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Resumen

La presente idonea comunicacion de resultados de la Maestria en Ciencias e Ingenieria de
Materiales se centra en el estudio del efecto de flavonoides encapsulados en una red metal
organica de magnesio (MOF-Mg) sobre el estrés oxidativo celular. El estrés oxidativo surge
del aumento de especies reactivas de oxigeno (ROS), lo que conduce a dafios en biomoléculas
y contribuye al desarrollo de diversas enfermedades, como las cardiovasculares, el cancer y
las neurodegenerativas. Los flavonoides (Flv), especificamente la quercetina (Quer) y la
catequina (Cat), son compuestos polifenolicos conocidos por su capacidad antioxidante, pero
su eficacia terapéutica por via oral esta limitada por su baja estabilidad y biodisponibilidad.
Para superar estos desafios, se propuso el uso de una MOF a base de magnesio como
excipiente, bajo la hipotesis de que esta red metal orgdnica aumentaria la estabilidad de los
flavonoides y permitiria una liberacion gradual, mejorando asi su absorcion en el organismo
y su efecto protector. El magnesio (Mg) es un metal alcalinotérreo biodisponible esencial en
mas de 300 procesos enzimaticos y funciones vitales. La metodologia incluy¢ la sintesis de
la MOF-Mg (MOF-74) y la preparacion de los complejos Flv-Mg, ademas de la adsorcion de
Quer y Cat en la red. La caracterizacion estructural y funcional se realizé6 mediante DRX,
FTIR, DLS, MET y RMN. La capacidad méaxima de adsorcion obtenida fue de 9.60 mg de
Query 20.5 mg de Cat por cada 100 mg de MOF. Los ensayos de liberacion de Flv se llevaron
a cabo en PBS (pH 7.4) a 37 °C. La cinética de liberacion se ajusté mejor al modelo de
Korsmeyer-Peppas (R* = 0.9225 para Quer), con un exponente de liberacion (n < 0.5) que
indica un mecanismo controlado por difusion gradual a través de los poros de la MOF.
Finalmente, la evaluacion citotoxica en la linea celular HeLa demostro una alta
biocompatibilidad de la MOF-Mg. Después de 72 h de incubacion, los materiales MOF-
Mg/Quer y MOF-Mg/Cat mostraron porcentajes de proliferacion ligeramente mayores al
100% (107.90 % y 117.84 % respectivamente). Estos resultados sugieren que la formulacién
basada en MOF-Mg logra una liberacion prolongada de los flavonoides, lo que puede
aumentar su efecto protector antioxidante y su viabilidad celular.

Abstract

This communication of results from the Master's Program in Materials Science and
Engineering focuses on the study of the effect of flavonoids encapsulated in a magnesium
metal-organic framework (MOF-Mg) on cellular oxidative stress. Oxidative stress arises
from an increase in reactive oxygen species (ROS), leading to damage to biomolecules and
contributing to the development of various diseases, such as cardiovascular diseases, cancer,
and neurodegenerative diseases. Flavonoids (Flv), specifically quercetin (Quer) and catechin
(Cat), are polyphenolic compounds known for their antioxidant capacity, but their therapeutic
efficacy via oral administration is limited by their low stability and bioavailability. To
overcome these challenges, the use of a magnesium-based MOF as an excipient was




proposed, under the hypothesis that this metal-organic framework would increase the
stability of the flavonoids and allow for gradual release, thus improving their absorption in
the body and their protective effect. Magnesium (Mg) is a bioavailable alkaline earth metal
essential in more than 300 enzymatic processes and vital functions. The methodology
included the synthesis of the Mg-MOF (MOF-74) and the preparation of the Flv-Mg
complexes, as well as the adsorption of Quer and Cat onto the network. Structural and
functional characterization was performed using XRD, FTIR, DLS, TEM, and NMR. The
maximum adsorption capacity obtained was 9.60 mg of Quer and 20.5 mg of Cat per 100 mg
of MOF. Flv release assays were carried out in PBS (pH 7.4) at 37 °C. The release kinetics
best fit the Korsmeyer-Peppas model (R? = 0.9225 for Quer), with a release exponent (n <
0.5) indicating a mechanism controlled by gradual diffusion through the MOF pores. Finally,
cytotoxicity testing in the HeLa cell line demonstrated high biocompatibility of the MOF-
Mg. After 72 h of incubation, the MOF-Mg/Quer and MOF-Mg/Cat materials showed
slightly higher proliferation rates than 100% (107.90% and 117.84%, respectively). These
results suggest that the MOF-Mg-based formulation achieves prolonged release of the
flavonoids, which may enhance their antioxidant protective effect and cell viability.
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Capitulo 1

Marco teorico
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1. Estres oxidativo

El oxigeno es fundamental en procesos vitales como la respiracion celular, pero puede
generar especies reactivas de oxigeno (ROS) que presentan efectos benéficos o patologicos
en el organismo. Son moléculas que contienen oxigeno y son altamente reactivas, debido a
la presencia de un electron desapareado. Estas especies pueden ser el anion superdxido,
peroxilo, hidroxilo, radical 6xido nitrico, oxigeno singlete, peroxido de hidrogeno, entre otros
(Flores, 2021). Se generan principalmente por células del sistema inmune como neutréfilos
y macréfagos, células endoteliales, monocitos cardiacos y tejido tiroideo, mediante diferentes
mecanismos, pero el mas importante es el de la ruta de fosforilacion oxidativa dentro de la
mitocondria, ya que aqui se lleva a cabo la respiracion celular y generacion de ATP (trifosfato
de adenosina). También pueden actuar como mensajeros redox y sefales celulares para la
regulacion de procesos fisiologicos como la respuesta inmune, la proliferacion celular y la
apoptosis. Fuentes exdgenas como la exposicion a metales pesados, infecciones, exposicion
a radiacion, herbicidas, drogas, quimicos o contaminacién ambiental también son
responsables de su produccion (Ortiz Escarza & Medina Lopez, 2020).

En los ultimos afios, se han asociado las ROS con el estrés oxidativo, el cual consiste en un
aumento de la produccion de estas especies dando lugar a diferentes enfermedades o
padecimientos, por ejemplo, pueden provocar dafios a biomoléculas de importancia como el
ADN, proteinas, lipidos y carbohidratos, causando un desequilibrio que conduce a dafios
celulares y contribuye al desarrollo de enfermedades cardiovasculares, neurodegenerativas,
cancer, envejecimiento, asma, artritis, diabetes, parkinson, la enfermedad inflamatoria
intestinal y alteraciones a nivel genético. Para contrarrestar estos efectos, el cuerpo humano
posee antioxidantes enddgenos, como enzimas antioxidantes, las cuales actian por diferentes
mecanismos para bloquear la produccion de radicales libres o convertirlos en productos
menos toxicos. Entre estas, la catalasa tiene un papel importante para descomponer al
hidroper6xido de hidrogeno y tiene resistencia a la toxicidad y al dafio oxidativo,
encontrandose en mayor abundancia en el higado (Flores, 2021). Otros antioxidantes
endogenos también son el glutation y la vitamina C. Ademas, se pueden obtener antioxidantes
exdgenos, a través de la dieta, como las vitaminas A, C y E, zinc, selenio y los flavonoides,
los cuales se pueden encontrar en una gran variedad de alimentos y actualmente hay
medicamentos que los emplean como sustancia activa para el tratamiento de diferentes
enfermedades (Ortiz Escarza & Medina Lopez, 2020). Diversos estudios han demostrado que
los antioxidantes juegan un papel importante en la prevencion y/o disminucion de dafos de
enfermedades. Por ejemplo, en enfermedades cardiovasculares ayudan a prevenir el progreso
de las ROS y en el cancer ayudan a la eliminacion de estas especies.

2. Flavonoides (Flv)

Los flavonoides (Flv) son compuestos naturales polifendlicos que se pueden encontrar de
forma natural en una gran variedad de alimentos. Se componen de 15 atomos de carbono en
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la forma Cs-C3-Ce, los cuales se pueden encontrar en dos anillos de benceno (A y B) unidos
por un anillo de pirano C, como se muestra en la Figura 1. En la naturaleza se pueden obtener
diversos patrones de sustitucion de sus anillos aromaticos y estos dan lugar a mas de 4000
flavonoides que se clasifican en catequinas, flavanonas, isoflavonas, flavonoles, flavonas y
antocianinas (Ghosh, et al,, 2015). Estos compuestos se pueden consumir a través de la dieta
diaria, ya que el ser humano no puede sintetizarlos de forma natural y la ingesta de estos en
los humanos es de unos cuantos miligramos por dia. Al ser consumidos, se absorben a través
del estdbmago y el intestino delgado y son metabolizados en el higado y la mucosa intestinal,
para finalmente ser excretados a través de la orina y heces (Ghosh, et al., 2015).

Figura 1. Estructura basica de los flavonoides.

Los flavonoides tienen efectos terapéuticos, por ejemplo, ayudan a la prevencion de
enfermedades, ya que actian como anticancerigenos, antinflamatorios, antialérgicos,
antivirales, neuroprotectores, cardioprotectores, antimutagénicos, entre otras. En la Figura 2
se muestra la clasificacion de los flavonoides, sus fuentes de obtencion y algunos beneficios
en la salud.

Flavonoides
I

| | Clasificacion | [

Flavonoles Flavanoles Isoflavonas  Antocianinas

Actividad

’ . Reduccién de Actividad Actividad
antun.ﬂamatorla, riesgo antiviral, antioxidante,
a|.1t|tumor’al., cardiovascular anticancerigeno, antiinflamatoria y
antihemorragica y desarrollo de bactericiday problemas de
y antirreumaética cancer antimicética visién
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Figura 2. Clasificacion de flavonoides, donde los sustituyentes Ri, R y R3 pueden ser
hidrégeno, grupo hidroxilo, metoxi, glicésido, alquilo o arilo. (Gutiérrez-Venegas, 2018).

Quercetina

La quercetina (3,3,4,5,7-pentahidroxiflavona) es un so6lido de color amarillo con alta
solubilidad en lipidos, éter y metanol, solubilidad media en etanol, acetona, piridina y acido
acético e insoluble en agua. Su férmula quimica es CisH1007 y tiene un peso molecular de
302.23 g/mol. Est4d formada por la estructura bésica de los flavonoides mas cinco grupos
hidroxilo (-OH) ubicados en las posiciones 3, 3°, 4, 5 y 7. Forma parte del grupo flavonol y
es considerado el flavonoide mas abundante en la naturaleza. Se puede encontrar de forma
natural en frutas, verduras, algunas semillas, plantas medicinales como satico americano y
ginkgo, y también da coloracion a varias flores (PubChem, S.F.). Con el software Avogadro
se dibujo la molécula que se muestra en la Figura 3a y se determiné el tamafio molecular
obteniendo una longitud de 12.1 A y ancho de 9.3 A.

Catequina

La (+)-catequina (flavan-3-ol) es el (+)-enantidmero de la catequina y es un antioxidante
natural. Es un sélido de color naranja palido y, al igual que la quercetina, tiene baja
solubilidad en agua y solubilidad media en metanol y etanol. Su férmula quimica es C15sH14O¢
y tiene un peso molecular de 290.27 g/mol. En las posiciones 3, 5, 7,4’ y 5’ de la estructura
basica se encuentran los -OH. Forma parte de los flavanoles y se encuentra de forma natural
en frutas como uvas, ardndanos, fresas, manzanas, cerezas, grosellas e infusiones. Este
flavonoide posee beneficios para el tratamiento de cancer, trastornos neurologicos y
enfermedades cardiovasculares (Galan, 2025). En la Figura 3b se muestra la estructura
quimica dibujada en el programa de Avogadro, con una longitud maxima de 11.9 A y ancho
de 8.0 A.

Figura 3. Moléculas de a) quercetina y b) catequina.

Los beneficios que ofrecen estos compuestos los ha hecho importantes en el tratamiento de
una lista larga de enfermedades, ayudan a mejorar los niveles de azicar en la sangre,
disminuyen la presion arterial al disminuir los niveles de ROS y asi también se disminuye el
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estrés oxidativo, lo que provoca estrés en las células dando lugar a diferentes enfermedades.
Actualmente, estos compuestos han sido foco de atencidon en investigaciones relacionadas
con el tratamiento de enfermedades, ya que son muy abundantes en la dieta diaria y como se
ha mencionado, presentan efectos beneficiosos, lo que ha incentivado el consumo frecuente
de alimentos ricos en Flv. Sin embargo, es necesario saber cudl es la ingesta diaria
recomendada. De acuerdo con Ortiz, et al, (2024), estudios realizados a nivel mundial
mencionan que la ingesta promedio de flavonoides debe de ser de 626 mg/dia. De acuerdo
con datos obtenidos de la encuesta nacional de salud y nutricion (ENSANUT) en México, se
obtuvo que la poblacion mexicana, especificamente en Puebla (lugar en el que se realizo este
estudio), carece de una dieta rica en frutas, verduras, cereales y leguminosas ricos en estos
compuestos y la alimentacion se basa mas en botanas, comida rapida, postres y dulces.
Debido a estos resultados obtenidos es mas ldgico entender por qué en este pais existen
enfermedades como la diabetes, hipertension, problemas cardiovasculares, asma y
principalmente obesidad (Ortiz, et al, 2024). Otros datos reportados mencionan que la ingesta
diaria de estos compuestos por medio de la dieta es de 50 a 800 mg/ dia. A continuacién, se
mencionan la cantidad de flavonoides totales en algunos alimentos: por ejemplo, en la cebolla
se pueden encontrar 40 mg/100 g, el té verde contiene aproximadamente 200 mg/100g, la
manzana de 6 a 10 mg y una naranja 10 mg (Carlsen, et al., 2010). La biodisponibilidad es
un factor importante que ayuda a determinar sus efectos bioldgicos, sin embargo, factores
como su estructura quimica, absorcion y pH en el tracto gastrointestinal, metabolismo
hepatico, distribucion, eliminacion en el organismo, edad, estado de salud e interaccion con
otros medicamentos, pueden afectar su estabilidad y actividad biolodgica.

El importante interés en estos compuestos radica en su capacidad de eliminar radicales libres,
sin embargo, es importante mencionar que este poder antioxidante depende de la posicion y
el nimero de grupos hidroxilo presentes en su estructura (Eleftherios, ef al., 2021). Como se
menciond en la seccion de estrés oxidativo, las ROS en el organismo surgen a partir de
diversos procesos fisioldgicos y su aumento da lugar a diferentes patologias. La capacidad
de los Flv de formar complejos con iones metalicos ha generado un interés en el d&mbito
cientifico e industrial, debido a su mejoramiento en bioactividad y efectos farmacologicos
(Tulian, et al., 2023). La quelacion con distintos metales es una de sus muchas caracteristicas
y de las mas importantes por su impacto en el aumento de accion farmacologica.

2.1. Complejos con iones metdlicos

La quercetina es uno de los flavonoides mas comunes que se puede encontrar de forma
natural en distintos alimentos y gracias a sus tres posibles sitios de quelacion 3-hidroxi-4-
carbonilo, 5-hidroxi-4 carbonilo y catecol, es muy eficaz para la formacion de quelantes con
metales como el Cu (II), Fe (II), Zn (II), Al (IIT), Co (II), entre otros.

Como se menciono, las catequinas pertenecen a la categoria de flavonoles y se encuentran en
concentraciones abundantes en una variedad de frutas, verduras, semillas y bebidas vegetales.
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Se puede encontrar en mayor abundancia en hojas de té verde, hojas de jara, habas, vino,
fresas y uvas (Ilulian, et al., 2023).

De acuerdo con estudios reportados como el de Ghosh, ef al., (2015) e Iulian, ef al., (2023),
la quelacion de los flavonoides con metales puede cambiar su actividad antioxidante y efectos
biologicos de forma positiva, debido a que al usarse como ligandos orgéanicos su actividad
bioldgica aumenta cuando se coordinan o unen a iones metalicos gracias a su capacidad de
aceptar radicales libres. Debido a la presencia de los grupos funcionales carbonilo e
hidroxilo, estos compuestos pueden ser quelados por los iones metalicos, principalmente
empleando sales de metales de transicion, los cuales tienen un papel importante de forma
natural en el organismo.

