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CAPITULO I- INTRODUCCION



1.1 Introduccion

El cancer de prostata es actualmente la neoplasia maligna mas comunmente
diagnosticada en hombres a nivel mundial y la quinta causa principal de muerte por cancer
en hombres. En 2020, se estimaron 1.414.249 casos nuevos y se produjeron 375.000 muertes
anuales en todo el mundo asociadas a esta enfermedad. A nivel global, el cancer de prostata

es la neoplasia maligna mas comtinmente diagnosticada en mas del 50% de los paises'.

Segun datos de la Direccion de Vigilancia de la Salud del Ministerio de Salud, basados
en la informacion recopilada por el Instituto de Estadistica y Censo (INEC), en Costa Rica
para el afio 2022, se registr6 un total de 454 fallecimientos en hombres por cancer de prostata.
Los decesos asociados al cancer de prostata disminuyeron un 3% en el afio 2022, pasando de
468 muertes en el 2021 a 454 el afio anterior. El 66% de los fallecimientos por cancer de
prostata registrados en el 2022, se ubican en el grupo de edad de mayores de 75 afios, lo que

significa que, por cada 100.000 hombres, 362 mueren por esta enfermedad?.

Los resultados de los tratamientos comunmente utilizados van a depender de factores
como la edad, los problemas de salud asociados, la histologia del tumor y la extension del
cancer. Si bien tratamientos convencionales como analgésicos, bifosfonatos, inhibidores de
la fosfodiesterasa (IPA), terapia hormonal, quimioterapia, radiofarmacos, inmunoterapia,
radioterapia focalizada y otras terapias dirigidas, han demostrado eficacia en fases
localizadas, su efectividad disminuye en etapas avanzadas, especialmente ante la resistencia

a la castracion y la recurrencia tumoral'3.

Ante esta problematica, las plantas medicinales han sido fuentes potenciales de
compuestos bioactivos naturales como alcaloides, compuestos fenodlicos, terpenos y
esteroides. Muchos de estos componentes bioactivos naturales poseen prometedoras
propiedades quimiopreventivas®. En particular, la M. oleifera Lam (Moringaceae) es una
planta muy apreciada que se encuentra en diversos entornos tropicales y subtropicales. Sus
hojas, raices, semillas, corteza y flores poseen propiedades anticancerigenas, antipiréticas,
antiepilépticas, antiinflamatorias, antiulcerosas y antibacterianas, y que se ha utilizado
historicamente en la medicina indigena, especialmente en paises subdesarrollados, para tratar

diversas enfermedades’.



La Moringa oleifera ha demostrado en estudios in vitro tener propiedades antioxidantes
y citotoxicas frente a diferentes tipos de patologias especialmente contra dos tipos de cancer,
mas especificamente contra el cancer de prostata, estos metabolitos bioactivos, son
compuestos se han presentado como candidatos para elaboracion de farmacos innovadores a
partir de sus metabolitos bioactivos, que se encuentran en diversas partes de la planta como

en las semillas, hojas y flores®.

En las ultimas décadas, la nanotecnologia se ha consolidado como una de las areas mas
prometedoras en la investigacion cientifica y el desarrollo tecnologico. El disefio,
caracterizacion y aplicacion de nanoparticulas metalicas ha revolucionado campos como la
medicina, la biotecnologia, la farmacéutica, debido a las propiedades inicas que presentan a
escala nanométrica. Entre estas, destacan la alta relacion superficie/volumen, la capacidad de
penetrar en membranas celulares, la reactividad quimica aumentada y la posibilidad de

funcionalizacién con biomoléculas’.

Los fitoquimicos naturales abundantes son un potencial en el tratamiento del cancer y
los nutrientes diarios pueden ser un tesoro de farmacos anticancerigenos. Es ampliamente
aceptado que la nanotecnologia podria ser una direccion futura en el tratamiento del cancer.
La aplicacion de fitoquimicos en combinacion con la nanotecnologia amplifica el efecto
terapéutico y proporciona una nueva forma de resolver los dificiles problemas econdmicos y

ambientales de la nanotecnologia®

Sin embargo, entre los desafios que enfrenta la nanotecnologia atn no estan
completamente resueltos. Uno de los desafios en la administracion de farmacos es la
seguridad para la salud humana, ya que los nanomateriales pueden no tener un impacto
inmediato. Ademas, la fabricacion de productos nanomédicos para su comercializacion es un
obstaculo clave, ya que la produccion a gran escala es técnicamente compleja y sus
propiedades fisicoquimicas pueden variar de un lote a otro. Si bien se han logrado grandes
avances en la aplicacion de nanofitoquimicos en el tratamiento del cancer, ain queda mucho
camino por recorrer para la aplicacion a gran escala de nanoparticulas para la administracion

de farmacos y atn quedan muchas preguntas por responder®.



