, aportan el 87.1 % de la produccién nacional, otras entidades
gue también producen este alimento son, Aguascalientes, Nuevo Leon, Oaxaca,
Durango, San Luis Potosi, entre otras. La produccién nacional de ajo crecié 5.9 %
al cierre de 2022, comparado con el afio anterior, con una produccion de 90,020 tn,
lo que ha permitido al pais ubicarse como el noveno exportador mundial de esta

hortaliza (SIAP, 2022). Segun datos de la FAO se ha observado un aumento
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considerable en la superficie cultivada la cual pasé de 1.3 millones de ha a 1.57
millones de ha, y en rendimiento el cual va de 20 millones de toneladas a 28 millones
de toneladas. En la figura 2 se muestran los estados con mayor produccion:
Zacatecas con 49,749 tn, Guanajuato con 12,471, Puebla con 6,275 tn y Sonora
con 5,878 tn (SIAP, 2022).

Nuevo Ledn:
4,33]

Sonora:
5,878

Zacatecas:
49749

Guanajuato:
12,471

Puebla:

Figura 2. Principales estados productores de México. (SIAP, 2022)

Al igual que a nivel mundial este cultivo ha tenido un crecimiento en su produccion
en la ultima década ya que la produccion va de 52,924 tn en 2009 a 89,390 en 2018
representando esto un aumento en la produccién de mas de 36 mil toneladas, esto
aunado igual a el aumento en la superficie sembrada la cual tuvo un crecimiento de
1,461 has durante el mismo periodo (SIAP, 2022).
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2.5.3 Composicién quimica

El ajo intacto contiene principalmente S-alquenil-L-sulfoxidos de cisteina
responsables de su olor y sabores pungente. Estos sulféxidos incluyen S-Metil-L-
cisteina sulféxido (Metiina), S-Alil-L-cisteina sulféxido (Aliina), S-propil-L-cisteina
sulfoxido (propiina), S-propenil-L-cisteina sulfoxido (Isoalliina), S-etil-L-cisteina
sulféxido (Etiina) y S-n butil-L-cisteina sulfoxido (Butiina) (Ourouadi et al., 2016;
Bhatwalkar et al., 2021).

El ajo contiene aproximadamente 65% de agua, 28% de carbohidratos
(polisacaridos: 85% fructosa, 14% glucosa y 1% galactosa) (Shang et al., 2019),
2.3% de compuestos organicos de azufre, 2% de proteinas (aliinasa), 1,2% de
aminoacidos libres (arginina) y 1,5% de fibra, ver figura 3 (Shantosha et al., 2013).

Agua

0 - -

i Lipidos
0.5%

Fibra
3%

Almidon
22.1%

—- Proteina
Glucidos 7%
24.5%

Figura 3. Composicion quimica del ajo fresco g / 100g. Base humeda (Fuente: Ourouadi et al.,
2016)

Contiene alrededor de 20 compuestos fendlicos, siendo el acido (-resorcilico el
principal, seguido del pirogalol, el acido galico, la rutina, el acido protocatecuico y la
guercetina (Shang et al., 2019). En la tabla 2 se presenta los elementos traza

presentes en el ajo fresco.
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Tabla 2. Elementos traza presentes en el ajo fresco

Elementos traza Cantidad (%) *
Sodio (Na) 8.0mg £ 2%
Potasio (K) 373.0 mg = 9%
Calcio (Ca) 18.0 mg £ 3%
Fosforo (P) 64.0 £ 3%
Hierro (Fe) 2.2 mg £ 5%

Magnesio (Mg) 8.0 mg £ 4%
Manganeso (Mn) 1.3 mg + 2%
Zinc (Zn) 0.9 ug £ 5%
Cobalto (Co) 0.9 ug + 3%

Selenio (Se) 771 g £ 2%

Flaor (F) 220 ug £ 2%
lodo 94 ug + 4%

*Base himeda (Tomado de Ourouadi et al., 2016)

2.5.4 Tiosulfinatos

El ajo, especificamente los bulbos, contienen compuestos organicos azufrados,
como las y-glutamilcisteinas y los sulféxidos de cisteina. Durante el almacenamiento
las y-glutamilcisteinas se convierten en los sulfoxidos de cisteina (precursores de
tiosulfonatos). Los tiosulfonatos se forman tras una reaccién enzimatica catalizada
por aliinasa (Shantosha et al., 2013).

Los mas conocidos son 8 compuestos; el alil-2-propenetiosulfinato (alicina)
considerada como el mas abundante (50-90% mol), otros son: aliimetano-TS, trans-
1-propenil-2-propeno-TS, metil-2-propeno-TS, aliltranos-1-propeno-TS,
metilmetano-TS, trans-1-propenilmetano-TS, metil-trans-1-propeno-TS (Ourouadi
et al., 2016). El calor forma tiosulfinatos volatiles como los sulfuros de dialilo,
disulfuros de dialilo y trisulfuros de dialilo (figura 4) estos compuestos
organosulfurados antioxidantes inhiben el dafio ocasionado por reacciones
oxidativas generadas por la vejez o enfermedades, reducen los niveles sanguineos

de LDL, tienen un efecto anti-inflamatorio, antiaterogénico y antitrombotico
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relacionado a su capacidad de inhibir la sintesis de prostanoides (Shantosha et al.,
2013).
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Figura 4. Principales compuestos organicos de azufre del ajo. (Tomado de: Bhatwalkar et al.,
2021)
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2.5.5 Alicina
Cavallito y Bailey (1994) reportaron por primera vez la presencia de alicina en el ajo
(Salehi et al., 2019). La alicina no esta presente en la planta intacta. La aliina
(aminoacido no proteico) es el precursor estable que se convierte en alicina por la
accion de una enzima denominada aliinasa (figura 5) (Ourouadi et al., 2016). Es
cuestion de segundos para que se lleve a cabo la transformacién de la aliina en la
molécula de alicina biolégicamente activa al triturar un diente de ajo. La enzima
responsable de la lisis es la aliinasa (EC 4.4.1.4), una glicoproteina dependiente de
piridoxal 5-fosfato que consta de dos subunidades. La aliinasa esta presente en
cantidades inusualmente altas en los dientes de ajo: al menos el 10% del contenido
total de proteinas (10 mg / g de peso fresco) (Ankri, 1999). La aliina, con la ayuda
de la enzima aliinasa, primero se convierte en &cido alilsulfénico y luego se
condensa en dos grupos alilo que contienen tiosulfinato, llamado alicina (alil 2-

propenetiosulfinato).
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Figura 5. Generacion de alicina (A) y compuestos secundarios (B. (Elaboracién propia)

Posteriormente se pueden formar compuestos sulfurados como el sulfuro de dialilo,
disulfuro de dialilo, trisulfuro de dialilo, vinidiltiinas y ajoenos (figura 4) (Varga-Visi
et al., 2019). La alicina es un aceite incoloro con baja solubilidad en agua, poco
estable y de vida corta y su contenido en un diente de ajo fresco oscila entre los 4 y

5 mg con un olor Unico y caracteristico. Debido a su naturaleza hidréfoba la alicina
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puede atravesar las membranas celulares reaccionando rapidamente con los
grupos tiol libres, la descomposicion de la alicina da origen a una amplia variedad
de productos como &cido 2-propensulfénico, tioacroleina y alcohol alilico, y estos
intermedios de vida corta se transforman rapidamente en moléculas grandes, como
vinilditiinas, disulfuros y ajoenos. (Salehi et al., 2019).

Esta estructura alicina al igual que sus derivados pertenecientes a los compuestos
organosulfurados presentes en el ajo se han relacionado con diversas actividades

biolégicas, como las que se describen en el siguiente apartado.

2.5.6 Actividades bioldgicas del ajo
Se ha reportado el efecto benéfico del ajo (Allium sativum), atribuido principalmente
a los compuestos de azufre volatiles como la aliina, alicina, sulfuro de dialilo,
disulfuro de dialilo, trisulfuro de dialilo, S-alil cisteina, alil mercaptano y ajoenos
(Olech, 2012).

a) Actividad anticancerigena

La alicina exhibe actividad anticancerigena al inducir apoptosis en muchas células
cancerosas (Salehi et al., 2019). El mecanismo de accién es mediante la activacion
de enzimas metabolizadoras inhibiendo especias reactivas de oxigeno, captura de
radicales previniendo el dafio del ADN e inhibicién tumoral (Bhatwalkar et al., 2021).
Son distintos mecanismos por los cuales el ajo actia como anticancerigeno, entre
los cuales destacan la eliminacion de radicales libres, el aumento de los niveles de
glutatién, por aumento de las actividades de algunas enzimas como la glutation S-
transferasa, la catalasa, la inhibicion del citocromo P4502E1, los mecanismos de
reparacion del ADN, la prevencion del dafio cromosomico, entre otros (Durak et al.,
2004).

b) Actividad antioxidante.

El mecanismo de accion antioxidante del ajo esta relacionado con una mejora de
las actividades de las enzimas antioxidantes, especificamente la alicina reacciona

con el grupo tiol que posee enzimas para funcionar como un antioxidante eficaz. Su
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accion se explica por la inhibicién de radical hidroxilo y superdxido y por la inhibicién

en la formacion de 6xido nitrico (Salehi et al., 2019; Shang et al., 2019).

Locatelli et al. (2017) reportan que el ajo crudo presenta una actividad antioxidante
mas fuerte que el ajo cocido, esto debido a que los procesos de coccion originan
pérdidas de los compuestos organosulfurados presentes por volatilizacion,
lixiviacion o transformacion a otra molécula diferente. Sin embargo, a pesar del
proceso de coccion se pueden encontrar compuestos estables con importante
actividad como es el caso de los disulfuros de dialilo, los ajoenos y las vinilditiinas
(Locatelli et al., 2017; Salehi, 2019).

c) Actividad cardioprotectora

Salehi et al. (2019) mencionan que la alicina ayuda en el tratamiento de
enfermedades cardiovasculares (ECV), ya que aumenta un estado antioxidante,
previniendo la hiperlipidemia y la hipertrofia cardiaca, induciendo vaso relajacion,
inhibiendo la angiogénesis e incluso suprimiendo la agregacion plaquetaria.

La presion arterial en el cuerpo humano esta regulada por el sistema renina
angiotensina aldosterona (RASS). Este sistema comienza con la activacion de la
renina. La renina activara el angiotensindgeno y se liberara la angiotensina | (Al)
después intervendra la enzima convertidora de angiotensina (ECA) para convertir la
Al en angiotensina I, la cual es la responsable del incremento de la presion arterial
a nivel sistémico, actuando como un potente vasoconstrictor (Lima et al., 2010). La
All (angiotensina Il) es la responsable de interactuar con receptores de membrana
incluyendo al AT1 y AT2 ubicados en distintos 6rganos (rifién, cerebro, glandulas)

del sistema renal y del sistema nervioso (Barber & Barber, 2003).

d) Actividad antidiabética

La diabetes es una enfermedad caracterizada por hiperglucemia como resultado de
una produccion insuficiente de insulina por las células B pancreaticas y/o pérdida de
eficacia de la insulina para regular el metabolismo de la glucosa, derivando en una

resistencia a la insulina (Liu et al., 2007). Los beneficios del ajo sobre la diabetes
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mellitus se atribuyen principalmente a la presencia de compuestos de azufre
volatiles, como aliina, alicina, disulfuro de dialilo, trisulfuro de dialilo, sulfuro de
dialilo, S-alil cisteina, ajoeno y alil mercaptano. Se ha demostrado también que los
extractos de ajo pueden ser eficaces para reducir la resistencia a la insulina (Durak
et al., 2004; Sadeghi et al., 2021; Yan et al., 2021). Algunos estudios realizados in
vivo como el caso de Mathew y Augusti (1974) quienes estudiaron el efecto de la
alicina sobre la glucosa en sangre en ayunas en animales tratados con este
compuesto y aloxana como farmaco, concluyeron que la alicina podia ejercer un
efecto hipoglucemiante por estimulacion de las células B pancreaticas. La alicina
también se ha reportado benéfica al aumentar la cantidad de catalasa y glutation
peroxidasa que estimulan la secrecion de insulina en las células B pancreaticas de

ratas normales (Liu et al., 2007; Santhosha et al., 2013).

e) Actividad Antimicrobiana

Los compuestos organicos de azufre presentes en el ajo han demostrado
propiedades antibacterianas como lo son: actividad bactericida, antitoxina, anti-
quérum y antibiofilm. Lo que lleva a la hipotesis de que la alicina podria ejercer su
efecto antibacteriano al reaccionar con los grupos sulfhidrilo de manera irreversible
de las proteinas bacterianas. La accion de la alicina es en su mayoria inespecifica,
ya que se ha descubierto que inhibe la ureasa, la papaina, la amilasa y la alcohol
deshidrogenasa (Bhatwalkar et al., 2021). Ademas, Li et al. (2016) mencionan el
efecto que tiene el aceite de ajo como agente antifungico contra Candida
albicans y Penicillium funiculosum, al penetrar en células y organulos y causar la

expresion diferencial de genes que son criticos para el metabolismo celular.