3. Magnesio (Mg)

El magnesio (Mg) es un metal alcalinotérreo y el segundo mineral mas abundante dentro del
organismo. Tiene gran importancia en funciones vitales como la regulacion de las
contracciones musculares, la sintesis de dacido ribonucleico (ARN) vy dacido
desoxirribonuncleico (ADN), la regulacion de la presion arterial, el metabolismo de la
insulina, proteinas, lipidos y carbohidratos, el correcto funcionamiento del sistema nervioso
e inmunitario y, ademads, participa en mas de 300 procesos enzimaticos (Aparna & Rajitha,
2023). Dentro del organismo existe una distribucion de este metal, aproximadamente el 65%
forma parte del sistema 6seo, el 34 % intracelular y solo el 1 % es extracelular que
corresponde a suero y globulos rojos. La importancia fisiologica que tiene este metal se debe
a la capacidad de quelarse con ligandos anidnicos como es el trifosfato de adenosina (ATP)
y por su competencia con el calcio (Ca) para unirse a proteinas y membranas. Debido a esta
competencia con el Ca ayuda a que haya una concentracion baja de iones de Ca dentro del
organismo, importante para la funcion adecuada de procesos celulares (Aparna & Rajitha,
2023).

La deficiencia del Mg o la hipomagnesemia estd estrechamente relacionada con efectos
negativos en la salud. Por ejemplo, las personas con una deficiencia de este metal en el
organismo pueden experimentar calambres musculares, fatiga, debilidad, problemas
cardiovasculares, cambios en el estado de animo como irritabilidad, ansiedad o depresion,
dolores de cabeza o migrafias, sensacion de hormigueo en extremidades, y osteoporosis
(Pelczynska, et al., 2022). En procesos celulares su deficiencia afecta de forma directa a la
produccion de ATP, importante para actividad neuronal, estabilidad y viscosidad de la
membrana celular (Aparna & Rajitha, 2023). La deficiencia se relaciona con el bajo consumo
de Mg por medio de la dieta. También, la exposicion a problemas ambientales y agronomicos
disminuyen su disponibilidad en la cadena alimentaria. En el articulo de Pelczynska, ef al.,
(2022) se menciona que, de acuerdo con la encuesta Nacional de Salud y Nutricion, las
concentraciones de Mg en el suero (concentraciones sé€ricas) son bajas en mas del 30% de la
poblacion adulta en México. La recomendacion de ingesta va a depender de la edad. Para
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nifos se estima una ingesta de 80-130 mg/dia, para adolescentes de 240-410 mg/dia y para
adultos de 320 a 410 mg/dia.

Este ion tiene otras funciones como propiedades antioxidantes, vasodilatadoras y
antiinflamatorias. E1 Mg es un ion biodisponible de gran importancia dentro del organismo
ya que ayuda al correcto funcionamiento de procesos fisiologicos y celulares, y, ademas, al
ser administrado de forma exdgena muestra beneficios para disminuir el riesgo de padecer
enfermedades neurologicas y psiquiatricas como ansiedad, depresion, ataques de panico,
migrafias, epilepsia, Alzheimer y deterioro cognitivo. También, Rojas Pérez, et al., (2019)
reporta que se emplea sulfato de magnesio como agente neuroprotector para la prevencion
de convulsiones maternas durante la preeclampsia. Es indispensable en el metabolismo
energético, funcion cardiorrespiratoria y trabajo muscular, por lo que es empleado en
suplementos alimenticios para mejorar los pardmetros de rendimiento en ejercicios aerobicos
y anaerobicos (Gil de Antufiano, et al, 2019). También, se emplea como farmaco en
obstetricia, cardiologia, tratamiento de dolor, anestesia y neumologia. Este metal desempefia
un papel importante en el organismo y sus propiedades farmacologicas siguen siendo un
objeto de estudio en el ambito médico y farmacolégico.

3.1. Formacion de complejos con Flv

Los Flv han despertado gran interés en los ultimos afos debido a su actividad farmacologica,
efectos antioxidantes, eliminacion de radicales libres y formacion de quelatos con iones
metalicos como el Mg. Estas propiedades los hacen ttiles como protectores y son de interés
en la industria farmacéutica para la fabricacién de medicamentos eficaces para el tratamiento
de enfermedades.

En un articulo publicado por Chen, et al., (2016), utilizaron (+)-catequina (Cat) para la
fabricacion de nanoestructuras transportadoras de 4acido ribonucleico de interferencia
(ARNi), esto debido a que este flavonoide genera menos efectos secundarios en la
quimioterapia en comparacion con otros medicamentos empleados en este tratamiento. El
ARNI ayuda a la inhibicion de la expresion de genes que desempefian papeles importantes
en la supervivencia y progresion de células cancerosas, sin embargo, si entra solo al torrente
sanguineo es destruido por las nucleasas y ademés no puede atravesar las membranas
plasmaticas de las células para una inactivacion génica eficaz. Debido a esto, es necesario el
uso de un vehiculo portador para que esta molécula no sufra dafios al entrar al organismo.
Segtin informes, la combinacion de fAdrmacos con genes es una tecnologia emergente en el
tratamiento contra el cancer. Actualmente se han empleado vehiculos como Au/Co o Au/Ni
y silice, pero no son biodegradables. Otros vehiculos empleados son los polimeros
biodegradables como el 4cido polilactico-co-glicélico (PLGA), pero producen un pH bajo
perjudicial para las células y también se necesitan dosis altas de portadores de firmacos/genes
para tener un tratamiento eficaz, lo que puede causar una toxicidad en tejidos normales y
células (Chen, et al., 2016).
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Para evitar el uso de portadores de genes o farmacos que dafien a las células y disminuir los
efectos secundarios, Chen, et al., (2016) empled catequina para la fabricacion de
nanoparticulas con iones de magnesio (Mg). El magnesio es biocompatible, ya que es
necesario para el ser humano y muchos procesos celulares. Ademas, este metal actia como
protector en la terapia contra el cancer. La catequina tiene la capacidad de formar quelantes
con iones metalicos, inhibe el crecimiento celular e induce a la apoptosis de algunas células
cancerosas. Debido a que este flavonoide exhibe propiedades preventivas contra el cancer y
el Mg tiene efectos beneficiosos en la salud, en este articulo se planted la hipotesis de que
nanoparticulas de Mg(Il)-Cat se pueden emplear como portadores de ARNi dirigidos a
oncogenes y Mg(Il)-Cat/ARNi puede presentar efectos beneficiosos en terapia contra el
cancer. Los autores concluyen que las nanoparticulas de Mg(II)-Cat son estables y buenos
portadores de ARNi para la terapia contra el cancer.

Ghosh, et al., (2015), realiz6 el estudio de la actividad antioxidante del complejo quercetina-
magnesio. Como se menciond anteriormente, este flavonoide cuenta tres posibles sitios de
unién para formar quelantes con iones metalicos. La union de estos compuestos fenolicos
puede aumentar su actividad antioxidante y efectos bioldgicos, sin embargo, su actividad
antioxidante depende mucho de su estructura molecular. El estudio de la actividad
antioxidante se hizo mediante el método de eliminacion de radicales 2,2-difenil-1-
picrilhidrazilo (DPPH). De acuerdo con los resultados obtenidos, la actividad antioxidante
del flavonoide depende de las posiciones y el nimero de -OH presentes en su estructura. El
complejo con el ion metalico presentd una mejor actividad en comparacion con el flavonoide
puro. Esto indica que, al formar quelantes con iones metalicos, las propiedades antioxidantes
del flavonoide cambian significativamente.

Los complejos de Flv-Mg no solo ofrecen efectos terapéuticos para el tratamiento de
enfermedades, sino también se pueden emplear como excipientes activos en formulas
farmacéuticas, por ejemplo, las nanoparticulas de Mg(Il)-Cat se emplearon como transporte
del ARNI en el tratamiento de cancer. Sin embargo, existen diferentes factores como la via
de administracion, pH, metabolismo, edad, peso, factores genéticos, entre otros que pueden
afectar su biodisponibilidad y eficacia terapéutica.

4. Excipientes para el transporte de farmacos

Un excipiente se define como una sustancia aparte del principio activo, que se encuentra en
forma de dosificacion, y el cual se ha evaluado de forma apropiada en cuanto seguridad y se
incluye en el suministro de fArmacos para ayudar a su procesamiento o manufactura con el
fin de mejorar su estabilidad, biodisponibilidad durante el almacenamiento y aceptabilidad
por el paciente (Villafuerte, 2011). Las diferentes vias de administracion de farmacos
incluyen las vias sublingual, rectal, parenteral (intravenosa, intramuscular, subcutaneo e
intradermal), topica, inhalatoria, intranasal, intravaginal, intracervical y oral. La via oral es
la més popular gracias a su facilidad de ingestion, alta adherencia al tratamiento y amplia
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variedad de farmacos disponibles (Patel, et al.,2020). La mayoria de los medicamentos
contienen excipientes y pueden ser de origen bioldgico, mineral o sintético, y se emplean
para mejorar diversas caracteristicas del medicamento, como la compresion, la estabilidad,
la desintegracion, la apariencia y la biodisponibilidad (Elder, et al/, 2016). La Tabla 1
proporciona una revision bibliografica de los diferentes excipientes utilizados en la industria

farmacéutica para la preparacion de medicamentos de via oral.

Tabla 1. Excipientes empleados para transportar medicamentos.

Excipiente

Resumen

Referencia

Celulosa
microcristalina (CMC)

La CMC es un polimero natural que
se emplea en la industria farmacéutica
como aglutinante para la fabricacion
de tabletas orales y se caracteriza por
su  buena  compresibilidad vy
compactibilidad.

Zhao Haiyue, et al.,2022

Lactosa

La lactosa es el carbohidrato mas
importante de la leche de mamiferos
y es empleada en la fabricacion de
comprimidos mediante compresion
directa, granulacion humeda vy
granulacion seca. Es un excipiente
seguro, natural, soluble en agua lo que
ayuda a la humectabilidad y
liberacion del farmaco.
Aproximadamente entre el 60y 70 %
de preparaciones farmacéuticas
contienen lactosa (Chuting, et al,
2023).

Chuting Shi, et al., 2023

MOF MIL-100 (Fe)

Se empleo la MOF MIL-100 (Fe) para
el almacenamiento del medicamento
anticancerigeno metotrexato. Esta
MOF presento6 un alto potencial en el
encapsulamiento del farmaco,
haciéndola un candidato para terapias
antitumorales multimodales.

Abugafy, et al., 2023

5. Redes metal organicas (MOF)

Las redes metal orgénicas (MOF), son cumulos formados por iones metalicos unidos con
moléculas organicas por enlaces de coordinacion, forman estructuras cristalinas altamente
porosas con elevada versatilidad estructural, diferentes tamafios de poro, estabilidad térmica
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y flexibilidad estructural, dando lugar a estructuras uni, bi y tridimensionales (Sorribas &
Téllez, 2016). Se pueden generar modificaciones en su estructura introduciendo distintos
grupos funcionales y junto con su estabilidad térmica y flexibilidad estructural son una
opcion viable en aplicaciones biomédicas como la administracion de farmacos o en
resonancia magnética (Sorribas & Téllez, 2016). La variabilidad en el tamafio de poro y las
areas superficiales de las MOF favorece la encapsulacion de farmacos, mientras que su
flexibilidad estructural da lugar a una adaptacién de forma, tamafio y funcionalidad de las
moléculas del farmaco (Dimitrios, et al., 2020). Entre este tipo de materiales se encuentra las
MOF-74, que incluye una variacion de centros metalicos como Zn, Cu, Ni, Co, Mn, Fe y Mg.
Dependiendo del centro, exhibe diferentes propiedades. Los centros metéalicos en esta MOF
se encuentran disponibles en la dieta diaria, por lo tanto, son biocompatibles para el
organismo. Esto hace que la MOF-74 sea un candidato prometedor como posible portador de
farmacos. Existen estudios sobre el uso de este material para la liberacion de farmacos, por
ejemplo, Lawson, et al., (2021) emplearon la MOF-74 para cargar el medicamento
ketoprofeno, el cual se emplea en el tratamiento del dolor osteoporotico, inflamacion y
pérdida 6sea. Los autores reportan una liberacion controlada de este medicamento y el Mg.
Ademas, los estudios in vitro realizados muestran que el farmaco reduce de forma
significativa la expresion de los genes relacionados con el dolor osteopordtico (Ge, ef al.,
2021).

5.1. Biocompatibilidad y toxicidad

La sintesis de las MOF se puede realizar empleando componentes biocompatibles con un
perfil farmacocinético adecuado; ademas, su area superficial y el tamafio de poro garantizan
una capacidad de carga alta de farmacos para una administracion optima en el tratamiento de
enfermedades. De acuerdo con Singh, et al., (2021), estos materiales ofrecen liberacion
controlada en condiciones acidas, haciéndolos ideales para la administracion de farmacos.
Las MOF deben ser lo suficientemente estables para poder administrar la molécula de interés
y también deben de degradarse y eliminarse con facilidad del organismo sin generar
bioacumulacién. La toxicidad de las MOF dependerd de factores como la cinética,
degradacion, acumulacion en los tejidos, eliminacion del organismo y biodistribucion. Las
MOF que se emplean en aplicaciones biomédicas, generalmente tienen centros metalicos
biocompatibles con el organismo como el hierro, magnesio y zinc. Estos metales son
seleccionados en funcion al nivel de toxicidad a la dosis letal y dosis diaria de metales. De
acuerdo con estudios realizados la dosis letal media es la cantidad del compuesto que mata a
la mitad de la poblacidon dada después de un tiempo especifico. Singh, et al., (2021), reporta
que, de acuerdo con resultados experimentales en ratas, metales como Ca, Mg, Fe, Zr son
centros metalicos apropiados para la sintesis de MOF biocompatibles. Otro factor que influye
en el uso de estos metales es su dosis diaria, ya que el ser humano necesita ciertos metales en
mg/dia.
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Para los ligandos orgénicos, existe una variedad de ellos para la obtencion de MOF y se
clasifican en exdgenos y enddgenos. Los exdgenos no se encuentran de forma natural dentro
del organismo y debido a esto es importante que se puedan excretar o metabolizar después
de cumplir su funcién de liberacidon de farmacos para que no haya una bioacumulacion. Entre
estos ligandos se pueden encontrar sulfonatos, policarboxilatos como el acido tereftélico,
trimésico, 2,5-dihidroxibenzeno, y fosfonatos; sin embargo, estos compuestos tienen una baja
toxicidad gracias a su polaridad y fécil eliminacion. Los ligandos endogenos son aquellos
que se encuentran naturalmente en el cuerpo, por ejemplo, aminoacidos, péptidos, proteinas,
carbohidratos y porfirinas. Su uso en la obtencion de MOF ayuda a disminuir el riesgo de

efectos negativos ya que se absorben de forma segura dentro del organismo (Singh, et al.,
2021).

Considerando la importancia de la biocompatibilidad y toxicidad de los componentes en la
sintesis de MOF con aplicaciones biomédicas, es esencial evaluar su comportamiento in vitro
en lineas celulares modelo. Uno de los modelos mas empleados para este propdsito son las
células HeLa, las cuales permiten determinar la respuesta celular inicial de estos materiales.

6. Células HelLa

La linea celular HeLa es una linea celular inmortalizada ampliamente utilizada en la
investigacion biomédica. Su nombre proviene de las iniciales de Henrietta Lacks, una mujer
afroamericana que fallecié en 1951 a causa de cancer de cuello de Utero. Son células
adherentes con un diametro entre 10-20 pum y una morfologia epitelial, es decir, se asemejan
a las células que recubren superficies y cavidades del organismo (Cytion, 2025). En la Figura
4 se muestra una imagen de células HeLa observadas mediante microscopia dptica.

Se usan en una amplia variedad de estudios, entre ellos, los de funcidon génica, produccion de
proteinas y para el estudio de diferentes tipos de céncer. También, tienen un papel
fundamental en la investigacion de enfermedades virales, como la hepatitis B y el desarrollo
de diagnosticos y vacunas para la prevencion del virus de papiloma humano (VPH), el virus
de la poliomielitis y el SARS-CoV-2 (COVID-19) (Lyanpun, ef al., 2020).
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Figura 4. Células HeLa observadas mediante microscopia optica.

7. Evaluacion citotoxica de MOF en células Hel a

En la bibliografia hay estudios realizados donde reportan la evaluacion in vitro de la MOF
sintetizada para este proyecto en la linea celular HeLa, por ejemplo Zhu, et al, (2020),
realizaron pruebas de toxicidad de la MOF-74 de magnesio con diferente tamafio de particula
a escala micrométrica y nanométrica en células Hela, de acuerdo con los resultados
reportados por el autor y colaboradores, estos materiales no mostraron toxicidad significativa
en las células con dosis menores a 200 ug/mL, sin embargo, la citotoxicidad de la MOF en
micrometros aumento en dosis superiores a 500 pug/mL y en nandmetros aumenté en dosis de
1000 pg/mL. Cuando las células se pusieron en dosis de 50 a 500 pg/mL no se observd
aumento en la apoptosis. También realizaron evaluacion de especies reactivas de oxigeno y
solo se obtuvo un dafio oxidativo leve con las concentraciones mas altas. Los autores han
reportado que la MOF-74 de magnesio tiene una buena bioseguridad, en comparacién con
otros estudios donde usan ZIF-8, MOF-Fe(Ill), MOF-MIL-88 los cuales mostraron
citotoxicidad en dosis inferiores a las empleadas en este estudio para la MOF de magnesio.
A pesar de los buenos resultados obtenidos, es importante sefialar que el magnesio es un
metal biodisponible e importante en diferentes procesos celulares y dosis elevadas de Mg*?
en el organismo pueden generar envenenamiento por magnesio, causando dafios a la adhesion
celular, proliferacion, apoptosis y respiracion celular, esto debido al exceso del metal en el
fluido extracelular, dafnando asi la supervivencia celular (Zhu, ef al, 2020).

8. Ingrediente farmacéutico activo (IFA)

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) define a los IFA como aquella sustancia
empleada en un producto farmacéutico terminado, destinado a una actividad farmacoldgica
y que tenga un efecto directo sobre la restauracion, correccion y/o modificacion de funciones
fisioldgicas en los seres humanos. Los medicamentos son productos obtenidos a partir de IFA
con o sin sustancias auxiliares, conocidas como excipientes, los cuales se han descrito en la
seccion 4 de este capitulo y son empleados para el tratamiento, rehabilitacion o cura de alguna
enfermedad. Su presentacion puede ser como producto liquido, solido, liofilizado, entre
otros. Los IFA se dividen en dos grupos de acuerdo con su origen: quimicos y biologicos.
Los IFA quimicos se obtienen a partir de procesos de sintesis o semisintesis quimica y los
bioldgicos se obtienen por medio de fermentacidn, extraccion o procesos biotecnologicos.
También, segiin su complejidad estructural se pueden dividir en moléculas pequenas hasta
los 1.000 Dalton (Da) de masa y en macromoléculas, donde entran las proteinas,
carbohidratos, lipidos y 4cidos nucleicos (Goldstein, ef al., 2022).

9. Farmacodinamica

La farmacodindmica es la rama encargada del estudio de los efectos y mecanismos de accion
de los farmacos sobre tejidos, drganos y sistemas, utilizando métodos experimentales. Esto
permite cuantificar la accion farmacoldgica, comparar distintos fAirmacos y predecir sus
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posibles efectos. Dicho de otro modo, la farmacodinamica analiza la accion de los farmacos
en el organismo una vez administrados. Para que un fArmaco ejerza su efecto, debe interactuar
con proteinas especificas, conocidas como receptores, presentes en la superficie de las
células. Estos receptores varian segun el tipo de célula; por ejemplo, las células musculares
tienen receptores distintos a los de las células glandulares. Cuando un receptor se une a una
sustancia o proteina externa, se desencadena un cambio en el funcionamiento celular. Los
farmacos actuan al unirse a estos receptores, generando uno de dos tipos de respuestas: se
produce un cambio en la actividad celular, o bien bloquean la respuesta normal de la célula.
Asi, cuando el farmaco de interés se une a uno de los receptores, cumple su funcién
terapéutica (Betés de Toro, 2008).

10. Farmacocinética

La farmacocinética se encarga de estudiar el recorrido del farmaco dentro del organismo,
desde su administracion, duracion y efecto terapéutico. Este estudio comprende cuatro
etapas: absorcion, distribucion, metabolismo y eliminacion (ADME).

La primera etapa es la absorcion, en la cual el farmaco pasa desde el sitio de administracion
al torrente sanguineo. La segunda etapa es la distribucion, donde se reparte en los tejidos y
organos del cuerpo. La tercera etapa corresponde al metabolismo o descomposicion del
farmaco. Finalmente, ocurre la eliminacion, cuando el farmaco es excretado del organismo.

Los datos farmacocinéticos son fundamentales para decidir cudl sera la via de administracion
mas adecuada para la molécula farmacéutica. Su biodisponibilidad se describe como la
fraccion del farmaco que llega a la circulacion sistémica (Verstuyft, et al., 2022); es decir,
estd determinada por la farmacocinética. Existen medicamentos que se absorben de forma
eficaz a través de las membranas celulares, mientras que otros no logran hacerlo con la misma
rapidez. Esto provoca que su concentracion en la circulacion sistémica sea menor y, por lo
tanto, su efecto terapéutico se vea afectado. Esta concentracion presente en la circulacion se
conoce como concentracion plasmatica, la cual, después de un tiempo ¢ alcanzara su pico
maximo. A medida que el farmaco se va metabolizando, dicha concentracion comienza a
disminuir hasta ser excretado del organismo (Reinaldo Vallejo, 2024).

Entender la diferencia entre farmacodindmica y farmacocinética es importante para llevar a
cabo la evaluacion y disefio de sistemas de liberacion de farmacos. En este contexto, existen
modelos matematicos que permiten describir y analizar cuantitativamente la liberacion del
principio activo desde una formulacion farmacéutica y como se comporta en el organismo.
Algunos modelos que se emplean son los de orden cero, primer orden, Korsmeyer-Peppas y
Higuchi, los cuales ayudan a simular y predecir la liberacion y perfil de concentracion del
farmaco en funcion del tiempo.
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11.Modelos cinéticos para la liberacion de farmacos

Los modelos matematicos de liberacion de farmacos ayudan a comprender los factores que
afectan la liberacion de la sustancia activa, algunos de estos pueden ser el estado fisico del
farmaco, la concentracion, tamafo o distribucion de particula y propiedades del sistema. El
uso de estos modelos es de gran importancia ya que ayudan al desarrollo y mejora de nuevos
productos y a entender mejor su comportamiento de liberacion en el organismo (Paarakh, et
al., 2023). Los modelos matematicos que se emplean para el estudio de los perfiles de
liberacion generalmente son el modelo cinético de orden cero, primer orden, el modelo de
Korsmeyer-Peppas, modelo de Higuchi, el modelo de Baker Lonsdale, modelo de
Hopfenberg, modelo de Weibull y el modelo de Hixson Crowell (Mohamed & Damodharan,
2020).

Cinética de orden cero

Este modelo describe el proceso de liberacion de la sustancia activa de una forma
farmacéutica en la que la velocidad de liberacion es constante con el tiempo, es decir, no
depende de la concentracion del firmaco en el sistema. Se puede aplicar en sistemas que
liberan el farmaco de forma controlada y no se desintegran, por ejemplo, matrices poliméricas
con farmacos de solubilidad baja, sistemas osmdticos, implantes o parches transdérmicos
(Mohamed & Damodharan, 2020). Se describe como

Q - QO + Kot [EC. 1],

donde Q es la cantidad de fa&rmaco liberado o disuelto, Oy es la cantidad inicial del farmaco
en solucion, Ky la constante de liberacion de orden cero y ¢ es el tiempo transcurrido desde el
inicio de la liberacion o disolucidn y se expresa en minutos (min), horas (h) o segundos (s).

Cinética de primer orden

Este modelo describe que la velocidad del farmaco depende linealmente de su concentracion
en el sistema. A mayor concentracion de la sustancia activa, mayor sera la velocidad con la
que se libera y esta disminuira a medida que la concentracion dentro de la matriz se reduce.
Es empleado para describir la liberacion de farmacos solubles incorporados en matrices
porosas (Paarakh, ef al., 2023). A diferencia del modelo de orden cero, en este modelo la
velocidad de liberacion no es constante, sino que disminuye con el tiempo y se obtiene una
curva logaritmica. Se describe como:

Kqt
2.303

logQ, = logQ, + [Ec. 2],

donde QO es la cantidad del farmaco liberado en un tiempo t, Oy es la cantidad inicial del
farmaco en la solucién, K; la constante de liberacion de primer orden y ¢ el tiempo en el que
transcurre la liberacion.
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Higuchi

Este fue el primer modelo matematico propuesto por Higuchi en 1963 para describir la
liberacion de un fAirmaco en un sistema matricial. Es util para el estudio de la liberacion de
farmacos con alta y baja solubilidad en agua, incorporados en matrices s6lidas o semisolidas.
La ecuacion empleada para este modelo es:

Q= Kyt [Ec3]

donde Q es el farmaco liberado, Ky es la constante de Higuchi y V¢ es la raiz cuadrada del
tiempo transcurrido desde el inicio de liberacion.

Esta ecuacion permite la cuantificacion de la liberacion de farmacos desde peliculas delgadas
como cremas o ungiientos que contienen la sustancia activa finamente dispersa. Es empleada
en el estudio de fArmacos presentes en parches transdérmicos, de liberacion controlada o
peliculas para administracion oral controlada (T. Higuchi, 1963).

Korsmeyer-Peppas

Otro modelo empleado para el estudio de la liberacion de farmacos es el de Korsmeyer-
Peppas. Este modelo describe la liberacion desde un sistema polimérico. Korsmeyes y Peppas
desarrollaron una ecuacién empirica que analiza la liberacion Fickiana y no Fickiana en
sistemas poliméricos hinchables y no hinchables (R.W. Korsmeyer, ef al., 1983). La ecuacion
que describe este modelo es la siguiente:

1’:—: =K-t" [Ec.4],
donde My/Ms es la fraccion del farmaco que se libera en el tiempo t entre la liberacion
maxima, K es la constante de velocidad, ¢ es el tiempo y 7 es el exponente de liberacion el
cual indica el mecanismo de transporte a través del polimero. En la Tabla 2 se detallan los
valores que puede tomar n para describir el mecanismo de liberacion.

Tabla 2. Valores para n en la ecuacion de Korsmeyer-Peppas para describir el
mecanismo de liberacion de farmacos (Informacion obtenida de Paarakh, et al., 2023).

Valor de n Mecanismo de transporte  Mecanismo de liberacion
n<0.5 Difusion cuasi-Fickiana Matriz no hinchable
n=0.5 Difusion Fickiana Difusion pura

0.5<n<1.0 Transporte no Fickiano Difusion + erosion de la
(andmalo) matriz
n=1.0 Transporte caso II Liberacion orden cero.
Independiente del tiempo
n>1.0 Transporte de super caso I Relajacion + erosion
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Hixson Crowell

El modelo de la raiz ctibica de Hixson describe la liberacion desde sistemas donde hay
cambios en el area superficial y en el didmetro de las particulas o tabletas. El fundamento de
este modelo es que, durante el proceso de disolucion, las particulas mantienen su forma
geométrica, pero su tamafio disminuye uniformemente conforme pasa el tiempo. Es decir, el
solido se disuelve, su masa y superficie se reducen tendiendo un efecto directo en la velocidad
de liberacion (A.W. Hixson & J.H. Crowell, 1931). La ecuacion para este modelo es:

1 1
Q;— Q) =Kyc-t |[Ec5],

donde la raiz cubica establece que la cantidad del farmaco liberado es directamente
proporcional a la diferencia entre la raiz cubica de la masa inicial y la raiz cubica de la masa
remanente en el tiempo. O es la cantidad restante del solido en el tiempo t, Oy es la cantidad
inicial y Kyc la constante de velocidad.

12.Técnicas de caracterizacion

En este apartado se describen las técnicas de caracterizacion empleadas para el analisis y
estudio de las propiedades fisicoquimicas de los materiales sintetizados en este proyecto.
Cada una de las técnicas fueron seleccionadas con base a su capacidad para proporcionar
informacion detallada sobre las propiedades estructurales, funcionales, composicion,
estabilidad y comportamiento en diferentes condiciones experimentales.

12.1. Difraccion de rayos X (DRX)

Esta técnica de caracterizacion es empleada para el analisis de materiales y obtener
informacion sobre su estructura cristalina y composicion quimica. Permite el estudio de
propiedades estructurales, defectos cristalinos, tamafios de grano, composicion de fases y
orientacion de los planos cristalograficos. Una de las ventajas mas importantes de esta técnica
es que revela que cada material analizado muestra un patrén unico de difraccion, como si
fuera su huella dactilar, lo cual facilita su analisis e identificacion. El fundamento de la
técnica de DRX se basa en la interaccion de un haz de rayos X con un material cristalino.
Cuando estos rayos inciden sobre el material, una parte de ellos son dispersados en diferentes
direcciones debido a la interaccion con los electrones de los atomos presentes en el
espécimen, esto produce un fenomeno de interferencia que genera un patron de difraccion
caracteristico. Las bases de esta técnica estan fundamentadas por la Ley de Bragg, la cual
describe el fenomeno de difraccion de los rayos X al interactuar con una muestra cristalina.
Esta ley establece que al emplear una longitud de onda constante (A) para los rayos X que
bombardean a la muestra, estos difractan de manera coherente al incidir sobre el espécimen
analizado siempre que se cumpla una condicion especifica de angulo (0). Este dngulo esta
relacionado con las familias de planos cristalograficos presentes en la muestra y tienen una
distancia interplanar especifica (d) dentro de la estructura cristalina. Esta distancia depende
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del tipo de atomos y disposicion espacial en la celda unitaria (Bosch Giral & Lara Corona,
2014). Dicho de otra forma, esta ley ayuda a describir como los rayos X son dispersados en
fase cuando son reflejados por los planos paralelos de los dtomos dentro del cristal. La
expresion matematica de la ley de Bragg es la siguiente:

nA = 2dsené [Ec. 6],

donde n es el orden de difraccion (para difraccion de polvos n = 1), A la longitud de onda de
los rayos X, d es la distancia interplanar y 0 el angulo de difraccion.

La ecuacion de Debye Scherrer se emplea para determinar el tamafio de cristal a partir de los
picos obtenidos en el difractograma.

KA
D= Geoso [E¢ 7,
donde D corresponde al tamafio de cristal, K es la constante de Scherrer (K=1), A es la
longitud de onda del citodo emisor, en este caso es cobre con un valor de 1.5406 A, B es el
ancho del pico a media altura en radianes y 0 el angulo méximo del pico de difraccion.

En la Figura 5 se ilustra el comportamiento de los rayos X cuando entran y salen del
espécimen con estructura cristalina y la parte medular del difractémetro. En esta figura se
puede observar un angulo 26, definido entre la direccion inicial del haz incidente y la posicion
del detector. El detector sigue una trayectoria circular alrededor de la muestra para capturar
las difracciones producidas por los diferentes planos cristalograficos presentes. Cada familia
de planos genera un patron de difraccidon caracterizado por un angulo especifico de 20
(Aragdén Antonio, 2021).

Difraccidn de rayos X enun Arreglo del difractémetro
conjunto de planos de rayos X

Figura 5. Fenomeno de difraccion de rayos X y parte de un difractéometro con un dngulo
de 20 (imagen recuperada de Aragon Antonio, 2021).
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12.2. Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR)

La espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR) es una de las mas utilizadas
para obtener espectros de absorcion o emision en el infrarrojo de materiales en estado so6lido,
liquido o gas. El espectro infrarrojo se divide en tres regiones, las cuales se denominan
infrarrojo cercano, medio y lejano. Sin embargo, la region mas empleada para el anélisis de
materiales es el infrarrojo medio que tiene un intervalo de nimeros de onda de 4000 a 400
cm™,
Esta técnica es ampliamente utilizada en andlisis cualitativo y cuantitativo, ya que permite
identificar la presencia de compuestos organicos € inorganicos en una muestra. Su
fundamento se basa en la absorcion de radiacion infrarroja por moléculas, dependiendo de
sus enlaces quimicos y estructura. Para que esto ocurra, la vibracion o rotacién molecular
deben generar un cambio en el momento dipolar. Cuando la frecuencia de la radiacion
coincide con la frecuencia de vibracion natural de un enlace, se produce la transferencia de
energia que genera un cambio en la amplitud de la vibraciéon molecular, resultando en la
absorcion de la radiacion infrarroja. Cuando hay presencia de moléculas homo nucleares
como el Oz, N2 o Clz no hay un cambio en el momento dipolar por lo que no absorben este
tipo de radiacion y no se pueden identificar o son dificiles.