2.5.7 Cancer
Los canceres son un grupo grande y heterogéneo de tumores malignos que, en
conjunto en 2020 causaron casi 10 millones de muertes en el mundo (Sung et al.,
2021). En 2022, hubo 20 millones de casos nuevos y 9.7 millones de muertes por

cancer en el mundo. Se anticipa que en 2040 el nimero de casos nuevos de cancer
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por afio, aumentara a 29.9 millones y el nUmero de muertes relacionadas con el
cancer aumentara a 15.3 millones. Para el afio 2050 esta cifra de nuevos casos
seguira en aumento con una prediccion de 35 millones. Las estimaciones sugieren
gue aproximadamente uno de cada cinco hombres o mujeres desarrolla cancer en
su vida, mientras que alrededor de uno de cada nueve hombres y una de cada 12
mujeres mueren por esta causa (Ferlay et al., 2020; Bray et al., 2024).

En general, las tasas mas altas de cancer se encuentran en los paises con
poblaciones que tienen el nivel mas alto de esperanza de vida, de educacién y de
estandar de vida. Pero para algunos tipos de cancer, como el cancer de cuello
uterino, se observa lo contrario. La tasa de incidencia mas alta para este cancer se
encuentra en paises cuya poblacién tiene niveles bajos de estos indicadores (Lopes
et al., 2023). El costo econdmico mundial estimado de los canceres de 2020 a 2050
es de 25.2 billones de dolares internacionales (a precios constantes de 2017),
equivalente a un impuesto anual del 0.55% sobre el producto interno bruto mundial.
Los cinco canceres con los costos econdmicos mas altos son el cancer de traquea,
bronquios y pulmén (15.4%); el cancer de colon y recto (10.9%); el cAncer de mama
(7.7%); el cancer de higado (6.5%); y la leucemia (6.3%). China y los Estados
Unidos enfrentan los mayores costos econdmicos de los canceres en términos
absolutos, representando el 24.1% y el 20.8% de la carga mundial total,
respectivamente. Aunque el 75.1% de las muertes por cancer ocurren en paises de
ingresos bajos y medios, su participacion en el costo econémico de los canceres es
menor, el 49.5%. La contribucion relativa de los costos del tratamiento al costo
econdmico total de los canceres es mayor en los paises de ingresos altos que en
los de ingresos bajos (Chen et al., 2023; Bray et al., 2024).

Las causas de comportamiento o habitos mas importantes de cancer son el
consumo de tabaco, el consumo excesivo de alcohol, la obesidad, la falta de
actividad fisica, las dietas bajas en frutas y verduras, los agentes infecciosos y la
exposicion al sol. Sin embargo, la deteccion temprana puede reducir las
probabilidades de que una persona muera de cancer de mama femenino, cuello
uterino, colon y recto, pulmon y prostata (Schwartz, 2024). El Plan de Accién

Mundial para la Prevenciéon y el Control de las Enfermedades No Transmisibles
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2013-2020 de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) propuso una meta de
reduccion relativa del 25% en la mortalidad prematura por enfermedades
cardiovasculares, cancer, diabetes y enfermedades respiratorias cronicas para este
afo, 2025. Ademas, la meta 3.4 de los Objetivos de Desarrollo Sostenible (ODS) de
las Naciones Unidas es reducir en un tercio la mortalidad prematura por
enfermedades no transmisibles, incluido el cancer, para 2030, en comparacién con

2015, y promover la salud mental y el bienestar (Chen et al., 2023).

2.5.7.1 Céancer de mama
El cancer de mama es la neoplasia maligna mas frecuente en mujeres en todo el
mundo y es curable en aproximadamente 70-80% de las pacientes con enfermedad
no metastasica en etapa temprana. El cancer de mama avanzado con metéstasis
en organos distantes se considera incurable con las terapias disponibles
actualmente. A nivel molecular, el cancer de mama es una enfermedad
heterogénea; las caracteristicas moleculares incluyen la activacion del receptor 2
del factor de crecimiento epidérmico humano (HER2, codificado por ERBB2), la
activacion de los receptores hormonales (receptor de estrégeno y receptor de
progesterona) y/o mutaciones BRCA. Las estrategias de tratamiento difieren segun

el subtipo molecular (Harbeck et al., 2019).

El manejo del cancer de mama es multidisciplinario e incluye enfoques de terapia
regional (cirugia y radioterapia) y sistémica. Las terapias sistémicas incluyen terapia
endocrina para la enfermedad con receptores hormonales positivos, quimioterapia,
terapia anti-HER2 para la enfermedad con HER2 positivo, agentes estabilizadores
0seos, inhibidores de la poli(ADP-ribosa) polimerasa para portadores de mutaciones
BRCA y, muy recientemente, inmunoterapia (Hong and Hu., 2022). Algunos factores
aumentan el riesgo de padecer cancer de mama, entre ellos el envejecimiento, la
obesidad, el consumo nocivo de alcohol, los antecedentes familiares de cancer de
mama, el historial de exposicidn a radiacion, el historial reproductivo (como la edad
de inicio de los periodos menstruales y la edad en el primer embarazo), el consumo
de tabaco y el tratamiento hormonal posterior a la menopausia. Alrededor de la

mitad de los casos de cancer de mama corresponden a mujeres sin ningun factor
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de riesgo identificable, a excepcion del género (mujer) y la edad (mas de 40 afios)
(OMS, 2023). El cancer de mama, es un desafio para la salud mundial, necesita una
investigacién continua para comprender la complejidad de los mecanismos y
mejorar las estrategias terapéuticas y diagnosticas. Las lineas celulares de cancer
de mama son de suma importancia, ya que contribuyen significativamente a
comprender la biologia del cancer. Las lineas celulares bidimensionales (2-D) hasta
modelos de xenoinjertos derivados de pacientes en este momento avanzan tanto
en la investigacion fundamental como en la traslacional. Los xenoinjertos derivados
de pacientes, los xenoinjertos derivados de lineas celulares, los cultivos
tridimensionales, los organoides y los modelos de células tumorales circulantes
brindan alternativas prometedoras que capturan las complejidades del

microambiente tumoral (Figura 6) (Hou et al., 2022).
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Figura 6. Modelos de estudio del cancer de mama (Tomado y editado de Harbeck et al., 2019; Hou
et al., 2022)
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La linea celular MCF-7 se derivo del derrame pleural de una mujer de 69 afios que
sufria un adenocarcinoma de mama. Recibié su nombre de la Michigan Cancer
Foundation (MCF) y es la linea celular de cancer de mama humano mas estudiada
del mundo. La paciente se habia sometido a una mastectomia de su mama derecha
por un tumor benigno 7 afios antes de que se iniciara el cultivo primario de células
y a una mastectomia radical consecutiva de su mama izquierda por un

adenocarcinoma maligno 4 afios después (UKHSA, 2025; Comsa et al., 2015).

Las células MCF-7 son de interés porque mantienen una serie de caracteristicas
similares al epitelio mamario. La linea celular tiene una morfologia similar a la
epitelial y las monocapas forman estructuras en forma de cupula debido a la
acumulacion de liquido entre la placa de cultivo y la monocapa celular. Es receptor
de estrogenos (ER)-positiva y receptor de progesterona (PR)-positiva y pertenece
al subtipo molecular luminal A (Lee at al., 2015). La linea celular MCF-7 es poco
agresiva y no invasiva y normalmente se considera que tiene un potencial
metastasico bajo. Las células también expresan receptores de andrégenos y
glucocorticoides, lo que las convierte en herramientas valiosas en la investigacion
médica. Mas alla de los estudios relacionados con las hormonas, las células MCF-
7 son fundamentales para explorar el cdncer de mama a nivel molecular. Su
aplicacion abarca desde el analisis del perfil molecular de los tumores hasta el
estudio de la proliferacién y progresiéon de las células cancerosas en cultivos 2D y
microtejidos tridimensionales en andamios, que reflejan fielmente el microentorno
tumoral in vivo (UKHSA, 2025, Comsa et al., 2015).

2.5.7.2 Cancer de colon
El cancer de colon, también conocido como céncer colorrectal (CCR), es un tipo de
cancer que comienza en las células del colon, que es una parte del intestino grueso.
Por lo general, comienza como pequefios grupos de células no cancerosas
llamados polipos adenomatosos. Con el tiempo, algunos de estos pélipos pueden
volverse cancerosos. Hace varias décadas, el cancer colorrectal se diagnosticaba
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con poca frecuencia. Hoy en dia, es el cuarto cancer mas mortal del mundo, con
casi 900,000 muertes anuales (Dekker et al., 2019).

Los factores de riesgo para desarrollar CCR incluyen la edad (mayor a 50 afios),
antecedentes familiares de CCR, antecedentes personales de pélipos colorrectales
o enfermedad inflamatoria intestinal, ciertas condiciones genéticas, una dieta alta
en carnes rojas o0 procesadas, falta de actividad fisica, obesidad, tabaquismo vy

consumo excesivo de alcohol (Di Giammarco et al., 2024).

El CCR se diagnostica con mayor frecuencia entre las edades de 65 y 74 afios con
una edad media en el momento del diagndstico de 66 afos. Sin embargo, la
incidencia del CCR en adultos jévenes (edad menor de 50 afios, denominado CCR
de inicio temprano), ha estado aumentando. Se predice que la incidencia del cancer
de colon aumentara en un 90% para los pacientes de 20 a 34 afios de edad, y en
un 27.7% para los pacientes de 35 a 49 afios de edad para 2030 (Jin et al., 2021).
Los avances en el conocimiento fisiopatoldgico han aumentado la variedad de
opciones de tratamiento para la enfermedad local y avanzada, lo que ha dado lugar
a planes de tratamiento individuales. Los tratamientos incluyen la escision local
endoscopica y quirdrgica, la radioterapia preoperatoria de reduccion de estadio y la
terapia sistémica, la cirugia extensa para la enfermedad localizada y metastasica,
las terapias ablativas locales para las metéastasis y la quimioterapia paliativa, la

terapia dirigida y la inmunoterapia (Dekker et al., 2019).

La linea celular de adenocarcinoma de colon humano HT29 fue aislada de un tumor
primario de una mujer caucasica de 44 afios en 1964. Desde entonces, muchas
lineas celulares se han derivado de canceres de colon humanos. Inicialmente, esta
linea celular se utilizO para estudiar diferentes aspectos de la biologia de los
canceres humanos. Sin embargo, estas células han atraido la atencion debido al
hecho de que eran capaces de expresar caracteristicas de células intestinales
maduras, como enterocitos o células productoras de moco. Esta linea celular en su
fenotipo diferenciado es similar a los enterocitos del intestino delgado con respecto
a su estructura, la presencia de hidrolasas asociadas al borde en cepillo y el curso

temporal del proceso de diferenciacion que también es comparable al encontrado
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en el intestino delgado. En los dltimos afios, ha surgido una nueva linea celular,
HT29-MTX, que forma células caliciformes que producen moco. El cocultivo de
células HT29-MTX con células Caco-2 genera modelos epiteliales gastrointestinales
con perfiles de expresién genética similares a los del tejido gastrointestinal, y da

como resultado una capa de moco sobre el epitelio (Gagnon et al., 2013).

Una caracteristica definitoria del cancer es la rapida creacion de células anormales
gue crecen mas alla de sus limites habituales y que luego pueden invadir partes
adyacentes del cuerpo y propagarse a otros 6rganos; este Ultimo proceso se conoce
como metastasis. Las metastasis generalizadas son la principal causa de muerte
por cancer (Schwartz, 2024; Sanjai et al., 2024).

Las integrinas son receptores de adhesion que participan como moléculas de
sefalizacion, mecanotransductores como agentes activos en la migracion celular.
Participan en la progresion de células cancerigenas. En el proceso oncogénico
favorecen la sefializacion del receptor del factor de crecimiento oncogénico (GFR)
en células cancerosas dependientes de este factor de crecimiento hasta alcanzar la

etapa de invasion tumoral (Hamidi & Ivaska, 2018).