No hay una posicion especifica de los atomos en una molécula, sino que estés fluctiian entre
si debido a los diferentes tipos de vibracion. Se pueden distinguir dos tipos de vibracion
tension y flexion. En la vibracion de tension los &tomos que se encuentran unidos por enlaces
sencillos, dobles o triples se acercan y/o alejan con una sola direccion de enlace. Este tipo de
vibracion se divide en simétrica y asimétrica. La vibracion de flexion se distingue por el
cambio en el angulo entre dos enlaces y hay cuatro tipos: tijereteo, balanceo, aleteo y torsion.
En la Figura 6 se representan esquematicamente los diferentes tipos de vibracion.
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Vibraciones de tension

A

Simétrica Antisimétrica

X

Vibraciones de flexion
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Balanceo en plano Tijereteo en plano
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Aleteo fuera del plano Torsion fuera del plano

XK

Figura 6. Modelos de vibracion de tension en IR (imagen obtenida de Skoog & Leary,
1994).

Como resultado de esta técnica se obtiene un espectro infrarrojo, como se muestra en la
Figura 7, donde el eje x indica los nimeros de onda en unidades de cm™ y el eje y
corresponde a la transmitancia.
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Figura 7. Espectro IR para DMF (imagen obtenida de SDBS, 2017).
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12.3. Espectroscopia Ultravioleta visible (UV-vis)

La técnica de espectroscopia ultravioleta-visible (UV-vis) es una técnica analitica empleada
para la caracterizacion de una solucion, permitiendo obtener informacion sobre la
concentracion de un analito, identificaciéon de grupos funcionales y analisis de muestras
problema. Su fundamento radica en la interaccion de radiacion electromagnética dentro con
la muestra, donde los compuestos absorben radiacion dentro del rango ultravioleta (UV) y
visible (vis), la sustancia presente en la muestra absorbe parte de esta luz y el restante,
conocida como luz transmitida, se va a registrar en un detector en funcion de la longitud de
onda, generando un espectro UV-vis tnico de la muestra analizada.

I/ I

0
A -
c
!

Figura 8. Atenuacion de un haz de radiacion al atravesar una solucion.

En la Figura 8 se ilustra el esquema de la atenuacion de un haz de radiacion antes y después
de atravesar una solucion de concentracion ¢ y con un grosor / en cm. La interaccion de la
luz con las particulas presente en la muestra hace que haya una atenuacion de la luz, donde
Ip es la luz incidente y 7 la luz transmitida, por lo tanto, la transmitancia (7) se describe como
la fraccion de luz incidente que se transmite

1
T = — |[EcS8].
Io
También se puede expresar en porcentaje:
1
%T = X 100 [Ec.9].
0
La absorbancia (4) es la cantidad de luz absorbida por la solucion y se expresa como:

A= —Log,oT = logIL [Ec. 10].
0

La concentracion de la muestra analizada se puede determinar a partir de su absorbancia
empleando la Ley de Beer-Lambert, la cual se define como:

A= egxcx*l [Eec11],
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donde A es la absorbancia, ¢ el coeficiente de absorcion molar [L-mol'ecm], ¢ es la
concentracion de analito presente en la muestra [mol/L] y / la longitud del paso 6ptico de la
celda [cm]. Esta Ley describe que A es proporcional a la concentracion del analito en la
muestra y esto permite la cuantificacion de sustancias presentes en una solucion.

12.4. Microscopia electronica de transmision (TEM)

La microscopia electronica de transmision (TEM, por sus siglas en inglés), es una técnica de
caracterizacion empleada para obtener imagenes de alta resolucion con escala nanométrica.
Esta técnica emplea un haz de electrones que se transmite a través del espécimen. La
interaccion entre los electrones y el espécimen genera contrastes que permite obtener imagen
sobre la morfologia, detalles estructurales y también atémicos (Calderén, 2020).

12.5. Adsorcion de nitrogeno

La fisisorcion de nitrogeno es una técnica empleada para caracterizar la textura de un
espécimen. Se obtiene informacioén sobre el area superficial y porosidad de materiales
nanoporosos (Chem, 2023). La informacion sobre el area superficial se obtiene por medidas
de fisisorcion de nitrégeno, por el método BET. Este método se basa en la medida sucesiva
del volumen de un gas no polar, generalmente nitrégeno, el cual se adsorbe sobre la superficie
interna de los poros de un solido. De forma paralela, se mide la presion de las moléculas que
se adsorben. Esto se hace hasta que se alcanza la saturacion de la superficie del espécimen.
La distribucion del tamafio de poro ayuda a predecir la difusividad y facilidad de acceso que
tendran otras moléculas al interaccionar con el espécimen (Caballero Suarez, 2002).
Dependiendo de la porosidad y tipo de superficie se obtendra como resultado algin tipo de
isoterma como se muestra en la Figura 9.
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Figura 9. Isotermas obtenidas en fisisorcion de nitrégeno.

La IUPAC clasifica a los poros de la siguiente forma: microporos aquellos que tienen un
ancho menor a 2 nm, mesoporos con un ancho entre 2 y 50 nm, y los macroporos con ancho
mayor a 50 nm.

12.6. Resonancia magnética nuclear (RMN)

La resonancia magnética nuclear (RMN) es una técnica analitica empleada para obtener
informacion sobre la estructura molecular y la composicion quimica y dindmica molecular
de una muestra. Se basa en el principio de que los nucleos atdbmicos con spin distinto de cero
como 'H y "BC interactian con un campo magnético externo, absorbiendo radiacion
electromagnética dentro de la region de radiofrecuencia, la cual induce a una transicion de
los espines nucleares, los cuales se pueden observar en un espectro de RMN (Sergio, 2017).
Para el analisis de los resultados, existe una amplia base de datos con desplazamientos
quimicos reportados que ayudan a asignar las sefiales obtenidas en los espectros de RMN.

En este trabajo se empled la RMN de hidrogeno, donde inicamente se midieron los ntcleos
del isotopo 'H.

12.7. Dispersion de luz dinamica (DLS)

La técnica de dispersion de luz dindmica (DLS) es una técnica espectroscopica no destructiva
y no invasiva, ampliamente utilizada en areas como bioquimica, quimica y fisica para obtener
informacion sobre el tamafio y la distribucion de moléculas o particulas en solucion o
suspension. Durante el analisis, la muestra se irradia con un haz laser, frecuentemente de
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helio-neén con una longitud de onda de 632.8 nm, que atraviesa un polarizador para
seleccionar la polarizacion del haz incidente. Si las particulas presentes en la muestra son
mas pequefias que la longitud de onda de la luz utilizada, esta se dispersa en todas direcciones,
fendmeno conocido como dispersion de Rayleigh. La luz dispersa es captada por un
analizador de polarizacion y dirigida a un detector, donde se registra la intensidad de la sefial
en funcién del angulo de dispersion (0), durante intervalos entre 30 y 120 segundos
(Microtrac, S.F).

Las particulas en movimiento dentro del medio generan fluctuaciones de intensidad en la luz
dispersa y a partir de la correlacion temporal de estas fluctuaciones se puede obtener el
coeficiente de dispersion correspondiente a su movimiento Browniano. La media Z indica el
tamafio medio de las particulas, es decir, es el tamafo medio ponderado por intensidad,
mientras que el indice de polidispersidad (PDI) indica que tan dispersa u homogénea es la
muestra en términos de tamafio de particula. Un valor de PDI<0.30 indica que el sistema
puede considerarse monodisperso, un PDI>0.30 es polidosperso y PDI>0.5 es muy
heterogéneo y poco estable. En la Figura 10 se muestran los resultados obtenidos mediante
esta técnica que consisten en una tabla de datos estadisticos, distribucion del tamafo de
particulas, correlograma y distribucion de tamafio por niumero.

e s Saze idom

Figura 10. Resultados obtenidos en la técnica de DLS.

12.8. Dispersion de luz electroforética (ELS)

La técnica de ELS es empleada para medir el movimiento electroforético y potencial { de las
particulas de una muestra en solucion o dispersion. Para realizar esta técnica se introduce la
muestra en una celda con dos electrodos y se le aplica un campo eléctrico, las particulas
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cargadas se moveran al electrodo con carga opuesta y la velocidad es proporcional a la carga.
La velocidad se mide mediante el analisis de luz laser dispersada, la cual debido al
movimiento va a experimentar el efecto Doppler que es un desplazamiento de frecuencia.
Esta movilidad electroforética se pasa a potencial zeta empleando la ecuacion de Henry, que
se expresa como:

He = 5 f (k@) [Ec. 121,

donde i es la movilidad electroforética [m?/V-s], € es la constante dieléctrica del medio
[F/m], n la viscosidad absoluta del medio, { corresponde al potencial eléctrico en el plano de
corte [mV o V] y f(ka) es el factor de correccion y es dependiente de la relacion del radio de
la particula y el grosos de la doble capa eléctrica (Microtrac, S.F).

El potencial { es la medida de la magnitud de la repulsion o atraccion electrostatica de las
particulas. Este dato ayuda a saber de forma més precisa las causas de agregacion o
dispersion. Se dice que el material es estable cuando el potencial { [(-c0—-30) y (30—0)] y
es inestable (-30—30) (Zsofia, et al., 2022).

Objetivos

General

Evaluar el efecto de proteccion de los flavonoides quercetina y catequina, como antioxidantes
en una linea celular, usando una red metal organica de magnesio.

Especificos

e Implementar la sintesis por metatesis de una red metal organica de magnesio con el
ligante orgéanico acido 2,5-dihidroxi benceno dicarboxilico.

e Disenar nuevas redes metal organicas usando los flavonoides quercetina y catequina
como ligantes organicos y el magnesio como centro metalico.
Adsorber los flavonoides quercetina y catequina, en la MOF de magnesio.
Determinar las propiedades fisicoquimicas de los materiales obtenidos mediante:
difraccion de rayos X, espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier, adsorcion
de N, resonancia magnética nuclear, dispersion de luz dindmica y microscopia
electronica de transmision.
Evaluar la desorcion de los flavonoides mediante diferentes modelos cinéticos.
Evaluar el estrés oxidativo celular de los flavonoides y los materiales generados en la
linea celular HeLa.

e Correlacionar los resultados obtenidos para determinar el efecto de proteccion de las
redes metal orgdnicas de magnesio en la actividad oxidativa de los flavonoides.
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Hipotesis

El uso de una red metal orgénica de magnesio como excipiente permite la adsorcion y
liberacion de los flavonoides quercetina y catequina en medio fisiologico. El efecto en el
estrés oxidativo celular dependera del tipo de flavonoide encapsulado o que forme parte de
la MOF, lo que impacta en el tratamiento de enfermedades relacionadas con la generacion de
especies reactivas de oxigeno. La MOF permite una liberacion gradual de las sustancias
activas protegiéndolas de la degradacion y mejorando su absorcion en el organismo.

Justificacion

Los flavonoides son compuestos naturales presentes en una variedad de alimentos, como las
frutas, verduras, semillas, vino, t¢ y chocolate negro. Aunque presentan beneficios para la
salud, su concentracion dentro de estos alimentos se ve afectada por factores como el
procesamiento de alimentos y condiciones de almacenamiento.

En el ambito médico, los flavonoides han suscitado un gran interés debido a sus propiedades
farmacoldgicas y antioxidantes. Su capacidad para unirse a polimeros bioldgicos, formar
quelatos con iones metalicos y reducir los radicales libres en el organismo, los hace
prometedores para el tratamiento de diversas enfermedades, incluyendo el cancer,
cardiopatias, infecciones virales, inflamaciones y ulceras. A pesar de su utilidad, su eficacia
terapéutica puede estar limitada por la forma en que se administran. La via oral es la forma
mas comun de administracion, pero factores como las enzimas, alimentos y pH presentes en
el tracto gastrointestinal afectan su biodisponibilidad al degradar rapidamente al excipiente
empleado.

Las redes metal organicas (MOF) ofrecen un potencial prometedor para mejorar la
administracion de farmacos, gracias a su flexibilidad estructural y propiedades Unicas.
Investigaciones previas han demostrado que las MOF MIL-101 (Fe) y ZIF-8 tienen un
potencial en la administracion de farmacos.

En este estudio se propone utilizar una MOF a base de magnesio como excipiente para el
almacenamiento de los flavonoides, quercetina y catequina como sustancias activas. El
magnesio es un metal que se puede encontrar de forma natural en el organismo y se emplea
para el tratamiento de enfermedades o trastornos en el area médica.
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Capitulo I1

Procedimiento experimental
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1. Materiales

Todos los reactivos que se utilizaron en el desarrollo de este proyecto son de grado analitico
y sin purificacion previa. Para la sintesis de la MOF-Mg se empleo6 la sal metalica de nitrato
de magnesio hexahidratado (Mg(NO3)2:6H20, 95%), los ligantes orgéanicos empleados
fueron acido 2,5-dihidroxitereftalico (DOBDC, 98%)), acido tereftalico (BDC, 99%) y acido
trimésico (BTC, 99%) y como solventes se emplearon agua desionizada (H20), etanol
(EtOH) y N,N-dimetilformamida (DMF, 99.8%). Para los complejos de flavonoides-
magnesio se emplearon los flavonoides catequina hidratada (98%), quercetina (>95%) y
como disolventes H>O y EtOH. Todos suministrados por Sigma-Aldrich.

2. Sintesis de MOF-Mg

La MOF-Mg se sintetiz6 por agitacion a temperatura ambiente, empleando como disolvente
unico N,N-dimetilformamida (DMF), como ligante se empleo acido 2,5-dihidroxitereftalico
(DOBDC) y como sal metalica Mg(CH3COO),. La relacion estequiométrica fue [2:1] como
se observa en la Figura 11. La primera solucion se prepard con 1.0 mmol de DOBDC en
DMF vy la segunda solucidon contenia 2.0 mmol de la sal metélica en 3 mL de DMF, ambas
soluciones se mantuvieron en agitacion hasta obtener una mezcla homogénea. La segunda
solucion se agregd a la primera gota a gota en agitacion constante en un periodo de 10
minutos. Se observo la formacion de un precipitado de color amarillo claro y se mantuvo en
agitacion durante 24 h. El solido obtenido se recupero6 por centrifugacion a 4000 RPM y se
realizaron lavados con DMF y metanol (MeOH). Finalmente, el s6lido se dejo secar en un
horno a 60°C hasta la eliminacion total del MeOH residual. Esta metodologia se realizo 3
veces, para confirmar que esta sintesis es reproducible.

0] o C\)\
HO OH |(\3 Mg_ Py
Ho OH H3C/ o O
0]
DOBDC Sal metalica

Figura 11. Reaccion para la formacion de MOF-Mg.
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3. Sintesis de complejos Flv-Mg

La sintesis del complejo catequina-magnesio (Cat-Mg) se realiz6 siguiendo la metodologia
reportada por Ghosh, et al. (2015), mediante agitacion a temperatura ambiente. En un matraz
se colocaron 0.2 g de catequina (Cat) en 40 mL de EtOH y se hizo ajuste de pH a 9 con
soluciéon de NaOH 0.1 M; esta mezcla se mantuvo en agitacion hasta su completa disolucion.
En otro matraz se disolvieron 0.1765 g de Mg(NO3)2-6H>0O en 20 mL de agua Milli-Q,
también bajo agitacion hasta lograr la disolucion completa. Con un rotavapor se eliminaron
los disolventes, y el solido obtenido se seco a 42°C durante 2 dias, con el fin de eliminar la
humedad residual. Finalmente, el solido se pulverizd, obteniéndose un polvo color naranja.

Para la sintesis del complejo quercetina-magnesio (Quer-Mg) se siguid la misma
metodologia. Se disolvieron 0.2 g de quercetina (Quer) en 100 mL de EtOH manteniendo la
mezcla en agitacion hasta su disolucion. En otro matraz, se disolvieron 0.1720 g de
Mg(NO3)2:6H20 en 20 mL de agua Milli-Q y se agit6 hasta disolucion completa. Una vez
disuelta la sal de magnesio, se afiadid a la solucion de Quer y se dejo en agitacion durante 24
h. Con un rotavapor se eliminaron los disolventes y se seco a 42°C durante 3 dias. El solido
obtenido se pulverizo, obteniéndose un polvo color marrdn.

4. Adsorcion de Flv en MOF-Mg

La adsorcion de Flv se llevo a cabo mediante encapsulamiento. Inicialmente se realiz6é una
curva de calibracion para Quer y Cat con una concentracion inicial de 45 mg/L y 200 mg/L.
A partir de estas soluciones se prepararon disoluciones de 40, 35, 30, 25, 20 y 10 mg/L para
Query 150, 130, 110, 90, 70, 50, 30 y 10 mg/L para Cat. La capacidad de adsorcion se evalud
colocando 0.2 g de MOF en 10 mL de solucion madre de cada Flv. Esta solucion se agitd
durante 24 h y posteriormente, el solido se separ6 mediante centrifugacion para su
caracterizacion. La cantidad de Flv adsorbida en la MOF se determind por la diferencia de la
concentracion inicial y final en el liquido remanente. Finalmente, los materiales se
etiquetaron como MOF-Mg/Quer y MOF-Mg/Cat.

5. Liberacion de Fly

La liberacion de Flv se realizo en PBS a un pH de 7.4. para ello, se tomaron 3 mg de MOF-
Mg/Quer y MOF-Mg/Cat y se colocaron en membranas de didlisis semipermeable de
celulosa de acetato (MWCO 12 kDa) con 1.5 mL de PBS, las cuales se sellaron y sumergieron
en viales con 20 mL de PBS. Los sistemas se mantuvieron en una incubadora a 37°C y 80
RPM. Se tomaron alicuotas del medio externo en intervalos de 15 min para su analisis por
UV-vis, con el fin de cuantificar la cantidad de flavonoide liberado en funcion del tiempo.
Finalmente, se construyo la curva de liberacion de cada Flv para su analisis.
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6. Proliferacion celular

Este ensayo se realizo en el departamento de Genética y Biologia Molecular del Centro de
Investigacion de Estudios Avanzados del Instituto Politécnico Nacional, CDMX. Se
sembraron tres cultivos celulares de la linea celular HeLa en placas de 48 pocillos y se
cultivaron durante 24 h a 37°C y 5% CO>. Los materiales que se estudiaron fueron MOF-Mg,
MOF-Mg/Quer, MOF-Mg/Cat, Quer y Cat, para lo cual se realizaron suspensiones de
Img/ml de cada material en DMSO. Las muestras se agitaron con vortex para garantizar que
se mantuvieran en suspension. Posteriormente se tratd la linea celular por 24 y 72 h con una
concentracion final de 20 pug/mL para MOF-Mg, MOF-Mg/Quer y Quer, para MOF-Mg/Cat
y Cat libre se usaron dos concentraciones: 10 y 40 pg/mL. Para el andlisis de proliferacion
se empled el ensayo de Azul Alamar. Para esto, después de cada uno de los tiempos antes
mencionados, se sacaron las placas de la incubadora, se retird el medio de cultivo de los
pocillos y se lavaron las monocapas con 500 puL de PBS, posteriormente se agregaron 225
pL de OPTIMEM y 25 pL del reactivo Azul Alamar por pozo, para incubarse nuevamente
durante 3 h. Finalmente, se tomaron 125 pL de cada pocillo a una placa de fondo plano y
opaca para llevarlas al fluorometro Fluoroskan Ascent FL (Labsystems).

7. Especies reactivas de oxigeno

Este ensayo se realizo en el Departamento de Bioquimica y Biologia Molecular y Fisiologia
de la Universidad de Valladolid, Espafia. Se sembr¢ la linea celular HeLa en una placa de 96
pocillos y se cultivaron durante 24 h a 37°C y 5% CO». Para determinar si los materiales
causaban estrés oxidativo se utiliz6 la sonda molecular H;DCFDA, la cual se prepar6 a una
concentracion de 20 uM en DMSO anhidro. Los materiales por analizar fueron los
sintetizados en este proyecto, para eso se prepararon suspensiones con dos concentraciones:
25y 100 uL/ mL en 1 mL de PBS. Las muestras se agitaron con vortex para mantenerlas en
suspension. Después de la incubacion celular, se elimind el medio y los pocillos se lavaron
con 100 pL. de PBS, posteriormente se afiadieron 100 pL/pocillo de H-DCFDA y se incubaron
durante 45 min. Transcurrido este tiempo, se aspir6 la sonda molecular y se afiadieron 100
pL de las suspensiones de los materiales y para el control positivo se empled H,O». La placa
se incubo durante 1 h y finalmente con un fluorometro se hizo la lectura para el analisis
cuantitativo.

8. Procedimiento de caracterizacion

Las propiedades fisicoquimicas de los materiales sintetizados se determinaron mediante
difraccion de rayos X (DRX), espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR),
microscopia electronica de transmision (MET), adsorcién de nitrégeno, dispersion de luz
dindmica (DLS), espectroscopia ultravioleta visible (UV-vis) y para los complejos Flv-Mg
también se empled resonancia magnética nuclear (RMN).
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La técnica de DRX se empled para obtener informacion sobre la estructura cristalina de los
materiales y determinar la obtencion de estos. También, se utilizd para determinar si la
estructura de la MOF se mantenia después de la adsorcion de los Flv. Con la ecuacion de
Debye-Sherrer se determiné el tamano de cristal. El analisis se realizd con un equipo de
difraccion de polvos marca Philips, modelo X’PERT PRO, en UAM Azcapotzalco, Edificio
W, primer piso. El intervalo 20 empleado fue de 5-50°, con un tamafo de paso de 0.02 y
tiempo de barrido de 0.4 s.

Para el andlisis de grupos funcionales y la presencia de los Flv en la MOF se utiliz6 la técnica
de FTIR. Para el andlisis se empled un espectrometro Bruker Tensor-27, en UAM
Azcapotzalco, edificio W, primer piso. Con un intervalo de 4000-500 cm™', a temperatura
ambiente, mediante la técnica de reflexién total atenuada (ATR) con una solucion de 2 cm’!
y 24 scans.

La determinacion del area superficial y tamafo de poro se realizd6 mediante la técnica de
adsorcion de N, utilizando un equipo Microtrac modelo BS0008 de la marca BEIJapan. Las
muestras fueron sometidas a un pretratamiento en condiciones de vacio (0.5 kPa) a 90°C
durante 24 h. El analisis se llevd a cabo a 77 K, empleando N liquido. A partir de los datos
obtenidos se generaron las isotermas de adsorcion, el area superficial mediante el modelo
BET, asi como el tamafio de poro.

Las curvas de calibracion y los espectros de absorcion de los Flv se obtuvieron con un
espectrofotometro Shimadzu, modelo UV-1280 UV-VIS Spectrophotometer. Las longitudes
de onda fueron de 258 nm para Quer y 278 para Cat.

La morfologia se obtuvo mediante TEM, utilizando un equipo JEOL JEM-1011 HR equipado
con camara CCD ES1000W en el Laboratorio de Técnicas Instrumentales, de la Universidad
de Valladolid (L.T.I-Uva) en Espana. Las muestras fueron preparadas con una concentracion
de 1 mg/ mL de H>,O Milli-Q, se colocd 0.1 mg/mL de la muestra en una rejilla de cobre de
300 mesh recubierta con carbono y se dejo en reposo por 3 min. El exceso del liquido se
retird por blotting y posteriormente se dejo en acetato de uranilo al 1% por 1 min y con
blotting se retird el exceso. Las rejillas se dejaron secar a temperatura ambiente.

El tamafio de particula se midi6 con un equipo Zetasizer Pro con retrodispersion no invasiva
de la marca Malvern Panalytical, en el L.T.I-Uva con un angulo posterior de 173° y angulo
frontal 13°, con rango de mediciéon de 0.3 nm a 10 um y volumen minimo de 0.2 mg/mL. Se
prepararon muestras con 2 mg/mL en agua MilliQ/EtOH vy se filtraron con un filtro de 0.2
um. El potencial { se determind con el mismo equipo, pero cambiando los parametros a un
diametro de 3.8 nm y 100 pum con un volumen de muestra de 800 pL. Todo el analisis se llevo
a cabo a una temperatura de 37°C simulando la temperatura corporal, ya que estos materiales
tienen como objetivo ser empleados como excipientes de farmacos. Para todas las muestras,
las mediciones se hicieron por triplicado.
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El estudio de los complejos de Flv-Mg se realizo con RMN con un espectrometro Agilent
MR 400 equipado con sonda fria y VRMNS 500 en el Parque Cientifico de la Universidad
de Valladolid, Espana. Los tubos de precision para RMN fueron de 5 mm de seccion y vidrio.
El disolvente empleado fue dimetil sulfoxido-ds (DMSO-de).
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Capitulo 111

Propiedades fisicoquimicas de MOF-Mg
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En este capitulo se presentan los resultados obtenidos mediante las técnicas de
caracterizacion descritos anteriormente para la MOF-Mg.

1. Anadlisis estructural

En la Figura 12 se muestra el patron de difraccion obtenido por DRX para la MOF-Mg el
cual se compard con el tedrico reportado por Pato-Doldén, et al., (2017), se observo que el
difractograma de la MOF-Mg presentd picos caracteristicos en diferentes angulos de Bragg,
que coinciden con el teorico. Sin embargo, se puede observar un ligero ruido de fondo, esto
se puede atribuir a una pérdida de cristalinidad debido a los lavados realizados para eliminar
los residuos de DMF o ligante orgéanico sin reaccionar. También, es importante mencionar
que en la sintesis reportada emplean una mezcla de disolventes y un reactor con cubierta de
teflon, el cual se coloca en una autoclave a 130°C durante 24 h y para este proyecto la sintesis
fue realizada a temperatura ambiente empleando la menor cantidad posible de DMF (10 mL)
y disminuir el gasto energético.
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Intensidad (u.a.)
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Figura 12. Patron de difraccion de MOF-Mg comparado con el tedrico reportado.

Para la estructura cristalina tedrica se reportd un sistema cristalino trigonal con ejes
hexagonales. En la Tabla 3 se reportan los parametros de red tedricos para esta estructura y
en la Figura 13 se esquematiza la coordinacion entre los oxigenos del ligante con los centros
metalicos donde se puede observar la formacion de hexagonos similares a un panal de abeja,
estructura caracteristica de la familia de MOF-74.
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Figura 13. Representacion de MOF-Mg.

A partir del difractograma experimental, se realizd la indexacion de los picos caracteristicos
empleando los planos reportados para la estructura cristalina hexagonal de la MOF-74 de
magnesio. Como se mencion6 anteriormente, la estructura cristaliza en un sistema hexagonal
donde:a=b#c,a=p=90°v=120°. Por lo tanto, unicamente se calcularon los pardmetros
a'y c obtenidos a partir de la ecuacion 6 y la ecuacion correspondiente para una celda unitaria
hexagonal (Ec. 13).

1 4 2 2 2(a 2 1
— = -(h* + k*+ hk) + 1~ (- — [Ec. 13].
dyp 3 c a
En la Tabla 3 se reportan los valores tedricos y experimentales. En comparacion, se observé
una buena concordancia entre ambos valores, esto confirmo la formacion de la fase cristalina
caracteristica para esta red metal orgénica.

La ligera variacion de datos se puede atribuir a una expansion en a de solamente 0.23 % y
una contraccion de 0.30 % en c, lo que se atribuye a dos posibles efectos: 1) por un lado una
mayor cantidad de moléculas de solvente o de ligante sin reaccionar que se quedan ocluidos
en la estructura porosa del material y 2) posibles defectos estructurales. Debido a que el
material fue lavado con metanol para remplazar las moléculas de DMF es posible que la
cantidad de solvente disminuye, sin embargo, es necesario corroborar estas hipotesis
mediante otras técnicas de caracterizacion.

Tabla 3. Parametros de red tedricos y experimentales para MOF-Mg.

Teorico Experimental
a=b (A) 25.91 25.97+0.17
c(A) 6.91 6.90 + 0.02

Con la ecuacion 7 de Debye Scherrer se calculd el tamafio de cristal para los dos picos
caracteristicos de la MOF-Mg. Para el pico en 20 = 6.95° (110) se obtuvo un tamano de (343
+34) nm y (329 +8) nm para el pico en 20 = 11.85° (300). Este resultado indica que los
cristales formados mediante la metodologia empleada se encuentran en el orden de
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nanomateriales y que tienen un crecimiento similar en las direcciones a y b. No se usaron
otros picos debido a la baja cristalinidad del material, lo que aumenta el ruido del
difractograma en angulos de Bragg mayores.

2. Grupos funcionales

En la Figura 14 se muestra el espectro FTIR obtenido para la MOF-Mg. Para su anélisis, se
compar6 con los espectros reportados para DMF y MeOH en la base de datos SDBS. En la
region de 3500-3200 cm™, se observa una banda atribuida al enlace O-H, la cual puede
corresponder al ligante DOBDC, restos de MeOH o humedad. No se observaron bandas
atribuidas al DMF, lo que confirma que fue desplazada por el metanol en los lavados
realizados a la MOF. La banda ubicada en 1574 cm™! se asigna a la vibracion de estiramiento
asimétrico del carboxilato (-COO"). De acuerdo con la comparacion del espectro reportado
por Realista, et al, (2024) para el DOBDC libre, esta banda en la MOF-Mg aparece
ligeramente desplazada, lo que sugiere una coordinacioén del grupo carboxilato con el ion
Mg*. En 1492 cm™! se observa otra banda intensa que corresponde a la tension de C=C,
caracteristico de la estructura aromética del DOBDC. La banda en 1208 cm™! también se
asocia al grupo carboxilato (-COO), mientras que en 819 cm™! se observa una banda atribuida
a la vibracion del enlace C=C-H aromatico, caracteristico de bencenos para-sustituidos,
como el ligante empleado. Finalmente, en 587 cm™! se detecta una banda correspondiente al
estiramiento metal-oxigeno, confirmando la interaccion entre el ion Mg*? y ligante.
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Figura 14. Espectro FTIR de la MOF-Mg.

44




3. Area superficial y tamaiio de poro
En la Figura 15 se visualiza la isoterma de adsorcion de N> para la MOF-Mg. De acuerdo
con la IUPAC la isoterma obtenida es de tipo IV, caracteristica de materiales mesoporosos
con poros dentro del rango de 2-50 nm. De acuerdo con el andlisis BET se obtuvo un area
especifica de 457.12 m?/g, un volumen de poro de 0.385 cm?/g y un didmetro promedio de
poro de 3.37 nm. Estos resultados corroboran la naturaleza mesoporosa de la MOF y
evidencian su porosidad y capacidad de adsorcidon para el encapsulamiento de moléculas

como los flavonoides.

_ mm
- - -
a //
.-’./‘
) . n
(@] o
e n
£ -
- u
c /
[
]
]
0.0 0.2 04 0.6 038 1.0
P/p,

Figura 15. Isoterma de adsorcion de N; MOF-Mg.

4. Tamaiio de particula y potencial

En la Tabla 4 se reportan los resultados obtenidos mediante las técnicas de DLS y ELS para
el tamafio de particula y el potencial { de la MOF-Mg, la cual se almacen6 en hielo para
mantenerla a 4°C y el equipo se programo para mantener esta misma temperatura.
Posteriormente se mantuvo a temperatura ambiente y el equipo de program¢ a la temperatura

de 37°C para obtener la segunda lectura.

Tabla 4. Datos obtenidos por las técnicas de DLS y ELS para MOF-Mg a 4y 37 °C.

Temperatura Tamarno PDI Potencial {
(°O) promedio (mV)
(nm)
4 80.24 0.2246 -
37 71.05 0.3488 -23.32

De acuerdo con los valores obtenidos, y considerando los criterios reportados en la teoria
para el potencial { y el indice de polidispersidad (PDI) se considera que la MOF-Mg es un
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material monodisperso (PDI<0.30) a 4 °C, es decir, que los tamafos de particula son iguales
o no varian mucho. A 37 °C el PDI>0.30, esto indica una polidispersidad del material en el
medio. El potencial C a esta tltima temperatura es < -30 mV, este valor indica que es un
material con una estabilidad electrostatica media, lo cual disminuye ligeramente la formacion
de agregados o aglomeraciones. Finalmente, se obtuvo un tamafio de particula promedio de
80.24 y 71.05 nm, a 4 y 37 °C respectivamente, se observa que, a mayor temperatura menor
tamarfio, esto es debido a que la disociacion es un proceso endotérmico que se favorece al
aumentar la temperatura. (Shao, et al.,2024).