2.5.7.3 Migracion
A pesar de los notables avances en la investigacion del cancer, la focalizacién
terapéutica de la migracion de células cancerosas ha resultado un desafio, y los
esfuerzos por inhibir selectivamente la metastasis han tenido un éxito clinico
limitado. La migracién de células, como leucocitos, células madre, fibroblastos y
células tumorales, esta involucrada en una variedad de procesos fisioldgicos y
patofisioldgicos (Justus et al., 2023). Las interacciones mecanicas entre las células
cancerosas y su microambiente influyen en el metabolismo celular para facilitar la
migracion y la metastasis. Las células cancerosas detectan y responden a las
propiedades mecanicas de la matriz extracelular (MEC) a través de procesos de
mecanotransduccion. Estos procesos alteran la arquitectura del citoesqueleto y la
funcién de las enzimas metabdlicas, ajustando la produccidén de energia segun las
demandas migratorias. Durante la migracion, las células exhiben una notable

plasticidad metabolica, adaptando dinAmicamente sus vias bioenergéticas para
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satisfacer las necesidades energéticas fluctuantes. La rigidez y composicion de la
MEC modulan las vias de sefalizacibn mecéanica y, en consecuencia, el
metabolismo celular. Por ejemplo, una MEC mas rigida puede promover la glucdlisis
a través de la activacion de la via Liver Kinase B1; también conocida como
Serine/Threonine Kinase 11 - STK11l/ proteina quinasa activada por AMP
(LKB1/AMPK) y fosfoinositol 3-cinasas o fosfoinositido-3-cinasas (PI13K), mientras
gue una MEC mas suave puede reducir la actividad glicolitica. La reprogramacion
metabdlica inducida por sefiales mecanicas no solo soporta la migracién celular,
sino que también facilita la invasion y la formacion de metastasis al proporcionar la
energia necesaria y los intermediarios metabdlicos requeridos para estos procesos
(Zanotelli et al., 2021).

En esta interaccion participan moléculas de adhesion celular (CAM), como la E-
cadherina, la NCAM (molécula de adhesion celular neuronal), la ICAM-1 (molécula
de adhesion celular intracelular -1) y la molécula de adhesion celular endotelial
plaguetaria-1 (PECAM-1) (Lee et al., 2015). La cascada de invasibn-metastasis es
un proceso biolégico complejo que consta de los siguientes eventos principales: (1)
invasion local de la membrana basal y migracion celular, (2) intravasacion en la
vasculatura y/o el sistema linfatico, (3) supervivencia en la circulacion, (4) detencion
en el sitio del dérgano distante y extravasacion, y (5) colonizaciéon en sitios
metastasicos (Wilde et al., 2017).

La cascada de invasion y metastasis se inicia cuando las células cancerosas
penetran la membrana basal circundante y la MEC para lo cual las células tumorales
primarias pueden experimentar una transicion epitelial-mesenquimal previa (TME).
Al migrar por una matriz con alta plasticidad mecanica, las células extienden
invadopodios y aplican una combinacion de fuerzas protrusivas y contractiles para
abrir fisicamente espacios en la matriz y desplazarse a través de ellos, facilitando la
invasion a través del estroma que los rodea. La invasion local de las células
tumorales y la diseminacion metastasica a menudo se facilitan por fibroblastos
asociados al cancer (CAF) o componentes especificos de la matriz extracelular, que

pueden aumentar la invasion o modular el sistema inmunoldgico. Esto ocurre en
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parte a través de la liberacidn de proteasas y heparanasa, que alteran la integridad
de la membrana basal (MB). La actividad basada en el complejo actomiosina y la
polimerizacion de actina durante la migracion, generan fuerzas mecénicas y son
procesos altamente dependientes de energia. Se estima que hasta
aproximadamente el 50% del ATP celular se utiliza para mantener el citoesqueleto
de actina. Este proceso implica el trafico de mitocondrias hacia el borde lider de las
células migratorias, facilitado por la proteina Mirol y regulado por la actividad de la
proteina quinasa activada por AMP (AMPK). La AMPK actla como un sensor
metabdlico y mecanico, vinculando la adhesién celular con la dinamica del
citoesqueleto y la migracion. Aunque la glucdlisis produce ATP a una velocidad
mayor que la fosforilacion oxidativa, su rendimiento energético es menor, lo que
representa una compensacion termodinamica entre la rapidez y la eficiencia de
produccion de energia. Es decir, las células migratorias adaptan su metabolismo
energético mediante la regulacion de la localizacién mitocondrial y la modulacion de
vias metabdlicas como la glucdlisis, coordinando asi la produccion y distribucion de
energia para satisfacer las demandas especificas durante la migracion (Elgundi et
al., 2020; Zanotelli et al., 2021). Las células tumorales circulantes (CTC) deben
sobrevivir al transito a sitios secundarios de metastasis y pueden ser asistidas por
la activacion plaquetaria, asi como por los CAF acompafantes. Para salir del vaso,
las células se extravasan al tejido circundante y se siembran en tejidos claramente
diferentes del tumor primario. Las células cancerosas extravasadas tipicamente
tienen tres destinos: colonizar y proliferar para formar metastasis manifiestas, entrar
en un estado reversible de latencia o, en la mayoria de los casos, morir (Gerstberger
et al., 2023)

La migracion celular colectiva es un proceso coordinado en el que las células lideres
desempefian un papel fundamental al enfrentar mayores demandas energéticas
para guiar al grupo a través de la MEC. La adaptacion metabdlica de estas células
es esencial para mantener la eficiencia y direccion del movimiento colectivo, y
factores tanto genéticos como energéticos influyen en la eleccion del modo de
migracion celular. Se ha observado que las células lideres pueden modificar su

metabolismo para favorecer la fosforilacién oxidativa (OXPHOS), permitiendo una
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produccion energética eficiente incluso con una menor captacion de glucosa.
Ademas de los determinantes genéticos, como la expresion de E-cadherina, que
influyen en la decision de las células de migrar de forma individual o colectiva, se
propone que los costos energéticos asociados con la migracion en diferentes
microambientes fisicos también son factores importantes. Por ejemplo, en entornos
donde la densidad de la matriz es alta y, por lo tanto, el costo energético de la
migracion individual es elevado, las células cancerosas pueden optar por modos de
invasion colectiva mas eficientes energéticamente (Zanotelli et al., 2021; Wang et
al., 2023). Actualmente, se pueden detectar cientos a miles de metabolitos en tejidos
y biofluidos en diferentes etapas de la cascada de invasion-metastasis a través de

la creciente tecnologia metabolémica (Martinez-Outschoorn et al., 2017).

Una caracterizacion metabolica extensa permitird una mejor comprension del papel
de los diferentes metabolitos en la migracion y la metastasis del cancer y ayudara a

identificar posibles dianas farmacolégicas.
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3. Justificacién
En México en la Gltima década las cifras de nuevos casos de enfermedades crénicas
no transmisibles como, obesidad, hipertension arterial, diabetes y cancer van en
aumento, por lo cual, la busqueda de alternativas como la incorporacion de
compuestos bioactivos en la alimentacion que ayuden en la prevencion y/o

tratamiento de estas enfermedades han cobrado gran importancia.

Son numerosos los estudios que evidencian la estrecha relacion que existe entre
alimentacion y salud, por el efecto benéfico de los compuestos presentes en los
alimentos como vitaminas, acidos grasos, probiéticos, compuestos fendlicos y
fitoquimicos. El ajo (Allium sativum) contiene compuestos bioactivos de interés
como la alicina, considerada como uno de los compuestos de mayor concentracion
en este alimento y de la cual se han reportado propiedades inmunomoduladoras,
antimicrobianas, hipoglucemiantes, antioxidantes entre otras. Sin embargo, debido
a la poca estabilidad que presentan los compuestos bioactivos como la alicina, se
han buscado alternativas biotecnolégicas para un mayor aprovechamiento que
potencien su efectividad. Una opcion que puede ser viable, es la incorporacion de
estos compuestos bioactivos en nanoparticulas biocompatibles y biodegradables
gue mejoren su estabilidad, biodisponibilidad y tiempo de circulacion en el
organismo debido a sus caracteristicas y propiedades fisicoquimicas. Una mayor
area superficial y un tamafo nanomeétrico, puede permitir mejorar la estabilidad y
retencion de los compuestos presentes. Se han reportado nanoparticulas
funcionalizadas de oro, plata, zinc y 6xido de hierro, estas Ultimas debido a su
capacidad magnética tiene la posibilidad de generar especificidad a tejidos y células.
Por lo tanto, el objetivo de este trabajo es evaluar la actividad biol6gica de
nanoparticulas de 6xido de hierro funcionalizadas con extracto de Allium sativum
mediante pruebas in vitro que determinen su interaccion con blancos terapéuticos
gue participan en la regulacion de la glucemia; asi como en la citotoxicidad vy
migracion de células de cancer de mama y de colon (MCF-7 y HT-29), para su
viabilidad en uso potencial como coadyuvante en la prevencion y/o tratamiento de

algunas enfermedades
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4. Objetivos
4.1 Objetivo general
Evaluar la actividad biologica de nanoparticulas de 6xido de hierro funcionalizadas
con extracto de Allium sativum mediante pruebas in vitro para su uso potencial como

coadyuvante en la prevencion y o tratamiento de algunas enfermedades.

4.2 Objetivos especificos

e Determinar la capacidad antioxidante de nanoparticulas de éxido de hierro

funcionalizadas con extracto de ajo Allium sativum, mediante las pruebas de
ABTS™y DPPH’ para determinar los porcentajes de inhibicion con cada uno

de los radicales.

e Evaluar la actividad antimicrobiana de nanoparticulas de oOxido de hierro
funcionalizadas con extracto de ajo Allium sativum determinando la
Concentracion minima inhibitoria (CMI) y la Concentracion minima

bactericida (CMB) para establecer concentraciones efectivas.

e Determinar el efecto de las nanoparticulas de o6xido de hierro funcionalizadas
con extracto de ajo Allium sativum sobre la actividad inhibitoria de la enzima
alfa glucosidasa in vitro, para establecer alternativas en la mejora de la

absorcion y liberacién de glucosa proveniente de fuentes de carbohidratos.

e Determinar la actividad inhibitoria de nanoparticulas de 6xido de hierro
funcionalizadas con extracto de ajo Allium sativum de la enzima convertidora

de angiotensina (ECA) in vitro.

e Determinar la actividad anticancerigena de nanoparticulas de 6xido de hierro
funcionalizadas con extracto de ajo Allium sativum, evaluando el efecto
citotoxico, la capacidad de cicatrizacion por migraciéon celular y los cambios
morfologicos sobre lineas celulares MCF-7 y HT-29, para establecer las
concentraciones medias inhibitorias y los cambios morfo-estructurales

posteriores a cada ensayo.
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5. Hipotesis
La funcionalizacién de las nanoparticulas de 6xido de hierro con extracto de “Allium
sativum”, permiten potenciar su funcionalidad en diferentes actividades biologicas
como antioxidante, antimicrobiana, en la inhibicion de enzimas clave reguladoras de

la glucemia y la presion arterial; asi como su efecto anticancerigeno in vitro.
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6. Materiales y Métodos
En la figura 7 se presenta el diagrama metodol6ogico que se llevé a cabo en el
presente trabajo y el cual esté dividido en dos etapas experimentales.

Protocolo experimental
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Figura 7. Disefio metodoldgico (Elaboracion propia)

6.1Reactivos

La sal de cloruro férrico hexahidratado (FeCls 6H20) y sal de cloruro ferroso
tetrahidratado (FeClz2 4H20) se adquirieron de Quimica Meyer (Ciudad de México,
México), el tetraetilo ortosilicato (TEOS) de Sigma Aldrich (St. Louis, MO, EE. UU.)
y el hidroxido de amonio (NH4OH) de J.T. Baker (Pensilvania, EE.UU.). Los
radicales ABTS™ y DPPH’ fueron de la marca de Sigma Aldrich (St. Louis, MO, EE.
UU.). Los medios de cultivo Agar Agar de Quimica Meyer (Ciudad de México,
México), y el medio de cultivo BHI de Merck (Darmstadt, Alemania).

Las lineas celulares MCF-7 y HT-29 se cultivaron en medio DMEM (Dubelcco’s
Modified Eagle’s Medium, Gibco y Ultra Cruz) con 10% de suero fetal bovino
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(BIOWEST) y 1% de antibiotico (penicilina-estreptomicina, Gibco). La enzima
convertidora de angiotensina de pulmén de conejo, la enzima a-glucosidasa de
Saccharomyces cerevisiae y los sustratos enzimaticos N-Hipuril-histidil-leucina, el
p-Nitrofenil-a-D-glucopiranosido, se adquirieron de Sigma Aldrich (St. Louis, MO,
EE. UU.).

6.2 Métodos
6.2.1 Preparacion de las muestras

6.2.1.1 Obtencion del extracto de ajo.

El ajo fresco se limpié removiendo tallo, raices y tierra, dejando Unicamente los
bulbos (dientes) para su almacenamiento a temperatura ambiente en un lugar seco
para su uso posterior. Los bulbos de ajo sin cascara, se trituraron antes de utilizarlos
antes de utilizarlos y se siguio el procedimiento que a continuacion se detalla. Cabe
destacar que se utlizaron ajos de diferentes temporadas del afio, ya que el
procedimiento se realiz6 tantas veces como fue necesario realizar los experimentos,
con la finalidad de obtener extracto fresco.

La extraccion se realiz6 siguiendo la metodologia de Hernandez-Hernandez (2021)
considerando las condiciones estandarizadas Optimas: temperatura 34 °C, pH 7.5,
tiempo de 55 min y con una relacion masa-solvente de 1:10. El solvente utilizado
fue agua: etanol (70:30) ya que los extractos de alicina presentaron una mayor
estabilidad en esas condiciones. Se peso6 1 g de ajo fresco (previamente picado) y
se mezcldé con 10 mL de la solucion de agua: etanol (70:30). Posteriormente la

suspension se agitd durante 55 minutos y se filtro.

6.2.1.2 Sintesis de nanoparticulas

La sintesis y funcionalizacion de nanoparticulas FesOs@TEOS se realizé por el

método de coprecipitacion asistida con ultrasonido (Hernandez-Hernandez, 2021)

a) Sintesis de NP Fe;0.@TEOS:
1) Se mezclaron 4.2 g de FeCl3 6H20 y 1.5 g de FeCl2 4H20, adicionando

50 mL de agua destilada en un matraz bola con termopozo. La solucion
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se colocé en un bafo ultrasonico (40KHz) a 50 °C. Las particulas
obtenidas se separaron con un iman de neodimio (se realizaron lavados
con etanol al 70%). Posteriormente se secaron en una estufa a 70 °C.

2) Se pesaron las nanoparticulas y por cada 100 mg de IONPs se
adicionaron 10 mL de etanol, 2 mL de agua destilada, 800 yL de NH4OH
y 200 uL de tetraetilortosilicato (TEOS). Se colocaron en un bafio
ultrasénico a 40 KHz, por 15 minutos a 60 °C. Para terminar, las particulas

se lavaron con etanol al 70% y se secaron en una estufa a 70 °C.

b) Sintesis de NP de Fez04s@TEOS@ajo.

Se pesaron 500 mg de nanoparticulas de FezsO4@TEOS (a condiciones Optimas), y
fueron mezcladas con 1 mL del extracto optimizado de Allium Sativum durante 30
minutos a temperatura ambiente. Posteriormente las nanoparticulas se separaron
con un iman de neodimio y se lavaron con agua destilada. Para terminar, se secaron

en la estufa a 35 °C por 24 horas.

6.2.2 Ensayos de actividad bioldgica
6.2.2.1 Actividad antioxidante

6.2.2.1.1 Determinaciéon de la actividad antioxidante por decoloracion del

radical 1-1-difenil-2-picrilhidrazilo (DPPH")

Se determiné la actividad antioxidante utilizando el método por transferencia de
electrones DPPH’ (2,2-difenil-1-picrilhidrazilo) siguiendo la metodologia citada por
Re et al (1999), con algunas modificaciones. Para corroborar la presencia de
compuestos antioxidantes en las nanoparticulas de hierro funcionalizadas con ajo.
Este método se fundamenta en la decoloracion del radical (posee un electron
desapareado) de color azul-violeta hacia amarillo palido por la presencia de un

compuesto antioxidante (Llica et al., 2008).

Se prepararon las nanoparticulas de 6xido de hierro a diferentes concentraciones.

Se colocaron 300 pL de la muestra y 2300 pL del radical DPPH" inmediatamente
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después de afiadir la solucién metanélica de DPPH"™ se mantuvieron en la oscuridad

todas las muestras durante 30 minutos. Transcurrido el tiempo de reaccion se

procedio a leer la absorbancia a 517 nm para determinar el porcentaje de inhibicion
del radical DPPH".

El porcentaje de inhibicion de DPPH’ de las muestras de prueba se calculé mediante

la siguiente formula:

Ac — As

1
e )x 00

Porcentaje de inhibicion (%) = (

As= Absorbancia de la muestra; Ac= la absorbancia del control (solucion DPPH").

6.2.2.2 Determinacidn de actividad antioxidante por ABTS**

La determinacion de la actividad antioxidante por ABTS** se realizé siguiendo la
metodologia propuesta por Re et al. (1999), la cual implica la produccion directa del
cromoéforo ABTS** verde-azul a través de la reaccion entre ABTS** y el persulfato
de potasio. La captacion de radicales libres es el mecanismo de accién ya que se
trata de una reaccion de transferencia de electrones. El fundamento implica la
cuantificacion de la decoloracion del radical causada por la presencia de donadores
de hidrégeno o de electrones procedentes de compuestos antioxidantes. En
presencia de estos compuestos el ABTS** reacciona y cambia de color azul a un

ABTS** no coloreado.

La solucién de ABTS** al 7 mmol/L se prepard con persulfato de potasio al 2.45
mmol/L y se incub6 por 16 horas a temperatura ambiente en un lugar oscuro,
posteriormente se diluyd con metanol (proporcion 1:15) hasta obtener una
absorbancia de 0.7+0.02.

Para las muestras con nanoparticulas se tomaron 100 pL de la muestra mas 3.9 mL
de solucién ABTS**, (se agito el vial en un vortex y dejé reposar durante 7 min,

posteriormente se midieron las absorbancias a 734 nm (se utiliz6 metanol como
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blanco). Se calcul6 el porcentaje de inhibicibn mediante la siguiente formula:

. e Ac — As
Porcentaje de inhibicion (%) = — X 100

6.2.3 Actividad antimicrobiana

La actividad antimicrobiana se determiné tanto a las nanoparticulas de 6xido de
hierro funcionalizadas con el extracto de ajo como al extracto de ajo, utilizando el
método de microdilucién en placa reportado por Gonzalez et al. (2020). En ambos
casos se determind la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) y la Concentracion
Minima Bactericida (CMB) contra Staphylococcus aureus (ATCC 29740),
Salmonella entérica Typhimurium y Escherichia coli (ATCC 8783).

Se utilizé agar infusion cerebro corazén (BHI) como caldo nutritivo y solucion de
fosfatos (PBS). Se utilizaron placas de 96 pocillos, en cada pocillo se colocaron 50
uL del medio de cultivo, 10 pL de la suspension de microorganismos (ajustada al
0.5 McFarland) y 140 pL de cada muestra para un volumen final de 200 pL por pozo.
Posteriormente se incubaron a 37 °C durante 24 horas.

Después del tiempo de incubacion se utilizo la técnica de micro goteo que consistio
en colocar 10 pL de cada pocillo en una placa Petri (agar nutritivo) con una
separacion entre gota de 1 cm3. Posteriormente se incubaron nuevamente a 37 °C
durante 24 y 48 horas (Herigstad et al., 2001). Se determind la Concentracion
minima inhibitoria (CMI) la cual se define como la minina concentracién de un
farmaco o agente capaz de inhibir el crecimiento visible de un microorganismo
después de 24 h, se utilizaron placas de agar para estas determinaciones. En el
caso de la Concentracion minima bactericida (CMB) la cual nos permite evaluar la
minima concentracién de un agente antimicrobiano capaz de eliminar mas del

99.9% de microorganismos también fue determinada utilizando placas de agar.

6.2.4 Actividad inhibidora de la a-glucosidasa

La actividad inhibidora de la a-glucosidasa con FesO4@TEOS@ajo se determind
siguiendo la metodologia de Kim (2001) con algunas modificaciones. La a-

glucosidasa se mezclé con las nanoparticulas en diversas concentraciones (5, 25,
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50, 100 y 200 ug/mL) en una placa de 96 pocillos (previamente a la incorporacion
de la enzima las nanoparticulas fueron sonicadas a temperatura ambiente durante
15 minutos para evitar la aglomeracion). Posteriormente para iniciar la reaccion, se
afadio a la mezcla el p-nitrofenil-a-D-glucopiranésido (5 mM) como sustrato en
tampdn de fosfato 100mM (pH 6.8). La reaccion se incub6 a 37 °C durante 30
minutos. Las absorbancias se tomaron inmediatamente después de la ultima
incubacion. La actividad de la a-glucosidasa se determiné midiendo la liberacién de
p-nitrofenil-a-D-glucopirandsido a 405 nm. Las tasas de inhibicion se calcularon
como controles porcentuales utilizando la siguiente férmula:

(ACN - AB) - (AM - ACNEm)
Ia—Glucosidasa(%) = (Acw — A5) x 100

Donde:

Acn: Absorbancia del control negativo
As: Absorbancia del blanco del control negativo
Awm: Absorbancia de la muestra

Acnem: Absorbancia del control no enzimatico de la muestra

Se utilizé acarbosa (un farmaco antidiabético utilizado para tratar la diabetes mellitus

tipo 2) como control positivo para esta prueba.

6.2.5 Actividad inhibidora de la enzima convertidora de angiotensina (ECA)

Se determin6é por la inhibicion de la actividad de la enzima convertidora de
angiotensina (ECA) in vitro mediante la conversién de hipuril-histidil-leucina en &cido
hiparico con una enzima inhibidora, siguiendo la metodologia citada por Cushman
y Cheung con algunas modificaciones (1971). Se tomaron 40 pL de las
nanoparticulas de oOxido de hierro funcionalizadas con el extracto de ajo
(FesOs@TEOS@ajo) y se mezclaron con 20 uL de la ECA (2.5 mU/mL) previamente
preparada con el buffer de boratos (pH 8.2) para su incubacion a 37 ° C durante 5
minutos. A continuacion, se afiadieron 100 pL de hipuril-histidil-leucina (5 mM) y se
incubaron durante 30 minutos. Se detuvo la reaccion enzimatica afiadiendo 150 pL

de HCI (1 M). Se utilizé 1 mL de acetato de etilo para extraer el acido hipurico
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resultante. Después de centrifugar durante 10 min a 4 °C, el disolvente se evaporo
a 92 °C y se volvio a disolver en 800 pL de agua bidestilada. La cantidad de acido

hiparico se determin6 midiendo la absorbancia a 228 nm.

Se determind el porcentaje de inhibicion utilizando la siguiente formula:

L (A muestra — A blanco) — (A control — A blanco de muestra)
Inhibicion ECA (%) = x 100
(A muestra — A blanco)

6.2.6 Actividad anticancerigena

6.2.6.1 Proceso de esterilizacion de las nanoparticulas

Las nanoparticulas en seco se pesaron y esterilizaron mediante irradiacion con luz
ultravioleta por un tiempo de 30 minutos. Pasado el tiempo dentro de la campana
de flujo laminar estéril, se adiciono etanol al 70%. Las nhanoparticulas se
centrifugaron durante 10 min a 1500 rpm, para poder retirar el etanol por
decantacion. Posteriormente se adiciono el medio de cultivo DMEM para obtener la
concentracion deseada. Luego las nanoparticulas se dispersaron con un vortex,
seguido de sonicacion durante 15 minutos para deshacer los agregados. Parte de
la metodologia fue tomada de Ma et al. (2019), Bernal-Chavez et al. (2021) y Tapia-
Guerrero et al.,, (2020), se realizaron algunas modificaciones previamente ya
descritas.

6.2.6.2 Ensayo de proliferacion celular: exclusion con azul de tripan

Las células MCF-7 y HT-29 fueron sembradas (1.5 x 10° células) con suero DMEM
(adicionado con 5% SFB y 0.01% penicilina-estreptomicina) en placas de 24 pozos
durante 24 horas a 37 °C y 5% CO.. Posteriormente se agrego el tratamiento con
nanoparticulas a las siguientes concentraciones 0.5, 5, 10, 50, 100, 200, 300, 400 y
500 pg/mL. Después de las 24 h de incubaciéon, se agregaron 400 pL de la
suspension celular a 400 pL de la solucion azul de tripan (0.4%). Las células vivas
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y muertas se contaron utilizando una camara de Neubauer (hemocitdmetro) y un
microscopio optico. Las células vivas no absorben el tinte, mientras que las células

muertas son tefidas de azul.

El porcentaje de viabilidad celular se calculé6 mediante la siguiente féormula:

i Numero de células muertas
% células muertas = ~ - - x 100
Suma de células muertas y células vivas

6.2.6.3 Ensayo de citotoxicidad

El efecto antiproliferativo de las FesO4@TEOS y FesOs@TEOS@ajo en varias
lineas celulares (MCF-7, HT-29) se cuantifico utilizando un kit de bromuro de 3- (4,5-
dimetiltiazol-2-il) -2,5 difenil tetrazolio (MTT). La funcion mitocondrial de las enzimas
deshidrogenasas provoca la reduccion de la sal de bromuro de tetrazolio a cristales
de formazan insolubles. Se mide la cantidad de células viables a absorbancia de
570 nm por espectrofotometria (Sanjai et al., 2024).

Se evaluo la citotoxicidad y la actividad anticancerigena, siguiendo la metodologia
citada por Carmichael (1987). Las células fueron cultivadas en medio DMEM
(Dulbeco’s Modified Eagle Medium) con 10% de FBS y 0.01% de antibi6tico
(penicilina-estreptomicina), se incubaron a 37 °C en 5% de CO2. Posteriormente se
agregaron 25 uL de suspension de las células MCF-7 o HT-29 (2 x 10* células/mL)
a cada pocillo de una placa de microcultivo de 96 pocillos y se incubaron durante 24
horas. Después del tiempo de incubacién, se afiadieron a las células las siguientes
concentraciones de nanoparticulas: 0.5, 5, 10, 50, 100, 200, 300, 400, 500 pg/mL.
Transcurridas las 24 horas de incubacion con el tratamiento, se retir0 el tratamiento
en cada uno de los pocillos y se lavaron por triplicado con PBS, inmediatamente
después se reemplaz6 con 100 pyL de medio DMEM y se agregaron 10 uyL de
reactivo MTT a cada pocillo. El medio que contenia la solucién de MTT fue removido

después de 4 horas. A cada pocillo se le afiadié 50 uL de DMSO para solubilizar el
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formazan formado. La absorbancia se midié a 570 nm. Se calcul6 el porcentaje de

toxicidad celular y el valor de Clso.