La técnica de DLS se realiza dispersando la MOF en una mezcla de agua con etanol, como
se indico en el capitulo II, 1o que cambia el tamafio de los cristales determinados mediante
DRX. Cabe resaltar que en la técnica de difraccion los rayos incidentes penetran todo el
material y el andlisis se realiza con el material sin ninglin tratamiento previo. Debido a que
el objetivo de este trabajo fue emplear la MOF en medio acuoso para la liberacion de
flavonoides, es imperante determinar el tamafio de particula en dichas condiciones.

En articulos previos se ha observado que la MOF-74 tiene una estabilidad de moderada a
baja en medio acuoso, llegando a perder hasta 62.9 % de su cristalinidad en DMEM + 10 %
de suero fetal bobino, a 37 °C durante 24 h (Angels Ruyra, et al., 2015). Para esta tesis se
comparo el tamafio de cristal obtenido mediante DRX (100 % de cristalinidad), con el tamafo
de particula cuando la MOF se somete a medio acuoso y 37 °C durante 3 minutos, obteniendo
una reduccion de 79 %. Cabe destacar que “hasta el momento” se estan comparando dos
propiedades distintas de los materiales que son: tamafio de cristal y de particula. Este
resultado sugiere que los cristales de gran tamaio se disociaron, lo que podria ocurrir de dos
maneras: 1) formando monocristales uniformes de tamafio pequefio y 2) formando
policristales que a su vez constituyen agregados de 71.05 nm. Sin embargo, el potencial {
indica que el material es estable electrostaticamente lo que elimina esta segunda hipotesis.

Este resultado es prometedor en aplicaciones biologicas que buscan que el material tenga una
persistencia baja en el organismo para que se aprovechen mejor las propiedades de los
precursores y no exista una bioacumulacion (Namita, et al., 2021).

5. Morfologia

En la Figura 16 se muestran las micrografias TEM para la MOF-Mg con escalas de 50, 100
y 200 nm. Se observan particulas oscuras bien definidas con morfologia casi esférica. Para
el histograma de didmetro de particulas se empled el software imageJ, midiendo el didmetro
para cada una de forma manual, posteriormente se realizo el andlisis de datos en MatLab
donde se gener6 el histograma haciendo un ajuste Gaussiano. Se realizaron 160 mediciones
en total y se obtuvo un didmetro promedio de (7.5 = 0.2) nm. Este resultado indica que el
material obtenido exhibe un tamafio nanométrico. Existe una diferencia importante entre el
tamafio de cristal obtenido mediante DRX (seccion 1, de este capitulo), esto debido a que
para el anélisis mediante TEM la muestra se dispers6 previamente en agua y como se vera
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mas adelante la MOF-74, compromete la estabilidad estructural en determinados medios. En
el caso de la técnica de DRX, en analisis se realiza en el solido obtenido sin ningin

tratamiento previo.

Particulas(u.a.)

Figura 16. Micrografias TEM e histograma de MOF-Mg.
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Capitulo IV

Propiedades de los flavonoides
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1. Analisis estructural

En la Figura 17 se presentan los patrones de difraccion obtenidos para quercetina y catequina.
Para la quercetina se observan picos bien definidos en diferentes angulos de Bragg
especificamente en: 10.8, 12.3, 16.4, 24.7 y 28.4° (20), de los cuales la mayoria coincide con
el patron reportado por Abd & Suhailah, (2014), estos resultados indican que el material tiene
estructura cristalina. En cambio, para la catequina se observa un patrén amorfo, esto debido

a la ausencia de picos de difraccion bien definidos y la presencia de una sefial ancha entre 15
y 30° (20).
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Figura 17. Difractogramas experimentales de flavonoides.

2. Grupos funcionales

Se realizd un analisis mediante la técnica de FTIR para determinar los grupos funcionales
presentes en ambos flavonoides. En la Figura 18 se muestran los espectros FTIR obtenidos y
en la Tabla 5 las bandas caracteristicas de estos polifenoles y el nimero de onda donde se
encontraron. Ambos flavonoides exhiben una banda ancha en la region de 3500-3000 cm’!,
la cual se atribuye a las vibraciones de estiramiento del grupo hidroxilo (-OH). La quercetina
(a) tiene una banda en 1665.95 cm’! atribuida al grupo carbonilo (C=0) presente en su
estructura, mientras que la catequina no manifiesta esta banda (b), ya que no tiene este grupo
funcional. Ambos flavonoides presentan bandas de estiramiento de enlaces conjugados
dobles como C=C en 1607 y 1520 cm’!, y del enlace C-O-H en 1317 cm™!, para ambos
compuestos polifenodlicos. Finalmente, se observan vibraciones del enlace C-O-C en 824 y
1168 cm™ para Quer y en 1003 y 1144 cm™ para Cat. Estos grupos funcionales son
caracteristicos de compuestos polifendlicos y su identificacion mediante FTIR confirma la
estructura de los flavonoides empleados en este proyecto.
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Figura 18. Espectros FTIR para a) Quer y b) Cat.
Tabla 5. Bandas caracteristicas en FTIR para los flavonoides.
Numero de onda (cm™)
Flavonoide O-H C=0 C=C C-O-H C-0-C
Quer 3500-3200 1665.95 1607 1317 824y 1168
Cat 3400-3100 ausente 1520 1317 1003 y 1144

3. Tamarvios de particula y potencial {

En la Tabla 6 se reportan los valores obtenidos para el tamafio de particula y potencial
mediante las técnicas de DLS y ELS. Para la Quer, se obtuvo un tamafio promedio de 5263
nm con un PDI de 0.95, lo cual indica una muestra con un alto grado de polidispersidad, al
igual que ocurrié con la MOF-Mg a 37 °C. Este resultado sugiere la formacion de agregados
o aglomeracion en medio acuoso. Para la Cat se obtuvo un tamafio promedio de 124.7 nm y
un PDI de 0.281 el cual es < 0.30, indicando que el material es monodisperso, como se
explico en la seccion 12.7 del capitulo I. El valor obtenido por distribucion de intensidad es
cercano al valor promedio, lo cual respalda la homogeneidad del flavonoide.

Para el potencial ( se obtuvieron valores de -14.78 mV para Quer y -13.8 mV para Cat,
indicando una baja estabilidad coloidal, ya que de acuerdo con la literatura se considera que
valores £30 mV son necesarios para evitar la agregacion por repulsion electrostatica. Estos
resultados coindicen con el reportado por Pool, ef al., (2017), quienes obtuvieron un valor de
-13.9 mV para la catequina a un pH de 2.5. El menor valor cuantificado para la Quer en el
potencial refuerza el resultado obtenido en el tamafio promedio, ya que debido a la baja
repulsion electrostatica se favorece la formacion de agregados (Zso6fia, et al., 2022).
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Tabla 6. Datos obtenidos por las técnicas de DLS y ELS Flv a 37°C.

Flavonoide Tamaiio PDI Potencial
promedio £ (mV)
(nm)
Quer 5263 0.950 -14.78
Cat 124.7 0.281 -13.8

4. Entorno quimico

En la Figura 19 se presentan los espectros de 'TH-RMN obtenidos para Quer (a) y Cat (b). De

acuerdo con el andlisis realizado, se encontraron 10 sefiales correspondientes a los protones
en la molécula de quercetina. Entre ellas destaca una sefial en 12.50 ppm, atribuida al protén
H del OH-5, esto debido a su interaccion intramolecular con el oxigeno presente en el
carbonilo C-4. Los protones de los grupos OH-3, OH-3’ y OH-4’ se observan como
resonancias amplias en el intervalo de 9.30-9.60 ppm y para el OH-7 se puede atribuir la
sefial en 10.37 ppm. Para el H-5" se observa un doblete de dobletes en 7.58 ppm por el
acoplamiento con los H-6" y H-2’. Para el H-2’ hay un doblete en 7.68 ppm debido al
acoplamiento fuerte con H-7’. Finalmente, entre 6.18 ppm y 6.90 ppm se observan
resonancias que se pueden atribuir a los protones H-6, H-8 y H-6’. Para la Cat se encontraron
las 4 sefiales caracteristicas en 'H-RMN de los hidrogenos de los grupos hidroxilo presentes
en la estructura del flavonoide, estas sefiales se encuentran en un intervalo de 8.70 — 9.25
ppm. Este espectro obtenido coincide con el reportado por Hong, et al., (2017). También, se
encontraron sefiales entre 6.65-7.00 ppm que corresponden a sefiales de los hidrogenos
aromaticos del anillo B, en 5.70 y 5.90 ppm hay dos sefiales que se atribuyen a los H-6 y H-
8 del anillo A. En 3.80 ppm hay un multiplete que se puede atribuir al H-3, en 4.65 ppm al
H-2 y finalmente, entre 2.65 y 2.70 ppm hay dobletes que se atribuyen a los protones
presentes en C-4.
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Figura 20. Espectros de 'TH-RMN para a) Quer y b) Cat.

1. Curvas de calibracion

Para determinar la concentracion de cada flavonoide adsorbido y desorbido de la red metal
orgénica, se realizaron los espectros de UV-vis, los cuales se observan en la Figura 20. Las
bandas de absorcidon en espectroscopia UV-vis para los flavonoides estan relacionadas con
su estructura y ayudan a proporcionar informacion sobre su interaccion con iones metalicos.
En particular, los flavonoides, tienen dos bandas caracteristicas: la banda I, llamada
cinamoilo se genera por la union del anillo B y C presentes en la estructura principal de los
flavonoides. La banda II, llamada anillo benzoilo se genera por la interaccion del anillo Ay
C (Ozlem Erol & Sandra Irmisch, 2025). Para la Quer, la banda I se encuentra en un intervalo
de 300-400 nm y la banda II entre 240-300 nm. En el caso de la Cat la banda I se encuentra
entre 270 y 290 nm y la banda II en 240-275 nm (Ghosh, et al.,2015).
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Figura 20. Espectros UV-vis para los flavonoides: a) Quer y b) Cat.

Se realizaron las curvas de calibracion para ambos flavonoides (Figura 21), las cuales se
construyeron seleccionando una longitud de onda de 258 nm para Quer y 282 nm para Cat,
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y graficando la absorbancia maxima contra la concentracion. Se observa que existe un factor
de correlacion superior a 0.99 en el ajuste de ambos flavonoides, lo que corrobora el
cumplimiento de la Ley de Beer-Lambert (Skoog & Leary, 1994).
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Figura 21. Curvas de calibracion para a) Quer y b) Cat.
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Capitulo V

Adsorcion de Flv en MOF-Mg
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1. Adsorcion de Flv en MOF-Mg

Utilizando las curvas de calibracion correspondientes para cada flavonoide (Figura 21) se
determiné la capacidad maxima de adsorcion de los compuestos polifénolicos en la MOF-
Mg. La capacidad de retencion maxima para Quer fue de 9.60 mg por cada 100 mg de MOF
y para Cat fue de 20.5 mg por cada 100 mg de MOF.

En un articulo reportado por Zhenjiong, et al., (2021), emplearon una red metal orgénica de
y-ciclodextrina (y-CD-MOF) para evaluar su viabilidad como encapsulante de quercetina.
Para el proceso de encapsulacion disolvieron 0.3 g de Quer y la MOF en 20 mL de agua y se
mantuvo en agitacion a 60 °C durante 30 min. La carga de flavonoide se determin6 como la
cantidad de Quer (mg) en 100 mg de MOF, obteniendo una eficiencia de encapsulacion (EE)
de 33.8 %. En el presente proyecto la EE determinada a partir de la ecuacion 14 es: 42.44 %
para Quer y 20.53 % de Cat.

__ Cantidad de flavonoide adsorbida

EE = x 100 [Ec. 14].

Cantidad total de flavonoide

Los resultados obtenidos son similares a pesar de que la y-CD-MOF reportada cuenta con un
centro metalico de potasio y tamafios de cavidades de 70 x 70 A y un espacio interlaminar de
0.4 A. La MOF-Mg tiene una estructura con cavidades de 11.6 x 11.6 A, que no es
comparable, sin embargo, si es suficiente para que los flavonoides penetren la estructura. En
la Figura 3 se incluy® el detalle del tamafio de la Quer que tiene una longitud de 12.1 A y un
ancho de 9.3 A, mientras que la Cat tiene una longitud de 11.8 A y un ancho de 8.0 A. Existe
evidencia de que la MOF-74 con centros metéalicos de magnesio, puede presentar flexibilidad
estructural (Yildirim, et al., 2025), dependiente del entorno quimico, dicho efecto es
altamente probable en este trabajo debido al tamafio de los compuestos y a los grupos
funcionales presentes en los flavonoides. Es decir, el ambiente quimico favorece la adsorcion
superando el impedimento estérico que se pudiera generar. En la Figura 22 se propone un
modelo de adsorcion de los flavonoides.

Figura 22. Modelo de adsorcion de Flv en MOF-Mg.
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2. Cambio estructural

Después de la adsorcion de los flavonoides Quer y Cat en la MOF, se realizé nuevamente el
analisis por DRX para la evaluar si hay cambios estructurales en el material. En la Figura 23
se reportan los difractogramas obtenidos tras la adsorcion. Al comparar el patréon de
difraccion de la MOF-Mg (Figura 12) con el de los materiales tras la adsorcion de MOF-
Mg/Quer y MOF-Mg/Cat, se observo que se conservan picos caracteristicos de la estructura
pristina, aunque, con una disminucion notable en la intensidad de algunos de ellos. Esta
disminucioén puede atribuirse a una pérdida parcial de cristalinidad, lo cual sugiere una
interaccion entre la quercetina y la red metal orgdnica. Sin embargo, para MOF-Mg/Cat se
aprecia la presencia del pico caracteristico de la red en 11.69° y disminucion o pérdida de la
intensidad de los demdas picos. Esto indica que la catequina provoca una perturbacion
estructural al entrar dentro de la red metal organica, lo cual podria generar una pérdida de la
estructura cristalina. Cabe mencionar, que los experimentos de adsorcion se realizaron
usando como solvente etanol, ya que se ha reportado que la MOF-74 no es estable en agua o
en algunos medios de cultivo (Angels Ruyra, ef al., 2015).

MOF-Mg/Cat

Intensidad (u.a.)

MOF-Mg/Quer

10 15 20 25 30 35 40 45 50
Angulo de Bragg 26 (°)

Figura 23. Patrones de difraccion después de la adsorcion de Flv en MOF-Mg.

Al igual que en el capitulo III, seccion I, con la ecuacion 7 se calculd el tamafio de cristal

para el pico en 20 = 11.85° (20) y con las ecuaciones 6 y 12, se calcularon los parametros de
red post adsorcion empleando los picos correspondientes a los planos (30 0) y (2 1 1). Estos
resultados se reportan en la Tabla 7.
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Tabla 7. Parametros de red y tamaiio de cristal post adsorcion.

a=b () c(A) Tamaifio de
cristal (nm)
MOFEF- 26.2 7.9 369.1+5.0
Mg/Quer
MOF-Mg/Cat 26.0 5.1 309.1+3.9

Después de la adsorcion se observd un ligero desplazamiento de las reflexiones a angulos
menores, esto se atribuye a un incremento en la distancia interplanar (d) debido a la
incorporacion de los flavonoides en los poros de la MOF-Mg. Para los pardmetros de red se
observé un incremento de 0.208 y 0.0312 A, para Quer y Cat, respectivamente. Esto se
atribuye a una expansion por el alojamiento de las moléculas de flavonoides en la red. Para
la direcciéon axial de ¢ se observd una expansion al ser cargada con Quer de 1.0448 A,
mientras que con Cat se observé una contraccién de 0.927 A y perdida de la cristalinidad.
Este resultado se puede deber a la fuerte interaccion de la catequina desprotonada en pH
basico con los centros metalicos insaturados en la MOF, generando un rompimiento del
enlace Mg-O. Este resultado coincide con el reportado por Hongming, ef al., (2018), quien
realizé pruebas de estabilidad de esta misma red en pH 4cido y bésico, reportando que se
genera un colapso de la estructura tras ser expuesta a una solucion acuosa con pH=12.

Otro aspecto por considerar es el valor de pKa de cada flavonoide, ya que estéricamente,
como se explico en la seccion 1 de este capitulo, no existe una diferencia notable que pudiera
atribuirse a la contraccion o expansion de la estructura de la MOF. En la Tabla 8 se muestran
los valores reportados de pKa de cada uno de los flavonoides. El pH determinado en la
adsorcion de Quer fue de 7.0 y el de Cat fue de 9.0, esto implica que la Quer se encontraba
por debajo del primer valor de pKa, mientras que la Cat se encontraba superando el primer
valor. Esto indica que la desprotonacion en el caso de la Cat fue mayor comparada con la
Quer, lo que cambio la eficiencia de adsorcion durante la experimentacion. Este resultado
podria estudiarse de forma mas detallada en estudios posteriores para aumentar la capacidad
de adsorcion y poder cargar la MOF con una mayor cantidad de cada flavonoide.

Tabla 8. Valores de pKa reportados en Pub Chem.

Flavonoide Primer valor de pKa
Quercetina 7.17
Catequina 7.53

3. Grupos funcionales post-adsorcion

En la Figura 24a se muestran los espectros FTIR obtenidos tras la adsorcion de los
flavonoides Quer y Cat en la MOF-Mg. Después de la adsorcion, para el espectro de MOF-
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Mg/Cat se encontré una banda en 1497 cm™ que coincide con la banda de enlace C=C
presente en la estructura del flavonoide. Para ambos espectros, entre 1200-1000 cm™ hay
bandas vibracionales del enlace C-O de los compuestos polifenolicos adsorbidos.

Para obtener informacién mas precisa sobre el cambio de intensidades de las bandas
vibracionales antes y después de la adsorcion, se llevdo a cabo una normalizacion de
intensidades, los resultados se muestran en la Tabla 9. Este procedimiento consisti6 en dividir
el espectro por la banda de referencia ya que esta no se altera tras la adsorcion como se
observa en la Figura 24b. Esta banda corresponde a la vibracion C=C en 1492 cm’!, que como
ya se menciond es caracteristica de la estructura principal de la MOF. Para la banda del enlace
-OH, se observo que tras la adsorcion hay una disminucion en la intensidad, siendo maés
pronunciada para MOF-Mg/Cat, esto puede ser por la desprotonacion de la catequina lo que
genera mayor interaccion con el Mg. Para la intensidad de la banda COO asim se observo una
disminuciéon para MOF-Mg/Quer y un amento para MOF-Mg/Cat, mientras que la banda
presente en 1208 cm™' mostré una reduccion notable. Esto puede sugerir cambios en la
densidad electronica de los carboxilatos debido a la interaccion entre los flavonoides con los
centros metalicos de la MOF. La banda en 819 y 587 cm™! correspondiente al enlace C=C-H
y Mg-O, respectivamente, mostraron un comportamiento diferente para cada flavonoide, esto
se puede atribuir al cambio del ambiente quimico que propio cada molécula, si bien estos
compuestos son similares, presentan grupos funcionales ligeramente diferentes, lo que genera
cambios quimicos, como el pKa, y fisicos como los modos de vibracion.

Tabla 9. Cambios de intensidad para bandas de grupos vibracionales post adsorcion.

Intensidad(u.a.)

Enlace ONn“d‘:e(rc‘l’n‘_l]‘; MOF-Mg MOF-Mg/Quer MOF-Mg/Cat
C=C 1492 1 1 1
O-H 3500-3200 0.140 0.109 0.068
COO asim 1574 0.549 0.501 0.591
CoOr 1208 0.716 0.686 0.500
C=C-H 819 0.981 0.959 1.118
Mg-O 587 1.066 1.099 0.812
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Figura 24. a) Identificacion de bandas nuevas generadas por los flavonoides y b) cambio
de las intensidades relativas de MOF-Mg post adsorcion en los FTIR.

4. Liberacion de flavonoides

La desorcion de los flavonoides retenidos en la MOF-Mg se realizé siguiendo la metodologia
descrita en el capitulo 11, con el propdsito de identificar el posible mecanismo de liberacion.
Los datos experimentales se ajustaron a diferentes modelos cinéticos de liberacion,
ampliamente utilizados en farmacologia para el estudio de sistemas de liberacion (Mohamed
& Damodharan, 2020). Los modelos empleados fueron el de orden cero, primer orden, el de
Higuchi, y el de Korsmeyer -Peppas. En la Figura 25 se presentan las curvas de liberacion
obtenidas para ambos flavonoides. Se observo que la concentracion de liberacion aumento
respecto al tiempo. Después de 32.5 h se alcanzo la liberacion maxima de los flavonoides
encapsulados en la MOF-Mg, obteniendo un porcentaje de liberacion de 99.2 % para
quercetina y 24.7 % para catequina. Se emplearon las ecuaciones 1-5 reportadas en el
capitulo 1, para los diferentes modelos cinéticos. En la Tabla 10 se reportan los resultados
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obtenidos para las constantes cinéticas k y coeficientes de correlacion R2. Asimismo, en el

Anexo I se muestran las graficas correspondientes a cada modelo cinético.
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Figura 25. Curvas de liberacion para Flv.

Tabla 10. Valores de constantes cinéticas K y coeficientes de correlacion R? para la

liberacion de Flv.

Quercetina Catequina

Modelo K R? K R?

Orden cero 0.0065 0.7379 0.0017 0.271
Primer orden 0.0002 0.7287 0.00005 0.5486

Higuchi 0.3280 0.8384 0.0974 0.373
Korsmeyer- 0.1944 0.9225 0.817 0.7376

Peppas

n=0.224 n=0.0612
Hixson -0.0005 0.3483 -0.0003 0.1275

Para la liberacion de ambos flavonoides, el modelo que mostrdé un mejor ajuste fue el de

Korsmeyer-Peppas, obteniendo un valor R? = 0.9225 para

Quer y R? = 0.7377 para Cat, lo

que indica un buen ajuste de los datos cinéticos a este modelo. El exponente de liberacion

n<0.5 indica que el mecanismo de liberacion es controlado por difusion y/o la degradacion
de la MOF, lo que sugiere que los flavonoides se liberan a través de su paso gradual de los
poros de la MOF. Adicionalmente, se puede inferir que la estructura cristalina y porosa de la
MOF controla la velocidad a la que el flavonoide se difunde al medio externo. El medio en
el que se realizo la liberacion fue PBS a 37 °C y un pH de 7.4, en el trabajo reportado por
Angels Ruyra et al., (2015) se utilizo DMEM y se observé que la MOF conserva solamente
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37.1 % de la estructura cristalina una vez transcurridas 24 h de contacto a esa misma
temperatura, lo que indica que el material tiene una persistencia baja comparada con otras
MOF y esto puede aprovecharse en las aplicaciones biologicas, mas ain cuando se busca la
liberacion de algun componente de la estructura.

5. Cambios en drea superficial y tamario de poro

Se realiz6 adsorcion de No para observar cambios en el area superficial y tamafo de poro tras
la incorporacién de los flavonoides dentro de la MOF. En La Figura 26 se pueden observar
las isotermas para MOF-Mg/Quer (a) y MOF-Mg/Cat (b). de acuerdo con la IUPAC, para
MOF-Mg/Quer se obtuvo una isoterma de tipo IV, caracteristica de materiales mesoporosos
y para MOF-Mg/Cat una isoterma de tipo II correspondiente a materiales adsorbentes no
porosos o macroporosos. En la Tabla 11 se reportan los valores obtenidos para area
superficial, volumen de poro y diametro medio de poro. El area BET especifica reportada
para la MOF-74(Mg) puede variar en una sintesis solvotérmica de 625 m?/g (Hu, et al., 2021)
hasta 1525 m?/g y esta depende de la metodologia de sintesis, cuando se usa ultrasonido se
ha reportado un 4rea de 1640 m?/g (Yang, et al., 2012), en este trabajo el de la MOF fue de
457.12 m*/g. Sin embargo, no existen reportes de la sintesis de este material a temperatura
ambiente como se realizd en este trabajo.
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Figura 26. Isotermas de adsorcion de N; para a) MOF-Mg/Quer y b) MOF-Mg/Cat.

Tabla 11. Datos obtenidos de adsorcion de N.

Material as,BET (M?/g) Volumen total de Diametro medio
poro (cm?/g) de poro (nm)
MOF-Mg/Quer 196.84 0.43 8.84
MOF-Mg/Cat 29.86 0.12 16.50
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6. Tamaiio de particula y potencial

Después de la adsorcion de los flavonoides, se analizaron los materiales mediante las técnicas
DLS y ELS. Para ambos casos se observo un aumento en el tamafio hidrodinamico de las
particulas, esto confirma la interaccion entre la red metal orgdnica y los compuestos
polifendlicos. Para la MOF-Mg/Quer se obtuvo un tamaio de particula de 372.8 nm con un
PDI de 0.44, sugiriendo una muestra heterogénea en tamafios en comparacion con la MOF-
Mg. De manera similar, para la MOF-Mg/Cat el tamafio fue de 230.5 nm y un PDI de 0.6672,
indicando la presencia de un material con alta polidispersidad y con mayor tendencia a la
formacion de aglomerados.

Para el potencial { se obtuvo un valor de -19.97 mV para MOF-Mg/Quer y -20.63 mV para
MOF-Mg/Cat, estos valores son ligeramente menores al valor anteriormente reportado para
la MOF pristina, indicando reduccioén en la repulsion electrostatica y debido a esto una
disminucion en la estabilidad coloidal (Clogston & Patri, 2011).

7. Morfologia post adsorcion

En la Figura 27a se visualizan las micrografias TEM correspondientes a la MOF-Mg/Quer.
Se puede observar en la micrografia del lado izquierdo, una nanoestructura con morfologia
irregular, bordes bien definidos y con superficie porosa. En la micrografia del lado izquierdo
se observan pequenas nanoparticulas esféricas bien dispersas con alto contraste indicando
una mayor densidad electronica, también se observa la formacion de conglomerados. El
analisis de datos se realizo con los softwares ImageJ y MatLab para obtener el histograma y
el ajuste bimodal. Esto indica la existencia de dos poblaciones de particulas con tamafos
promedio diferentes. Para la primera familia se obtuvo un tamafio promedio de (2204+51) nm,
mientras que para la segunda poblacion fue de (590+78) nm. Estos resultados confirman que
este material no evidencia un tamafio homogéneo.

Para la MOF-Mg/Cat, Figura 27b, se observd en las micrografias dos tipos de
microestructuras con morfologia bien definida similar a una varilla y agregados de forma
irregular, con apariencia de flor. El analisis para obtener el histograma fue el mismo para
MOF-Mg/Quer. En este grafico se puede observar una distribucion de tamafio bimodal, esto
coincide con las micrografias donde se observan diferentes tamafios de particula. Para la
primera poblacion se obtuvo un tamafio promedio de 0.144+0.03 um y para la segunda de
0.33+£0.03 um.
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Figura 27. Micrografias TEM e histogramas para a) MOF-Mg/Quer y b) MOF-Mg/Cat.
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Capitulo VI

Complejos Fiv-Mg
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1. Andalisis estructural Flv-Mg

En la Figura 28 se muestran los difractogramas experimentales obtenidos para los complejos
Quer-Mg y Cat-Mg. Se pudo observar que el complejo Quer-Mg presentd picos agudos en
diferentes angulos de Bragg como 19.89, 20.00, 20.02 y 27.18° (26), los cuales coinciden
con el patron de difraccion reportado por Ghosh, et al., (2015) para este mismo complejo,
concluyendo la formacion de la estructura cristalina del material deseado.

Por otro lado, el patron DRX del complejo Cat-Mg, dada la similitud estructural con la
quercetina, se compar6 con el mismo patroén de difraccion reportado en la literatura para el
complejo de quercetina. Se observaron picos en 19.98, 20.46, 21.30, 26.84 y 30.34°(26), los
cuales coinciden con el reportado por Ghosh, et al., (2015), sin embargo, se observa un ligero
desplazamiento el cual se puede atribuir a la diferencia de coordinacion con el ion Mg*? en
comparacion con la quercetina, esto debido a la distribucion de los grupos funcionales dentro
de la estructura y a una ligera torsion estructural que esta presenta.
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Figura 28. Patrones de difraccion experimentales obtenidos para complejos Flv-Mg.

Con la ecuacion de Debye Scherrer (Ec. 7) se obtuvo el tamafio de cristal para ambos
complejos, tomando para Cat-Mg el pico que se encuentra en 20.08°, obteniendo un tamafio
de 606.68 nm y para el complejo Quer-Mg se selecciond el pico en 20.30° teniendo un tamafo
de cristal de 428.80 nm. Nuevamente los materiales tienen tamafios nanométricos que pueden
sugerir un crecimiento en planos especificos.

65




2. Grupos funcionales Flv-Mg

En la Figura 29 se reportan los espectros FTIR obtenidos para ambos complejos. En la Tabla
12 se reporta el nimero de onda donde se encuentran las bandas caracteristicas para los
grupos funcionales presentes en los flavonoides y las bandas encontradas en los complejos.
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Figura 29. Comparacion de bandas en FTIR de a) Quer y Quer-Mg, b) Cat y Cat-Mg.
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Tabla 12. Bandas caracteristicas en FTIR de flavonoides y complejos.

Niumero de onda (cm™)

Compuesto O-H C=0 C=C C-O-H C-0-C M-O
Quer 3500-3200 1665 1607 1317 824y 1168 ausente
Quer-Mg  3500-3200 1665.95 1611 1318 824y 1168 573.85
Cat 3291 ausente 1520 1317 1003-1144  Ausente
Cat-Mg 3278 ausente 1520 1318 1003-1144 519

De acuerdo con el analisis realizado para los espectros FTIR mostrados en la Figura 30 y con
los datos reportados en la Tabla 10, se puede observar que en algunas bandas caracteristicas
de la quercetina experimentan un ligero desplazamiento al unirse con el ion magnesio, esto
puede ser debido al enlace de coordinacion que se forma con el metal, lo que modifica el
ambiente quimico y por lo tanto la vibracion de los enlaces. También se observd una nueva
banda en una longitud de onda de 573.85y 519 cm™! para Quer-Mg y Cat-Mg. Es importante
recalcar que la banda M-O se puede encontrar en un intervalo de 400-600 cm™ y la presencia
de esta nueva banda confirma la presencia del enlace Mg-O.

3. Entorno quimico Flv-Mg

La técnica de 'H-RMN se realizd para analizar cambios del entorno quimico de los
flavonoides después de la coordinacion con el ion metalico. En el espectro de '"H-RMN del
complejo Quer-Mg, Figura 30a, la zona que se analiz6 fue de 5.5 a 13 ppm, ya que en campos
menores se presentan las resonancias pertenecientes al disolvente empleado para el analisis.
En comparacion con el espectro de Quer, reportado en el capitulo 1V, se observo un cambio
significativo en las resonancias como reducciones, ensanchamiento, desplazamiento y
aparicion de nuevas sefiales, esto se puede atribuir a la coordinacion del flavonoide con el
ion metalico. Se puede observar que la sefial correspondiente al proton H en el C-3,
desaparece, esto se debe a la desprotonacion del grupo -OH tras la complejacion con el
magnesio y el C-4. También, en este complejo se observa un desplazamiento de la sefial del
OH en C-5 de 12.50 ppm a 2.05 ppm, este resultado reafirma que los sitios C-3 y C-4 son
sitios de coordinacion para el metal con el flavonoide. Al analizar el espectro obtenido para
el complejo Cat-Mg, Figura 30b, se observaron desplazamientos quimicos, asi como la
disminucioén en la intensidad de las sefales, esto sugiere una alteracion en el entorno quimico
de los protones H por la coordinacion con el ion Mg*2. Lo que corrobora lo que se observé
en las técnicas de caracterizacion previamente descritas.
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Figura 30. Espectros IH-RMN para a) Quer-Mg y b) Cat-Mg.

4. Tamaiio de particula y potencial

Tras la formacion de los complejos con los flavonoides y el magnesio, se utilizaron
nuevamente las técnicas de DLS y ELS para observar cambios en el tamafo de particula y
potencial {. El complejo Quer-Mg present6 un tamafio de particula de 277.3 nm, mostrando
una reduccion en el tamafio en comparacion con la Quer libre, esto sugiere que la
coordinacion con el ion metalico ayuda a disminuir la formacion de agregados. El PDI del
complejo fue de 0.98, esto indica una distribucién heterogénea de tamafio de particula.
Finalmente, el potencial € fue de -18.21 mV, este resultado indica una repulsion electrostatica

68




ligeramente mayor respecto al flavonoide solo lo cual evita la formacion de agregados o
aglomerados (Clogston & Patri, 2011).