6.2.6.4 Ensayo de migracion celular

La cicatrizacion de heridas se fundamenta en la medicién de la capacidad migratoria
de las células. Una migracion acelerada-an6mala es caracteristica de las
enfermedades como el cancer provocando metastasis (Pijuan et al., 2019). Este
ensayo se realizo siguiendo la metodologia citada por Martinez-Rojo et al. (2020)

con algunas modificaciones.

Las células MCF-7 fueron sembradas en placas de 6 pocillos (3.5 x 10°). Después
de 24 horas al tener un 90 % de confluencia se realizaron tres heridas sobre la
monocapa celular en cada pocillo y se lavaron con 1 mL de PBS. Posteriormente se
agregaron los tratamientos a las siguientes concentraciones 100, 200, 300 pg/mL
(se evaluaron 3 tratamientos: Extracto de ajo, NP Fe3Os@TEOS, NP
Fes04@TEOS@Ajo.

El cierre de la herida se evidencio mediante la toma de micrografias alas 0, 6, 12y
24 horas. El avance del movimiento celular después de la herida se obtuvo

midiendo los pixeles (%) utilizando el software ImagenJ®.
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7. Resultados y Discusion

7.1 Actividad Antioxidante de las nanoparticulas de 6xido de hierro
Estudios preliminares realizados por Hernandez-Hernandez., (2021) corroboraron
la funcionalizacion del extracto de ajo mediante microscopia electrénica de barrido
(SEM) obteniendo estructuras hexagonales con un tamafio de particula de 16 nm
Las graficas 8a y 8b, muestran el porcentaje de inhibicion de los radicales libres
DPPH"y ABTS™ en funcién de la concentracion de nanoparticulas de 6xido de hierro
funcionalizadas con extracto de ajo (NP FesO4@TEOS@Ajo) (ug/mL). En la figura
8a, se observa una disminucién en la actividad antioxidante conforme aumenta la
concentracion de las NP FesO4@TEOS@Ajo. La inhibicibn méas alta se presenta a
50 ug/mL (12.5%) y disminuye progresivamente hasta ~6% en 500 ug/mL. En la
figura 8b, se presenta una tendencia similar a la del DPPH: la mayor inhibicién
ocurre a 50 pug/mL (17.3%) y disminuye conforme aumenta la concentracion de
nanoparticulas. La inhibicion mas baja se registra en 500 uyg/mL (~7%). En un
estudio realizado por Neupane et al. (2019), en el sistema radical DPPH, la actividad
antiradical de la miel del Himalaya (HHL), las IO-NP libres y las funcionalizadas
HHLIO-NP, variaron entre 7.93-35.99 %, 11.02-52.02 % y 16.10-80.52 %
respectivamente, con valores de ICso correspondientes de 1.36 mg/mL, 1.09 mg/mL
y 0.52 mg/mL. El porcentaje de eliminacion de DPPH de las HHLIO-NP aumento
rapidamente del 16 al 80 % para concentraciones entre 0.20 y 1 mg/mL,
respectivamente. Los resultados obtenidos sugieren que las nanoparticulas de
oxido de hierro funcionalizadas con extracto de ajo presentan una actividad
antioxidante dependiente de la concentracion, con una eficacia mayor en bajas
concentraciones. Esta tendencia podria explicarse por un posible efecto de
agregacion de las nanoparticulas a concentraciones elevadas, lo que podria reducir
la disponibilidad de los compuestos antioxidantes activos. En estudios con
nanoparticulas de hierro funcionalizadas con otros extractos vegetales, como
curcuma y té verde, se ha observado que la actividad antioxidante puede disminuir
a altas concentraciones debido a la interferencia en la reactividad del radical o la

posible oxidacion de los compuestos
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Figura 8. Porcentaje de inhibicion de los radicales ABTS++ y DPPH+ de nanoparticulas de 6xido de
hierro funcionalizadas con TEOS@AJO. a) Letras diferentes indican diferencias significativas (p
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bioactivos (Rastogi et al., 2019). A concentraciones mas altas, incluso las NPs
funcionalizadas pueden formar agregados, lo que disminuye su area superficial
efectiva y, por ende, su capacidad antioxidante (Nikolova & Chavali, 2020). A pesar
de que la actividad antioxidante reportada para compuestos bioactivos presentes en
el aceite esencial del ajo (quercetina, kaempferol, allina, disulfuro de dialilo, trisulfuro
de dialilo etc) también se ha reportado efecto prooxidante a una concentracion >1,6
mg EAG, al formar aductos altamente reactivos (Nieto et al., 2012). En este mismo
estudio mencionan que este efecto ha sido reportado en compuestos naturales
como la pulpa de cereza, con un metabolito secundario de origen terpenoide
procedente de Olea europea como la oleuropeina, con hojas destiladas de romero
y tomillo y con ajo afiadido en carne de pollo presurizada y posteriormente envasada
en congelacion. Por lo tanto, es importante considerar que las NP
Fes04@TEOS@Ajo pueden tener propiedades antioxidantes debido a su capacidad
para donar electrones y neutralizar radicales libres. Sin embargo, a concentraciones
elevadas, podrian crear un ambiente prooxidante, generando especies reactivas de
oxigeno. El ajo, por su parte, contiene compuestos como alicina, aliina, ajoenos,
vinilditiinas y flavonoides como la quercetina que actian como antioxidantes.
Cuando se combinan, es posible que sus efectos antioxidantes se potencien, pero
también podrian interactuar de manera que alteren su actividad. Por ejemplo, el ajo
podria reducir el hierro en las nanoparticulas, facilitando reacciones prooxidantes.
Por lo tanto, la interaccion entre estos tres componentes podria resultar en un efecto
antioxidante o prooxidante, dependiendo de las concentraciones en que se
encuentren. Estos hallazgos refuerzan la idea de que la funcionalizacion con
extractos naturales puede conferir una actividad antioxidante relevante, pero es
necesario optimizar la concentracion para evitar efectos adversos en la estabilidad

y funcionalidad de las nanoparticulas.

7.2 Actividad antimicrobiana del extracto de ajo
Los resultados se muestran en la tabla 3 e indican que Salmonella enterica

Typhimurium es la mas susceptible al extracto de ajo, ya que requiere las
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concentraciones mas bajas para su inhibicion y eliminacion, lo que sugiere que es
mas susceptible a los compuestos del extracto hidroalcoholico del ajo. En contraste,
Staphylococcus aureus muestra la mayor resistencia, necesitando el doble de
concentracion en comparacion con E. coli y aproximadamente 16 veces mas que
Salmonella, observandose diferencias significativas (p < 0.05) entre las tres

bacterias. Este comportamiento fue el mismo con respecto a los valores para la
CMB en el cual Staphylococcus aureus presento valores de 100 mg/mL, Escherichia

coli de 50 mg/mL y para Salmonella enterica Typhimurium de 6.25 mg/mL.

Tabla 3. Concentracion minima inhibitoria (CMI) y Concentracién minima bactericida (CMB)
del extracto hidroalcohdlico de ajo

Extracto de ajo hidroalcohdlico

(mg/mL)
Bacteria CMI CMB
Staphylococcus aureus 502 1002
Escherichia coli o5 50P
Salmonella enterica 3.12C 6.25C

Typhimurium

CMI: Concentracién minima inhibitoria, CMB: Concentracién minima bactericida. Las
diferencias estadisticamente significativas (p < 0.05) se expresan con las letras minusculas
en cada columna. El experimento se realiz6 por triplicado

Se compararon resultados de la CMI de Staphylococcus aureus con el extracto de
ajo, obtenidos por Johnson et al. (2016) y Khashan (2014) quienes encontraron una
CMI de 80 mg/mL muy parecida a los datos obtenidos en esta investigacion. Para
Escherichia coli, Durairaj et al., (2009), reportan una CMI de 18 mg/mL. Otros
estudios han mostrado CMI entre 16-32 mg/mL para extractos de ajo contra E. coli
(Bakri & Douglas, 2005).
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Por ultimo, para Salmonella enterica Typhimurium, los datos se compararon con los
reportados por Durairaj et al. (2009), quienes reportaron valores de 14 mg/mL
superiores a los mencionados en este trabajo, esto puede ser atribuible a las

condiciones de extraccion y al tipo de extracto utilizado.

Con respecto a los datos de la CMB se compararon los resultados de
Staphylococcus aureus con los datos obtenidos por Johnson et al. (2016) quien
reporta un CMB de 104 mg/mL y Khashan. (2014) de 100 mg/mL semejante a los

datos obtenidos en esta investigacion.

Se hareportado el efecto que tienen en especifico los compuestos organosulfurados
del ajo principalmente el de la alicina, alina, disulfuros de dialilo y vinilditiina contra
bacterias gram positivas (Staphylococcus, Streptococcus) y gram negativas
(Escherichia, Salmonella) (Durairaj et al., 2009). La alicina tiene la capacidad de
reaccionar con el compuesto tiol (L-cisteina) para formar el S-tiol, S-alil
mercaptociteina. El efecto antimicrobiano de la alicina se debe a su reaccion
guimica con grupos tiol de enzimas como la alcohol deshidrogenasa, tiorredoxina
reductasa y ARN polimerasa que afecta el metabolismo cisteina proteinasa de la
bacteria ya que estas enzimas son fundamentales para mantener el estado redox
(Ankri & Mirelman, 1999).

El extracto hidroalcohdlico de ajo muestra actividad antimicrobiana dependiente de
la especie bacteriana. Salmonella enterica Typhimurium es la mas susceptible,
seguida de E. coli, mientras que S. aureus es la mas resistente. Los valores
obtenidos son comparables con la literatura, respaldando el uso potencial del ajo

como antimicrobiano natural.

Con respecto a los resultados obtenidos en la determinacion de las NP
FesO4@TEOS y las NP FesO4s@TEOS@Ajo estas no presentaron actividad
antimicrobiana por los métodos utilizados a las concentraciones de 250, 375, 500,
1000, 2000 y 4000 pg/mL. Concluyendo su nula actividad sobre las bacterias

Salmonella enterica Typhimurium, E. coli, S. aureus
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Las nanoparticulas de 6xido de hierro (IONPs) como ya se menciond tienen la
particularidad de agregarse y mas aun a concentraciones elevadas debido a las
interacciones magneéticas y fuerzas de Van der Waals. La agregacion excesiva de
las nanoparticulas provoca un aumento en el tamafio tendiendo particulas mas
grandes que comprometeria su eficiencia en cuanto a la interaccion con los

microorganismos de estudio.

Otro factor a considerar es el método de sintesis ya que estos pueden afectar
significativamente la actividad antimicrobiana de las IONPs, tal es el caso de Ismail
et al. (2015), quienes sintetizaron nanoparticulas de NP Fe30O4 mediante ablacién
laser de pulso descendente en dos tipos de soluciones dodecil sulfato de sodio
(SDS) y dimetilformamida (DMF) y si tuvieron un efecto biocida contra
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa y Serratia
marcescens con inhibicidbn en ambas cepas bacterianas por el metodo de difusion
de pozos de agar. La actividad antimicrobiana también puede depender de las
propiedades fisicoquimicas como el tamafio, la estabilidad y la concentracion del
medio de crecimiento, asi como del método de sintesis utilizado (Ismail et al., 2015).
En nuestro caso es importante verificar la estabilidad de las nanoparticulas
funcionalizadas mediante técnicas espectroscopicas y de potencial Z para

garantizar las condiciones idéneas de las nanoparticulas.

7.3 Actividad inhibidora de la a-glucosidasa

Una alternativa terapéutica con caracter antidiabético, es aquel farmaco o
compuesto bioactivo que tiene la capacidad de reducir la hiperglucemia
postprandial, mediante el bloqueo de las dos enzimas hidrolizadoras de
carbohidratos presentes en el tracto gastrointestinal, la a-amilasa y a-glucosidasa
(Zafar et al., 2022). La inhibicion de la enzima a-glucosidasa con diversas
concentraciones de NP FesOs@TEOS@Ajo fue significativamente mas alta a las
concentraciones mas pequefias (5 pg/mL), es decir un efecto dependiente de la
concentracion, pero inverso (figura 9). Este efecto podria deberse a que las

nanoparticulas a bajas concentraciones interactian eficazmente con la enzima,
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blogueando su actividad. Pero, a concentraciones mayores, podria ocurrir una
agregacion de nanoparticulas y saturacion de sitios activos, reduciendo con ello la
eficacia en la unidon enzima-sustrato, este comportamiento fue evidenciado en
experimentos posteriores. Ademas, se debe considerar que la matriz de
nanoparticulas involucran un conjunto de compuestos que estereoquimicamente
podrian presentar un impedimento estérico y con ello favorecer la formacion de
complejos moleculares que dificilmente podrian establecer la union especifica
enzima-sustrato. Por lo tanto, es importante establecer la concentracion optima de

las nanoparticulas que establecen la union con la enzima.
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Figura 9. Actividad inhibitoria de la alfa glucosidasa de nanoparticulas funcionalizadas con extracto
de ajo (NP Fez04@TEOS@A]o0), su efecto dependiente de concentracion. Se utiliz6 Acarbosa como
control positivo (200 pg/mL)

No se encontraron evidencias previas reportadas en el mismo contexto de prueba,
sin embargo, el papel del ajo en la reduccion del azucar en sangre se ha reportado
en evidencias in silico, preclinicas y clinicas, este efecto es atribuido a compuestos
fenolicos y de azufre volatiles. En el analisis de la interaccidon molecular entre la a-
glucosidasa y los compuestos de A. sativum L., todos los compuestos azufrados y

fendlicos seleccionados: La alicina (con dos atomos de azufre) y el metionol (con un
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atomo de azufre) son importantes por su potencial aplicacion terapéutica, el acido
ferdlico, el acido cafeico y el acido p-cumarico de A. sativum L. siguieron las reglas
de Lipinski, tuvieron una energia de enlace aceptable y carecieron de toxicidad
(Sadeghi et al., 2021). Entre estos compuestos, el metionol y el acido cafeico
mostraron la energia de enlace mas baja y el mayor efecto inhibidor sobre la enzima
a-glucosidasa con -3.9 y —4.8 kcal/mol, respectivamente. Estos compuestos
también indicaron la energia de enlace més baja que el inhibidor estandar (miglitol).
Entre los compuestos de azufre y fendlicos en A. sativum L., se predijo que el
metionol y el acido cafeico serian los inhibidores méas potentes, debido a que tenian
mas enlaces de hidrégeno e interacciones hidrofébicas con el sitio activo de la a-
glucosidasa (Sadeghi et al., 2021). Se ha reportado una ICso de 2 mg/mL, para los
extractos en etanol de ajo y de 1 mg/mL para la acarbosa con la misma técnica
utilizada en el presente estudio (Yan et al., 2021). La alicina (dialiltiosulfato) es uno
de los compuestos de tiosulfato mas importantes del ajo, cuyo efecto
hipoglucemiante a nivel preclinico, se atribuye a su accién antioxidante al favorecer
la accion la catalasa y glutation peroxidasa y la secrecion de insulina en las células
B pancreaticas (Liu et al., 2007; Santhosha et al., 2013). En este contexto, la
intervencion dietética del alil metil sulfuro del ajo (100 mg/kg de peso corporal)
resultd en una atenuacion significativa de la glucosa en sangre y de la expresion de
marcadores proinflamatorios TNF-a, IL-6, unidad p65 de NF-kB y una elevacion
significativa del nivel de insulina plasmatica (Sujithra et al., 2018). En humanos, se
ha reportado que los suplementos de ajo pueden reducir la hiperglucemia y el

colesterol en sangre (TG, TC y LDL) en pacientes diabéticos (Ramadaini et al., 2024).

En otro estudio, cuyo enfoque fue la sintesis de un biocatalizador mediante la
inmovilizacion de la B-glucosidasa en nanoparticulas de 6xido ferroso con el objetivo
de promover la hidrélisis de celobiosa y producir azucares fermentables (Agudelo,
2020), la B-glucosidasa adquirida de Novozymes® se inmovilizd en nanoparticulas
de magnetita funcionalizadas mediante el método de uni6on covalente.
Aproximadamente 122 unidades de la enzima se inmovilizaron en 100 mg de
nanoparticulas utilizadas (a pH 4 y 60 ° C). Hay que considerar que en este estudio

ofrece un enfoque diferente, ya que las condiciones de la prueba estandar que
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empleamos fueron a pH 6.8 y 37 ° C, ademas se utiliz6 TEOS como estrategia de
estabilizacion. En otro estudio, se estudio la estabilidad enzimatica de B-glucosidasa
y B-glucosidasaNP a la temperatura corporal fisiolégica de 37 °C, y mostré6 una
mayor retencion de la actividad enzimatica, con el aumento del tiempo de incubacion
a 37 °C. Por ejemplo, aproximadamente el 89% de la actividad inicial fue retenida
por B-Glu-NP después de 10 h, mientras que la de 3-Glu cayo a solo el 52% de la
inicial, lo que permite que B-Glu inmovilizado sea mas adecuado para el estudio in
vivo que el de la enzima libre mejor termorresistencia de 3-Glu inmovilizado también
lo ayuda a mantener su actividad in vivo. Estas investigaciones en [B-Glu
proporcionan un punto de partida que, aunque diferente, podrian ofrecer pistas
sobre como las moléculas inhibitorias podrian actuar sobre la a-glucosidasa,
destacando que la inhibicién especifica aun no ha sido reportada en el contexto
evaluado. Cabe destacar que deben considerarse las similitudes en el mecanismo
de accion hidrolitica y la forma en que se podrian inhibir ambas enzimas, aunque
en diferente tipo de enlace. Por lo tanto, realmente si existe un acoplamiento entre
las estructuras tetrahédricas de NP Fes3O4, sin embargo, no se ha reportado dicha
interaccion entre NP FesO4s@TEOS@Ajo, y la a-glucosidasa, esto enfatiza lo
novedoso del presente estudio y la importancia de optimizar las condiciones para
encontrar las condiciones de una inhibicién eficaz bajo las condiciones fisioldgicas,

para fines biomédicos.

7.4 Inhibicién de la enzima convertidora de angiotensina (ECA)
La inhibicibn de la enzima convertidora de angiotensina (ECA) se determino
expresando el porcentaje de inhibicién después de evaluada la muestra (figura 10).
Las nanoparticulas de oxido de hierro funcionalizadas con extracto de ajo fueron
evaluadas de diferentes concentraciones (5, 50, 100, 200, 400 pg/mL). El control
tiene la inhibicidbn mas alta (~95%). La tendencia indica que a mayor concentracion
de nanoparticulas funcionalizadas, mayor inhibicion de la ECA, mostrando un efecto
dependiente de la concentracion, pero sin alcanzar el nivel del control positivo
(Captopril). Se obtuvieron diferencias significativas (p < 0.05) entre todas las

concentraciones. A las concentraciones de 200 y 400 pg/mL se obtuvieron los
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porcentajes de inhibicion mas altos de 47% y 57% respectivamente. Estos
resultados evidencian el potencial que podria tener el uso de nanoparticulas para
mejorar la biodisponibilidad y disminuir el consumo de medicamentos con efectos
secundarios adversos. Ademas, las nanoparticulas funcionalizadas con extracto de
ajo alcanzan hasta 70% de inhibicién a 400 pg/mL, lo que sugiere un posible efecto
terapéutico como alternativa natural o complemento en el tratamiento de la
hipertension. En la literatura no se encontraron reportes respecto a la actividad de
esta naturaleza de nanoparticulas, sin embargo, existen reportes del efecto
antihipertensivo de los compuestos bioactivos del extracto del ajo que pueden inhibir
la ECA con valores ICso en el rango de 100-400 pg/mL (Mikaili et al., 2013), similar
a las encontradas con las NP FesO4@TEOS@A|o.
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Figura 10. Actividad inhibitoria de la ECA de nanoparticulas funcionalizadas con extracto de ajo (NP
FesO4@TEOS@AJjo), su efecto dependiente de concentracion. Se utiliz6 Captopril como control
positivo (10 pg/mL)

Se considera que en esta prueba al realizar la extraccién del acido hipurico acorde

con la técnica estandarizada las nanoparticulas no interfieren en la medicion
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espectrofotométrica, caso contrario en la determinacion de la alfa glucosidasa

donde la solucion inicial es la que nos determina los valores de inhibicion.

7.5 Actividad anticancerigena

7.5.1 Ensayo de proliferacién celular
Para determinar la concentracibn media inhibitoria (ICso) de las nanoparticulas

sobre las células de cancer de mama, se realizaron ensayos de viabilidad celular.

La figura 11 muestra el porcentaje de viabilidad celular en células MCF-7 tratadas
con NP FesO4@TEOS a diferentes concentraciones (0.5 - 500 pyg/mL) durante 24 h.
El control (sin tratamiento) muestra una viabilidad celular del 100%. A partir de 10
pg/mL, la viabilidad empieza a disminuir gradualmente (95%), alcanzando su punto
mas bajo (68%) a 500 ug/mL. Se reporta un ICso de 936.3 pug/mL, lo que indica que
la concentracion necesaria para reducir la viabilidad celular en un 50% es bastante
alta, lo cual sugiere que las nanoparticulas sin funcionalizar no tienen un efecto
citotoxico importante sobre las células MCF-7 dentro del rango de concentraciones
evaluadas. En un estudio previo se ha demostrado que nanoparticulas de éxido de
hierro sin funcionalizar tienen baja toxicidad en células tumorales a concentraciones
inferiores a 500 ug/mL, lo cual coincide con estos resultados (Gupta & Gupta, 2005).
Bai et al., (2018) demostrd que a concentraciones de 50 pg/mL nanoparticulas de
Oxido de hierro solo exhibieron una citotoxicidad de 26.98% en comparacion a
nanoparticulas de oro y nanoparticulas de zinc. Ademas, se ha reportado que el
recubrimiento con TEOS disminuye la toxicidad de las nanoparticulas al prevenir la
formacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) y reducir la degradacion de
hierro libre en el medio celular (Mahmoudi et al., 2011). Esto explicaria por qué las

NP Fe3:04@TEOS no muestran un efecto antiproliferativo pronunciado.
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Figura 11. Efecto de nanoparticulas de Oxido de hierro funcionalizadas con TEOS (NP
Fes04@TEOS) sobre células MCF-7 que fueron tratadas durante 24 h

La figura 12 muestra el porcentaje de viabilidad celular en células MCF-7 (linea
celular de cancer de mama) tratadas con nanoparticulas de Oxido de hierro
funcionalizadas con extracto de ajo (NP FesOs@TEOS@Ajo) a diferentes
concentraciones (0.5 - 500 ug/mL) durante 24 horas. A la misma concentracion de
10 pug/mL, la viabilidad disminuyo6 gradualmente (88%). A concentraciones de 100 a
500 pg/mL, la viabilidad celular sigue reduciéndose significativamente, alcanzando
su punto mas bajo (38%) a 500 ug/mL, con un ICso de 313.2 ug/mL, es decir 3 veces
menor que con las nanoparticulas sin funcionalizar. Estos resultados sugieren que
la funcionalizacion con extracto de ajo aumenta la citotoxicidad de las
nanoparticulas en comparacion con las nanoparticulas sin funcionalizar. Reportes
previos han demostrado que, a las 3 h de incubacién, 4 mg/mL de extracto de ajo
seco resulté en un arresto completo del crecimiento y una proliferacion reducida. El
valor estimado de ICso de los extractos de ajo fue 2,5 mg/mL de masa seca de la
planta (Modem et al., 2012). El ajo es conocido por sus propiedades
anticancerigenas, atribuidas principalmente a sus compuestos organosulfurados

como la alicina y el dialil disulfuro y dialil trisulfuro, los efectos anticancerigenos
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Figura 12. Efecto de nanoparticulas funcionalizadas con extracto de ajo (NP FesOs@TEOS@A|o0)
sobre células MCF-7 que fueron tratadas durante 24 h

reportados son multifacéticos e incluyen la induccion de la apoptosis, la inhibicion
de la proliferaciéon celular, la supresion de la angiogénesis y la modulacion de las
respuestas inmunitarias (Iwar et al., 2024).

Se ha reportado que el trisulfuro de dialilo, alicina, disulfuro de dialilo de
alilmercaptano y sulfuro de dialilo pueden inducir apoptosis, inhibir la proliferacion
celular y generar especies reactivas de oxigeno (ROS) en diversas lineas celulares
de cancer, incluidas MCF-7 (Pandey et al., 2023). El extracto de ajo potencia el
efecto citotoxico de las IONPs sobre las células MCF-7. Para que las nanoparticulas
sean efectivas en terapia contra el cancer, deben tener un ICso relativamente bajo
en ceélulas tumorales y un efecto selectivo sobre estas células sin afectar
significativamente células sanas. En este caso, la reduccion en la viabilidad celular
sugiere que la funcionalizacion con ajo podria mejorar el efecto anticancerigeno de
las nanoparticulas de 6xido de hierro. Es importante mencionar que, aungue no se
realizaron pruebas de citotoxicidad en células sanas, ya existen reportes que
explican el efecto de estas IONPs. Khan et al. (2012) evaluaron la citotoxicidad de

IONPs en células de cancer de pulmén A549 (células enfermas) y en fibroblastos
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de pulmén IMR-90 (células sanas) obteniendo citotoxicidad Unicamente en las
células de cancer por un proceso de autofagia por aumento en la produccion de
ROS y dafio a nivel mitocondrial. No ocurri6 este mismo suceso en las células
sanas, es decir no se presentd apoptosis en esta linea celular de fibroblastos. Este
antecedente nos da un indicio sobre el posible comportamiento que tendrian sobre
este tipo de células.