Por otro lado, para el complejo Cat-Mg, el tamafio de particula obtenido fue de 110.7 nm
menor al de la catequina libre. El valor de PDI fue de 0.3667, valor superior al flavonoide
solo, esto indica que la heterogeneidad de las particulas se pierde al coordinarse con el ion
metalico. El potencial { obtenido fue de -4.605 mV, en comparacion con catequina libre, hubo
una disminucion dréstica, lo que sugiere una pérdida de la estabilidad coloidal en el complejo.
Esto se podria deber a la coordinacion del ion Mg ™ que neutraliza la carga de la catequina,
ayudando a reducir la repulsion electrostatica entre las particulas. Los resultados muestran
que la presencia del metal afecta de forma diferenciada a cada flavonoide.
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Capitulo VII

Evaluacion en la linea celular HelLa
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1. Ensayos de proliferacion celular

Con el objetivo de evaluar el efecto de la MOF-Mg, MOF-Mg/Quer, MOF-Mg/Cat, Quer y
Cat, sobre la viabilidad y proliferacion de la linea celular HeLa, se realizdo una prueba
cualitativa mediante el ensayo Azul Alamar, también conocido como resazurina. En la Figura
31 se observa como se asign6 cada tratamiento en la placa de cultivo de 24 pocillos, empleada
para este ensayo. El Azul Alamar es un indicador redox que es muy utilizado en estudios de
viabilidad y citotoxicidad celular gracias a sus propiedades Opticas. La resazurina es un tinte
de color azul débilmente fluorescente y permeable capaz de entrar a las células vivas, en su
forma reducida se conoce como resorufina con coloracion rosa muy fluorescente. En
condiciones de reduccion maés fuertes la resorufina pasa de forma reversible a
dihidroresorufina, una molécula incolora que no emite fluorescencia (Metrohm, 2024). Este
mecanismo redox se presenta en la Figura 32.

Para este ensayo se sigui6 la metodologia reportada en la seccion 6, capitulo II. En la Figura
33 se presentan los ensayos de 24 y 72 h antes y después de la adicion de Azul Alamar. Como
se explico anteriormente, la resazurina al entrar en contacto con las células vivas y mediante
procesos enzimaticos de estas, es reducida a resorufina, dando una coloracion rosa, esto
indica una alta actividad metabdlica celular, como se muestra en la Figura 33b. En la Figura
33a, la coloracion roja corresponde al medio de crecimiento con los materiales a analizar
antes de la adicion del Azul Alamar. En esta fase, el color rojo corresponde al rojo fenol el
cual es un indicador de pH y su funcién es mostrar de forma visual si hay cambios de acidez
en el medio a través de los cambios de coloracion y asi monitorear la salud celular. Cuando
se obtiene una coloracion roja-naranja, el pH~7.4 es ideal para el crecimiento celular, en la
coloracion amarilla, el pH < 6.8 esto indica un medio acido y puede darse debido a un mayor
crecimiento celular, por lo tanto, hay mayor actividad metabdlica generando desechos acidos
(Freshney, 2015). Esta coloracion se puede observar en la Figura 33c después de tratar al
cultivo celular con los materiales durante 72 h, indicando un mayor crecimiento celular y
consumo de nutrientes en el medio. Finalmente, en la Figura 33d se muestra la misma placa
después de incubar con Azul Alamar. Se observan tonalidades moradas/azules en los pocillos
4-6 de la fila 2, esto indica una baja viabilidad celular, que podria deberse a un efecto
citotoxico del tratamiento. La coloracién rosa/magenta indica una alta viabilidad celular,
sugiriendo que los tratamientos no afectaron el crecimiento celular, mientras que los tonos
intermedios, indican buena viabilidad celular, es decir el tratamiento tuvo un efecto parcial
en una parte de la poblacion celular. A continuacion, se detalla el analisis cuantitativo.
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Figura 32. Mecanismo redox de Azul alamar a Dihidroresorufina.

Figura 33. Cultivos celulares de linea celular HeLa para ensayo de proliferacion a)
células tratadas durante 24 h, b) mismas células tras la adicion de Azul Alamar, c¢)
células tratadas durante 72 h y d) mismas células tras la adicion de Azul Alamar.

En la Figura 34 se muestra el porcentaje de proliferacion obtenido mediante el ensayo Azul
Alamar para las células HelLa después de 24 y 72 h de exposicion a los diferentes
tratamientos, comparadas con el control positivo el cual consistid en células en medio de
crecimiento sin exposicion a ningin tratamiento, por lo que representa el 100% de
proliferacion celular en cada tiempo.

A las 24 h de exposicion, se observo que las células tratadas con MOF-Mg, MOF-Mg/Cat y
catequina libre a baja concentraciéon (10 pg/mL) presentaron una ligera disminucion en el
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porcentaje de proliferacion (96.30, 92.09 y 99.40%, respectivamente). Estos resultados
indican que, a este tiempo existe una compatibilidad adecuada de estos materiales con las
células. En contraste, los tratamientos de MOF-Mg/Quer, quercetina y catequina libre a alta
concentracion (40 pg/mL), mostraron porcentajes de proliferacion de 86.73, 63.60 y 85.30%,
lo que sugiere un efecto citotéxico moderado sobre la linea celular.

Tras 72 h de tratamiento con los materiales, los cultivos celulares mostraron porcentajes de
proliferacion que superaron lo observado en el cultivo control con células sin tratamiento,
siendo los valores obtenidos de 102.43 % para MOF-Mg, de 107.90 % para MOF-Mg/Quer,
de 117.84 % para MOF-Mg/Cat, y de 104.90% (10 ug/mL) y 131.00% (40 ug/mL) % para
la catequina libre, a las dos diferentes concentraciones analizadas. Esto sugiere una buena
viabilidad de los materiales al entrar en contacto con la linea celular y posiblemente la
liberacion gradual de los flavonoides encapsulados en la MOF, lo que podria dar una mayor
proteccion antioxidante, protegiendo a las células de sufrir menor dafio oxidativo y
aumentando ligeramente su proliferacion. En cambio, la quercetina afectd importantemente
la proliferacion, observandose un porcentaje de solamente 86.13 %, lo que indica una
inhibicion de alrededor del 14% en el crecimiento celular

En conjunto, estos resultados indican que la MOF-Mg, por si sola no tiene un efecto
citotoxico importante sobre la linea celular HeLa y que el encapsulamiento de los flavonoides
mejora su efecto sobre la viabilidad celular y proliferacion, posiblemente porque la liberacion
gradual del flavonoide puede ayudar a favorecer efectos antioxidantes sobre el estrés
oxidativo. Wang, et al., (2015), utilizé quercetina para estudiar su efecto en la proliferacion
de la linea celular HeLa y report6 que, con el aumento de concentracion del flavonoide, la
tasa de inhibicion de la proliferacion aumenta. En este proyecto se utilizd una sola
concentracion, sin embargo, el resultado es consistente con el reportado tedricamente, donde
se ha encontrado que este flavonoide a concentraciones bajas tiene la capacidad de inhibir el
crecimiento de células cancerigenas. Estos resultados abren la posibilidad de emplear a los
flavonoides en el tratamiento contra el cancer, ya que también se ha reportado que pueden
inducir apoptosis celular.
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tratamiento.

2. Especies reactivas de oxigeno (ROS)

La metodologia para este ensayo se reporta en la seccion 7, capitulo II. En la Figura 35 se
muestran los resultados cuantitativos para determinar si los tratamientos generan ROS en la
linea celular HeLa. El control basal consistié en células sin tratamiento y el control positivo
células tratadas con H2Oz. Se observa que a 25 ug/mL todos los materiales generan menos
ROS que el peroxido de hidrégeno, lo mismo ocurre a 100 pug/mL, excepto para la MOF
pristina y la MOF-Mg/Cat.

Como se menciond en los antecedentes de este trabajo, tanto la Quer como la Cat son
compuestos polifendlicos conocidos por su capacidad para actuar como antioxidantes
exodgenos. Su poder antioxidante radica en su capacidad para eliminar radicales libres y
prevenir la disminucion de dafios causados por el estrés oxidativo en enfermedades
cardiovasculares y cancer. El encapsulamiento de estos flavonoides en la MOF-Mg esté
disefiado para aumentar su estabilidad y permitir una liberacion gradual, lo cual se confirmo6
en la cinética de liberacion (seccion 4, capitulo V). Esta liberacion gradual evita la inhibicion
celular que mostr6 la Quer libre. Por lo tanto, el efecto de proteccion antioxidante de los
compuestos MOF-Mg/Flv se potencia al mejorar la viabilidad celular (con porcentajes
superiores al 100 % de proliferacién a 72 h), lo cual l6gicamente se correlaciona con una
disminucién del dafio oxidativo. Los flavonoides por si mismos tienen dicha propiedad y es
por esto por lo que en la Figura 35 generan una baja concentracion de ROS.

En el ensayo de ROS se utilizaron dos concentraciones: 25 y 100 pg/mL. Reportes
bibliograficos indican que, aunque la MOF-74 de magnesio tiene una buena bioseguridad, su
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citotoxicidad aumenta en dosis superiores, por ejemplo, con 50 pg/mL en estudios previos
con células HeLa, se ha observado que después de 6 h de incubacion, la viabilidad se reduce
95 % (Hu, et al., 2021). Ademas, dosis elevadas del ion Mg*? en el organismo pueden generar
envenenamiento por magnesio, causando danos a la proliferacion y respiracion celular (Zhu,
et al., 2020). Dado que la ruta mas importante para la generacion de ROS es la fosforilacion
oxidativa dentro de la mitocondria, el dafio celular causado por el exceso de Mg* liberado a
concentraciones muy altas podria alterar los procesos metabolicos mitocondriales v,
consecuentemente, incrementar la produccién de ROS, esto se observa en las muestras que
contienen MOF a altas concentraciones. La alta biocompatibilidad y el efecto protector se
demuestran en los materiales MOF-Mg/Flv a concentraciones bajas/moderadas, donde los
flavonoides encapsulados ejercen su funcién antioxidante, logrando una disminucion
significativa de las ROS, en comparacion con el H2Ox.
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Figura 35. Niveles de especies reactivas de oxigeno (ROS) generadas por cada material.
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Conclusiones

El presente estudio evalu6 con éxito el efecto protector de los flavonoides (quercetina y
catequina) encapsulados en una red metal orgénica de magnesio (MOF-Mg) y el efecto de
complejos de dichos flavonoides con el mismo metal, sobre el estrés oxidativo en la linea
celular HeLa.

El disefio de redes metal orgdnicas que emplean magnesio como centro metalico, como la
MOF-74, es viable y demuestra un alto potencial como excipiente activo para mejorar las
propiedades farmacoldgicas de los flavonoides. La MOF-Mg (MOF-74) fue sintetizada a
temperatura ambiente, obteniendo una estructura cristalina nanométrica con un tamafio de
particula de 7.5 nm. Los estudios fisicoquimicos confirmaron la estructura cristalina de la
MOF-Mg después de la sintesis, asi como los cambios estructurales generados por la
adsorcion de los flavonoides. La adsorcion se ve favorecida por la capacidad de la MOF-74
de magnesio para presentar flexibilidad estructural y por el entorno quimico, superando el
impedimento estérico que podria generar el tamafio de los flavonoides. El mecanismo de
liberacion, controlado por difusion gradual, demuestra que la estructura cristalina y porosa
de la MOF controla la velocidad de liberacién, cumpliendo con la expectativa de aumentar
la estabilidad y biodisponibilidad de los flavonoides. Se demostrd que la capacidad de la
MOF-Mg para adsorber flavonoides, alcanza una carga maxima de 9.60 mg de Quer y 20.5
mg de Cat por cada 100 mg de MOF. Esta capacidad resultd en eficiencias de
encapsulamiento del 42.44 % para Quer y 20.53 % para Cat. La adsorcion de los flavonoides
provoco cambios estructurales en la MOF, observandose una expansion de la red con la Quer
y una contraccion con la Cat, lo que sugiere una fuerte interaccion dependiente de las
propiedades quimicas de cada flavonoide. La Cat experimenté una desprotonacion mayor
debido a su valor de pKa y el pH de la adsorcion lo que resulto en la contraccion estructural,
antes mencionada. Ademas, se not6 una liberacion maxima de Cat significativamente menor
(24.72 %) en comparacion con la Quer (99.17 %) después de 32.5 h, lo que indica que el tipo
de flavonoide impacta directamente en la eficiencia de liberacion.

La cinética de liberacion de los flavonoides en la MOF en condiciones fisioldgicas (PBS, pH
7.4, 37 °C) se ajusto consistentemente al modelo de Korsmeyer-Peppas (R? = 0.9225 para
Quer), con un exponente de liberacion (n=0.224) que confirma un mecanismo controlado por
difusion gradual a través de los poros de la red. Esto respalda la hipétesis de que la MOF-Mg
permite una liberacion gradual de las sustancias activas, protegiéndolas de la degradacion.

Adicionalmente, se confirmo la formacion exitosa de complejos individuales Quer-Mg y Cat-
Mg. La coordinaciéon de los flavonoides con el ion Mg*? se demostré por FTIR (con la
aparicion de banda M-O) y RMN (con el desplazamiento quimico y desaparicion de sefiales
de protones hidroxilo), lo que indic6 que la complejacion con el metal afecta positivamente
la estabilidad de los flavonoides al reducir la tendencia a la agregacion (por ejemplo, el
complejo Quer-Mg redujo drasticamente el tamafio de particula respecto a la Quer libre).
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La MOF-Mg pristina y los flavonoides encapsulados mostraron una baja citotoxicidad en la
linea celular HeLa, con porcentajes de proliferacion superiores al 100 % a las 72 h. Esto
valida el uso del magnesio como centro metalico biocompatible para la sintesis de MOF
destinadas a aplicaciones biomédicas. Estos resultados indican que la formulacion basada en
MOF-Mg mejora la viabilidad celular y potencialmente el efecto antioxidante de los
flavonoides. La alta biocompatibilidad y el mecanismo de liberacion por difusion gradual de
la MOF-Mg validan su aplicacion en terapias antioxidantes. Sin embargo, la marcada
diferencia en la capacidad de carga y en el porcentaje de liberacién entre Quer y Cat,
determinada por las condiciones de pH y el consecuente nivel de desprotonacion de los
grupos hidroxilo de cada flavonoide, sugiere que los estudios futuros deben enfocarse en
optimizar el ambiente quimico durante la adsorcion para maximizar la eficiencia de
encapsulamiento y el perfil de liberacion.

La sintesis de MOF-Mg con flavonoides y los complejos de Mg-Flv abre un campo de
posibilidades para el desarrollo de tratamientos que disminuyan el estrés oxidativo y
potencialmente sirvan como agentes coadyuvantes en el tratamiento de enfermedades
asociadas a la generacion de especies reactivas de oxigeno.

Trabajo a futuro

- Un estudio de optimizacion del encapsulamiento de flavonoides; dado que la eficiencia de
adsorcion y liberacion de los flavonoides fue significativamente diferente entre la quercetina
y la catequina, y esta diferencia se correlaciond con el ambiente quimico durante la adsorcioén
se propone realizar estudios detallados sobre la influencia del pH en la adsorcion y la
liberacion in-vivo.

- Realizar estudios de apoptosis y cancer: Dado que los flavonoides tienen la capacidad de
inducir la apoptosis celular y se utilizaron células HeLa (una linea celular de cancer de cuello
de utero), una direccion prometedora es investigar el mecanismo molecular mediante el cual
la formulacion MOF-Mg/Flv podria inducir selectivamente la muerte celular programada
(apoptosis) en lineas celulares cancerosas, abriendo un campo de posibilidades para el
tratamiento contra el cancer.

- Se podrian realizar estudios para especificos de curvas dosis-respuesta, para determinar el
efecto de los materiales a diferentes concentraciones y determinar condiciones biologicas
optimas.
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ANEXO 1

En este apartado, se muestran las graficas correspondientes a los modelos cinéticos aplicados
para el andlisis de la liberacion de los flavonoides Quer y Cat en capsulados en la MOF-Mg.
En la Figura A1 corresponde a la liberacion de quercetina en el sistema MOF-Mg/Quer y la
Figura A2 a la liberacion de catequina de MOF-Mg/Cat.
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Figura Al. Modelos cinéticos de liberacion de Quer: a) orden cero, b) primer orden, c)
Higuchi, d) Korsmeyer-Peppas y e) Hixson.
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Figura A2. Modelos cinéticos de liberacion de Cat: a) orden cero, b) primer orden, c)
Higuchi, d) Korsmeyer-Peppas y e) Hixson.
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