La figura 13 muestra el porcentaje de viabilidad celular en células HT-29 tratadas
con NP FesO4@TEQOS, a diferentes concentraciones (0.5 - 500 pg/mL). EIl control
(sin tratamiento) mantiene una viabilidad del 100%. A partir de 50 pg/mL, la
viabilidad comienza a disminuir de forma gradual, con una disminucion mas notable
en 500 ug/mL, con una viabilidad del 72% y con un ICso de 1123 pg/mL, lo que indica
gue se requiere una concentracion relativamente alta para reducir la viabilidad
celular en un 50%. Estos resultados sugieren que las NP FesO4@TEQOS tienen un

efecto citotoxico leve en las células HT-29.
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Figura 13. Efecto de nanoparticulas de 6xido de hierro funcionalizadas con TEOS (NP
Fes04@TEOS) sobre células HT-29 que fueron tratadas durante 24 h.
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Otros estudios como el de Nosrati et al. (2018) quienes funcionalizaron
nanoparticulas de oxido de hierro con albumina de suero y curcumina para evaluar
su citotoxicidad en células de cancer de mama MCF-7 obtuvieron una actividad
citotoxica significativa, con valores de Clso de las nanoparticulas alas 72y 96 horas
de 915y 275 uM respectivamente.

El hecho de que las NP Fe;O,@TEOS tengan un ICso de 1123 pg/mL en HT-29, en
comparacién con 936.3 ug/mL en MCF-7, sugiere que las células HT-29 son mas
resistentes a la citotoxicidad de estas nanoparticulas que las MCF-7. Esto podria
deberse a diferencias en la expresion de proteinas antioxidantes, mecanismos de
reparacion del dafio celular o tasas de endocitosis de las nanoparticulas (Szewczyk
et al., 2022). Se ha demostrado que las nanoparticulas de oOxido de hierro
recubiertas con TEOS pueden inducir un dafio celular dependiente de la dosis en
células cancerigenas, aunque en algunos casos requieren combinaciones con
agentes citotéxicos para potenciar su efecto (Iranpour et al., 2021). En este caso,
un ICso sugiere que estas nanoparticulas tienen una citotoxicidad baja y podrian
necesitar funcionalizacibn con agentes bioactivos para mejorar su efecto
anticancerigeno en HT-29.

La Figura 14 muestra el porcentaje de viabilidad celular en células HT-29 tratadas
con nanoparticulas de NP Fe;O,@TEOS@Ajo a diferentes concentraciones (0.5 -
500 pg/mL). El control (sin tratamiento) mantiene una viabilidad del 100%. A partir
de 5 pg/mL, la viabilidad comienza a disminuir mas notablemente (90%), en
concentraciones de 100 a 500 yg/mL, la viabilidad celular sigue reduciéndose de
manera dependiente de la dosis, alcanzando aproximadamente 50% a 300 pg/mL y
cerca del 40% a 500 pg/mL. Se obtuvo un ICs, de 408.6 ug/mL. Estos resultados
sugieren que las NP Fe;0,@TEOS@Ajo tienen un efecto citotoxico mas
pronunciado en células HT-29 en comparacién con las nanoparticulas sin ajo,
requiriendo 2.75 veces mas dosis de nanoparticulas sin ajo para lograr el mismo
efecto, mostrando que la combinacion de nanoparticulas de 6xido de hierro con
extracto de ajo mejora su capacidad para reducir la viabilidad celular en células HT-
29. Se ha demostrado que extractos de ajo pueden reducir la viabilidad de células
de céncer colorrectal, dependiendo de la pureza y la formulacion utilizada (Mondal
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et al.,, 2022). En modelos de céancer colorrectal, los compuestos del ajo han
mostrado efectos proapoptoticos y antiproliferativos al inducir estrés oxidativo,
inhibir vias de sefalizacion oncogénicas y modular la expresion de genes
relacionados con la apoptosis (Dong et al., 2014). Ademas, nanoparticulas
funcionalizadas con compuestos bioactivos del ajo han mostrado mayor eficacia
citotoxica en modelos de cancer, lo que respalda estos resultados (Alrumaihi et al.,
2022). Al respecto, una patente vigente (Redondo-Calvo et al., 2019) ha
proporcionado una opcion terapéutica en la que el extracto de ajo liofilizado y
extracto de ajo negro estdn combinados con farmacos antineoplasicos en la linea
HT-29. Esta combinacion mantiene el efecto citotoxico deseable sobre las células
tumorales, permitiendo reducir la 10 dosis del/los farmacos antitumorales de uso
habitual en la clinica y disminuyendo los efectos adversos (toxicos) de la
administracion rutinaria de dichos farmacos a las concentraciones estandar. Es
decir, adn faltaria valorar también el efecto coadyuvante para valorar el riesgo-

beneficio en el tratamiento antitumoral.
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Figura 14. Efecto de nanoparticulas de éxido de hierro funcionalizadas con extracto de ajo (NP
FesOs@TEOS@Ajo) sobre células HT-29 que fueron tratadas durante 24 h.
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Los resultados anteriores mostraron un efecto citotoxico dependiente de la
concentracion de los compuestos organosulfurados presentes en las nanoparticulas
ya que inhibieron el crecimiento celular, tanto en células de cancer de mama (MCF-
7) como en células de cancer de colon (HT-29). Adicionalmente este efecto generé
un cambio en cuanto a la morfologia e integridad de las células cancerigenas
(figuras 15-17). Las células MCF-7 tienen una morfologia poligonal con dimensiones
irregulares y tienden a formar grandes agregados tridimensionales multicelulares
gue pueden madurar hasta convertirse en formas esferoidales (figuras 15 y 16).
Esta morfologia caracteristica se puede observar en los controles y las
concentraciones mas bajas de las microfotografias 100X. A partir de 10 uyg/mL se
observaron agregados de nanoparticulas en forma de sedimentos, a medida que
aumentaron las concentraciones las células comenzaron a alterar su morfologia, se
volvieron morfol6égicamente distintas, con pérdida de la delimitacion membranal y
del contacto de célula a célula. Aunque no se observan diferencias visuales del
efecto morfologico con nanoparticulas funcionalizadas con y sin ajo, su viabilidad si
fue significativa. Las alteraciones morfolégicas y la reduccion del crecimiento de las
células MCF-7 han sido reportadas previamente por Modem et al. (2012), quienes
argumentaron que estan asociadas con una expresion alterada de la molécula de
adhesion celular (E-cadherina), las proteinas del citoesqueleto (citoqueratinas) y la
molécula de senalizacién asociada a la morfologia (B-catenina). Ademas, los datos
demuestran que el extracto de ajo inhibe la progresion del ciclo celular y contribuye
a la reduccién del crecimiento modulando los niveles de ciclina D1, PCNA, p2ly
p27.

Otro efecto comun en ambos ensayos fue la agregacion y precipitacion de
nanoparticulas. Al respecto Nikolova y Chavali., (2020) indican que debido a las
fuerzas de van-der-Waals, una mayor energia superficial y/o atraccion magnética,
las nanoparticulas de nanodxidos muestran una marcada tendencia hacia la
aglomeracion y cuando se usan en una concentracion de 1000 ppm, tienden a
formar agregados, alterando las funciones metabdlicas y por ende la capacidad

proliferativa de las células.
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Ademas, la funcionalizacion de NPs con extractos naturales, como el ajo, puede
influir en su estabilidad y comportamiento quimico. Sin embargo, a concentraciones
mas altas, incluso las NPs funcionalizadas pueden formar agregados, lo que
disminuye su area superficial efectiva y, por ende, su capacidad antioxidante y su
interaccion con sistemas bioldgicos también se vera alterado, incluyendo los
enzimaticos, lo cual también involucra interferencias con rutas metabdlicas. Aunque
no se encontraron estudios especificos sobre NPs de 6xido de hierro
funcionalizadas con extracto de ajo y su interaccion con sistemas enzimaticos, es
razonable inferir que la funcionalizacion con compuestos bioactivos del ajo podria
modificar estas interacciones. Los compuestos del ajo, como la alicina, poseen
propiedades antioxidantes y pueden influir en la actividad enzimatica. Por lo tanto,
la conjugacion de estos compuestos con NPs de 6xido de hierro podria potenciar o,
en algunos casos, inhibir funciones enzimaticas especificas, dependiendo de

factores como la dosis y el entorno biolégico.

En resumen, tanto la agregacion de las NPs a altas concentraciones como su
interaccién con sistemas enziméticos son factores criticos que determinan su
eficacia y seguridad en aplicaciones biomédicas y alimentarias. La funcionalizacion
con extractos naturales, como el ajo, puede ofrecer ventajas al modificar estas
interacciones, pero es esencial considerar las concentraciones utilizadas para evitar
efectos adversos. Es importante mencionar también que el proceso de esterilizacién
previo al uso de las nanoparticulas sobre las lineas celulares, pudo haber tenido un
impacto desfavorable sobre las propiedades fisicoquimicas de las nanoparticulas al
haber utilizado irradiacion y sonicaciéon en conjunto. Se ha demostrado ya en otros
estudios, que con frecuencia los procesos de esterilizaciébn pueden alterar las
propiedades fisicoquimicas de las nanoparticulas, la estabilidad del farmaco o
compuesto adherido, los perfiles de liberacion y la toxicidad (Bernal-Chavez et al.,
2021).
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200 pg/mL 300 pg/mL 400 pg/mL

Figura 15. Células MCF-7 tratadas con NP Fe3s04s@TEOS a diferentes concentraciones (100 X)

500 pg/mL
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400 pg/mL

Figura 16. Células MCF-7 tratadas con NP Fes04.@TEOS@Ajo a diferentes concentraciones (100 X)
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100 pg/mL

Figura 17. Células HT-29 tratadas con NP FesO4@TEOS@Ajo a diferentes concentraciones (100 X)
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7.5.2 Ensayo de citotoxicidad
El ensayo de viabilidad celular se realiza inicialmente porque ayuda a determinar si
las células en cultivo siguen vivas y funcionales después de la exposicion a una
sustancia. Este ensayo es importante para establecer el rango de concentraciones
de la sustancia que se evaluara en los siguientes ensayos, como el de citotoxicidad.
El ensayo de viabilidad permite identificar las concentraciones que son no téxicas o
subletales, lo cual es necesario para seleccionar las concentraciones adecuadas a
probar en los ensayos de citotoxicidad. En este sentido, se busca identificar una
concentracion que sea lo suficientemente alta como para causar un efecto
observable, pero no tan alta como para matar a las células, de modo que puedan

observarse dafos antes de la muerte celular (Adan et al., 2016; Khalef et al., 2024)

La figura 18 muestra el efecto de las NP Fe;O,@TEOS (barras negras) y NP
Fe;0,@TEOS@AJO (barras grises) sobre la viabilidad de células MCF-7, con
respecto a las diferentes concentraciones estudiadas (0.5-500 pug/mL). Se observa
un efecto dependiente de la concentracion. A concentraciones bajas (0.5 - 10
pMg/mL), la actividad celular se mantiene cercana al 100 %, sin diferencias
significativas con el control. A partir de 50 yg/mL, comienza a observarse una
reduccion en la viabilidad celular, que es mas pronunciada en el grupo tratado con
NP Fe;0,@TEOS@AJO. A concentraciones de 300 pg/mL, la viabilidad celular cae
por debajo del 50 %, indicando un efecto citotdxico metabdlico mas fuerte con 500
pMg/mL (36%), especialmente en la formulacion con extracto de ajo versus 67% sin
ajo, sugiriendo que los compuestos bioactivos del ajo, como la alicina y los
compuestos organosulfurados, contribuyen al efecto citotoxico. Los resultados se
compararon con resultados obtenidos por Kanagesan et al. (2013), en donde el
porcentaje de viabilidad celular disminuyd hasta tener un 36% de células vivas a

una concentracion de 400 pg/mL.

80



MTT MCF-7

150
B NP Fe;0, @TEOS

g . " NP Fe;04 @TEOS@AJO

¢ 1004 ° & abcacab b

o] he

g 2 d C c

2 50+ e N .

-

=

Concentracién de nanoparticulas de oxido de hierro { pg/mL)

Figura 18. Efecto de nanoparticulas de 6xido de hierro funcionalizadas con TEOS (NP
FesOs@TEOS) y extracto de ajo (NP Fes04s@TEOS@AJO) sobre células MCF-7 que fueron tratadas
durante 24 h.

El compuesto organosulfurado mayoritariamente presente es la alicina, la cual se
ha reportado que en la linea celular de MCF-7 inhibe la actividad de la telomerasa,
blogueando asi la proliferacién celular que finaliza en la muerte de las células en la
fase G1 o G2 del ciclo celular. Maitisha et al (2021) menciona que la alicina es
capaz de inducir la apoptosis en las células de cancer de mama MCF-7 mediante la

activacion de p53 y caspasa 3.

Ademas, se ha reportado que la toxicidad proveniente del hierro se debe a la
facilidad que tiene este metal de unirse al oxigeno y generar radicales hidroxilos con
capacidad inminente de peroxidar las membranas lipidicas celulares (Pérez et al.,
2005). Otro aspecto a considerar es que debido a las propiedades que presentan
las nanoparticulas de 6xido de hierro, como su tamafio hanométrico, su elevada
area superficial y su mayor reactividad, estas pueden atravesar las membranas
biologicas y barreras tisulares, causar estrés celular, y activar una serie de
reacciones capaces de inducir citotoxicidad potencial. El aumento de especies
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reactivas de oxigeno se puede ver alterada a altas concentraciones de
nanoparticulas de oxido de hierro y este aumento podria inducir la muerte celular
(apoptosis). En las células de cancer se ve alterado el equilibrio redox, elevandose
los niveles de ROS al grado que puede ser letal (Zhou, et al., 2020). También se ha
sugerido que el efecto antiproliferativo de la alicina se debe a la capacidad que tiene
la alicina para deplecionar de manera transitoria los depodsitos de glutation

intracelular (Redondo-Calvo et al., 2019).

De manera similar, la figura 19 muestra el porcentaje de viabilidad celular en células
HT-29 tratadas con NP Fe;O,@TEOS (barras negras) y con NP
Fe;0,@TEOS@AJO (barras grises) durante 24 h. Se observa una disminucion en
la viabilidad celular a medida que aumenta la concentracion de nanoparticulas, con
un efecto mas marcado en las células tratadas con NP Fe;O.@TEOS@AJO versus
con NP Fe;O0,@TEOS solo. La viabilidad celular disminuye significativamente a
partir de 100 yg/mL para ambas nanoparticulas. A 400-500 ug/mL, la viabilidad es
menor al 50 %, sugiriendo un posible efecto toxico, indicando que los compuestos

bioactivos del ajo pueden potenciar el efecto citotoxico.

MTT HT-29
150-
Bl NP Fe30,@TEOS
£ - NP Fes0, @ TEOS@AJO
S 100§ 27 e e,
g=} G . de
§ c % 1
2 504 - 1-1- 0.
=
=

Concentracidén de nanoparticulas de déxido de hierro { pg/mL)

Figura 19. Efecto de nanoparticulas de o6xido de hierro funcionalizadas con TEOS (NP
Fes04@TEOS) y extracto de ajo (NP Fez:04@TEOS@Ajo) sobre células HT-29 que fueron tratadas
durante 24 h.
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Estudios previos en lineas celulares de cancer colorrectal han demostrado que las
nanoparticulas funcionalizadas con extractos naturales pueden potenciar el efecto
antitumoral debido a la sinergia entre las nanoparticulas y los compuestos
bioactivos. Los compuestos presentes en los extractos de ajo, en particular sus
efectos anticancerigenos, han sido respaldados por datos clinicos y de laboratorio,
lo que sugiere su potencial para mejorar la eficacia del 5-fluorouracilo como farmaco
de primera linea en el tratamiento del cancer colorrectal (Ozalp y Sel, 2024).
Actualmente, segun el Instituto Americano de Investigacion del Cancer, el consumo
regular de ajo se asocia con un menor riesgo de cancer colorrectal (Jiang et al.,
2023).

Este efecto de las NP Fe;O,@TEOS@AJO, abre la puerta al uso de nuevos
tratamientos contra el cancer como la ferroptosis dirigida como mecanismo de
muerte celular programada, dependiente del hierro (ejemplo Fe2+) para la
generacion de ROS. Esta terapia se basa en reacciones de Fenton que son
reacciones redox entre el hierro (I) y el peréxido de hidrégeno (H2032). El perdxido
de hidrogeno atraviesa la membrana celular y reacciona con el hierro intracelular
(Fe?* y Fe®*) para producir radicales hidroxilos (OH*), (Zhou, et al., 2020, Abe, et al.,
2022). Después de que las nanoparticulas de 6xido de hierro atraviesan las
membranas hacia el interior de la célula, estas se degradan en iones de hierro por
hidrolisis enzimatica dentro de los lisosomas, el hierro libre en forma de iones
ferrosos (Fe?) son los que penetran la membrana mitocondrial y pueden reaccionar
con el perdxido de hidrogeno y el oxigeno presente en la mitocondria produciendo
de esta manera radicales hidroxilos altamente reactivos y iones férricos (Fe3*)
derivada de la reaccion de Fenton (Muranov, 2024). El hierro tiene la capacidad de
unirse al oxigeno libre y generar especies reactivas de oxigeno (ROS). Estos
compuestos son capaces de causar la peroxidacion de las membranas lipidicas
celulares y alterar la funcion mitocondrial, afectar la proliferacion o activacion de

procesos proinflamatorios, dafiando el ADN.
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7.5.3 Ensayo de migracion celular

La migracién celular al ser un indicativo de la motilidad celular, mide la capacidad
de las células tumorales an6malas para provocar metéstasis (Pijuan et al., 2019).
Seguido de los ensayos de proliferacion se realizé el ensayo herida con la finalidad
de conocer el efecto de cada tratamiento en la migracién celular sobre la linea
celular MCF-7, en funcion del tiempo. Cabe resaltar que se usaron las mismas
concentraciones que en los ensayos de proliferacion para cada tratamiento (figura
20).

Se observa un aumento en el % de cierre de herida con el tiempo, lo cual es
esperable en estudios de migracién celular. El control muestra la tasa de cierre
natural de las células. El extracto de ajo a 200 y 300 pg/mL no mostraron diferencias
estadisticas vs. control a lo largo del tiempo monitoreado (figura 20), logrando un
cierre completo a las 24 h, es decir que no presenté un efecto antimigratorio. Cabe
destacar que la migracion implica el movimiento local de las células tumorales en
los tejidos circundantes y metastasis es el proceso de diseminacién de células
tumorales a sitios distantes de su origen, donde pueden formar nuevos tumores.
Ambos procesos se dan en la progresion del cancer, pero la metastasis es un paso
mas avanzado y critico en el desarrollo de canceres mas agresivos y que implican
procesos de reprogramacion metabdlica. En el caso de las células tratadas con
TEOS (NP FesO4@TEOS) estas migraron ligeramente mas lento a partir de las 12
horas con respecto al control mostrando diferencias significativas (p < 0.05) en
ambas concentraciones (200 y 300 pg/mL), esto significa que éstas pueden
modificar la migracién dependiendo de su concentracion, siendo mayor a las 24 h.,

con la concentracion mas alta.
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CONTROL EA EA NP Fe;0,@TEOS

NP Fe;0,@TEOS@Ajo NP Fe;0,@TEOS@Ajo
(200 pg/mL) (300 pg/mL) (200 pg/mL)

(200 pg/mL) (200 pg/mL)

NP Fe,0,@TEOS
(300 pg/mL

Figura 20. Efecto de nanoparticulas de 6xido de hierro funcionalizadas con TEOS (NP Fez04@TEOS) y nanoparticulas funcionalizadas con
extracto de ajo (NP FesOs@TEOS@A|jo) y extracto de ajo hidroalcohdlico (EA) sobre la migracién celular de células MCF-7
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Figura 21. Efecto de nanoparticulas de o6xido de hierro funcionalizadas con TEOS (NP
FesO4@TEOS) y nanoparticulas funcionalizadas con extracto de ajo (NP FesO4@TEOS@Ajo) y
extracto de ajo hidroalcohdlico (EA) sobre la migracién celular de células MCF-7

Por su parte, las MCF-7 tratadas con nanoparticulas de 6xido de hierro
funcionalizadas con TEOS y extracto de ajo (NP FesOs@TEOS@AJO) en ambas
concentraciones (200 y 300 pg/mL) registraron una disminucion en la migracion

celular notable a partir de las 6 h de exposicion con respecto al control y esta

diferencia fue estadisticamente significativa (p < 0.05) (figura 21). Con respecto al
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tiempo se observo un efecto antiproliferativo ya que a las 24 horas de exposicion la

herida permanecio abierta.

Lee et al. (2015) evaluaron el efecto de la alicina sobre la migracion celular
especificamente mediante la supresion de la VCAM-1 en lineas celulares de cancer
de mama (MCF-7 y MDA-MB-231). La alicina inhibié la expresion de VCAM-1
mediada por TNF-a mediante el bloqueo de las vias de sefializacion de ERK1/2 y
NF-kB, evitando la invasion y metastasis en células de cancer de mama (MCF-7).
Ademas, la alicina alter6 la expresion de NF-kB y ER-a y suprimio la activacion de
ERKZ1/2 inducida por TNF-a..

La VCAM-1 participa activamente en la progresion y migracion tumoral en cancer
de mama). La VCAM-1 se expresa en y une leucocitos capaces de expresar a 4
integrinas que favorecen el proceso de metastasis (Lee et al., 2015). Las integrinas
son proteinas compuestas por 18 subunidades a y 8 B que se unen a las proteinas
de la matriz extracelular, facilitando la adhesion de células epiteliales a la membrana
basal (Haake et al., 2024). Esta adhesion ocurre a través de mecanismos
dependientes e independientes de la matriz extracelular. Las integrinas pueden: a)
inhibir el fenotipo del cancer, o b) promover el desarrollo, crecimiento e invasion
(Haake et al., 2024). Por lo tanto, se requiere dilucidar los mecanismos de
sefializacion involucrados en la inhibicion de cierre de herida por parte de las NP
Fes0O4s@TEOS@AJO.
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8.

Conclusiones

Las nanoparticulas de oxido de hierro funcionalizadas con extracto de ajo
presentaron actividad antioxidante limitada y sélo a bajas concentraciones de
12.5% como efecto antirradical con DPPHe+ y de 17.3% con ABTSe+.

La inhibicidon de la enzima a-glucosidasa con diversas concentraciones de
NP FesO4s@TEOS@Ajo fue significativamente mas alta a las
concentraciones mas pequefias (5 ug/mL), es decir un efecto dependiente de
la concentracion, pero inverso, es decir a menores concentraciones mayor
efecto y viceversa.

Las NP FesO4s@TEOS@Ajo inhibid la ECA de manera dependiente de la
concentracion. A concentraciones elevadas (200-400 ug/mL), la inhibicién es
significativa de 60% de inhibicion a 400 dependiente de la concentracion. A
concentraciones elevadas (200-400 pg, aunque menor que la del captopril,
de 95% con 10 pg/mL).

Salmonella enterica Typhimurium fue la bacteria mas susceptible al extracto
de ajo, ya que requiere las concentraciones mas bajas para su inhibicion y
eliminacién. En contraste, Staphylococcus aureus mostré6 la mayor
resistencia, necesitando el doble de concentracion en comparacién con
Escherichia coli y aproximadamente 16 veces mas que Salmonella. Todos
los microorganismos mostraron sensibilidad al extracto de ajo siendo mayor
el efecto en Salmonella que en E. coli, y en especial S. aureus que fue la
resistente.

Las nanoparticulas de 6xido de hierro funcionalizadas con extracto de ajo no
presentaron efecto antibacteriano en ninguna de las cepas evaluadas.

Las nanoparticulas de oxido de hierro sin funcionalizar mostraron baja
inhibicién de la viabilidad en células MCF-7 y HT-29 en el rango de
concentraciones evaluadas.

Las nanoparticulas de 6xido de hierro funcionalizadas con TEOS y extracto

de ajo tienen un efecto citotoxico dependiente de la concentracion en células
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MCF-7 (ICso de 313.2 ug/mL) y HT-29 (ICs, de 408.6 pug/mL) en comparacion
con NP Fe;O,@TEOS solas.

Las nanoparticulas de oxido de hierro funcionalizadas con TEOS y extracto
de ajo tuvieron un efecto citotoxico dependiente de la dosis mas pronunciado
en células MCF-7 que en HT-29.
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9. Perspectivas

Determinar el potencial Z de las NP Fe;O,@TEOS ajo, previo a su

evaluacion en cada una de las pruebas biolégicas.

e Optimizar las determinaciones enzimaticas mediante la evaluacion de
concentraciones en el orden nanomolar.

e Realizar la citotoxicidad de las NP Fe;O,@TEOS ajo en fibroblastos para
valorar su toxicidad en células sanas.

e Desarrollar cultivos 3D como una nueva metodologia para las evaluaciones
nanotoxicolégicas.

e Optimizar las condiciones de uso de las NP Fe;0O,@TEOS como

coadyuvante en la terapia de hipertermia en cancer de mamay colon.
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