1.2 Planteamiento del problema

El cancer es un importante problema de salud publica en todo el mundo, responsable
de una gran proporciéon de muertes cada afio. Segin estimaciones recientes, hubo 19,3
millones de nuevos casos de cancer y 9,96 millones de muertes por cancer a nivel mundial
en 2020, y las proyecciones muestran que estas cifras aumentaran a 30,2 millones de nuevos
casos y 16,3 millones de muertes para 2040. La carga del cancer es especialmente alta en los
paises de ingresos bajos y medianos (PIBM), con mas del 70% de las muertes por cancer

ocurriendo en estas regiones’.

El aumento de la incidencia y la mortalidad por cancer en Costa Rica se ha convertido
en un problema de salud publica, siendo los canceres de prostata, mama y colorrectal los mas

prevalentes’.

En el tratamiento del cancer, a menudo se requiere que los pacientes hagan concesiones
entre la calidad de vida y la duracion de la vida. La terapia especifica para el tumor puede
potencialmente prolongar la vida; sin embargo, esto puede reducir significativamente la
calidad de vida. Algunos pacientes estan dispuestos a soportar las toxicidades asociadas con
el tratamiento para aumentar su tiempo de vida, mientras que otros valoran mas la calidad de
vida y son reacios a pasar sus afios restantes en un estado comprometido. Esto implica sopesar
los riesgos y beneficios del tratamiento y gestionar las preocupaciones y expectativas de los

pacientes'’.

En este sentido, la planta de Moringa oleifera se distingue por tener diferentes
metabolitos bioactivos con propiedades terapéuticas en particular taninos, flavonoides,
terpenoides, alcaloides, entre otros, estos compuestos pueden actuar como agentes
bioreductores y estabilizantes para la formacion de nanoparticulas, las cuales presentan
diferentes actividades terapéuticas, dentro de las cuales se encuentran propiedades

antibacterianas, antifiingicas y especialmente anticancerigenas®.

Dentro de este contexto, las sintesis verdes de nanoparticulas constituyen un enfoque
innovador que responde a la necesidad de desarrollar procesos mas seguros, econémicos y
sostenibles. Sin embargo, como cualquier tecnologia emergente, los nanofarmacos presentan
sus propias limitaciones, desafios y posibles problemas de toxicidad. Algunos de los

problemas clave asociados con los nanofarmacos son la biocompatibilidad y la toxicidad, las



interacciones con el sistema inmunitario, la biodistribucion y la acumulacién, los desafios
regulatorios, el impacto ambiental, las preocupaciones é€ticas y sociales, los efectos a largo

plazo y la toxicidad crénica, etc’.

Los nanofarmacos pueden exhibir comportamientos biologicos diferentes a los de sus
contrapartes de mayor tamafio. Su pequeiio tamafio puede provocar interacciones inicas con
sistemas bioldgicos que pueden resultar en efectos toxicos inesperados. Su compatibilidad
sanguinea se ve significativamente influenciada por diversas propiedades de la superficie del
material. La interaccion entre la sangre y el material depende de las caracteristicas
fisicoquimicas, incluyendo el 4rea superficial, la carga superficial, la
hidrofobicidad/hidrofilicidad y otros factores relevantes. En el caso de las nanoparticulas, los
determinantes criticos en estas interacciones son el efecto del tamafio, la estructura y las

propiedades superficiales’.

La pertinencia de esta investigacion , radica en la falta de estudios clinicos en humanos
que evidencien el potencial bioactivo de los metabolitos presentes en flores de M. oleifera,
ya que lo tnico que se logra identificar en la literatura cientifica son ensayos in vitro segin
un estudio realizado en el afio 2023 denominado Sintesis verde de nanoparticulas de hojas
de M. oleifera y evaluacion de su potencial terapéutico’” realizado por Virk P, et al.!! contra
células cancerigenas con capacidad para actuar como agentes de sintesis verde de
nanoparticulas y asi su papel como moduladores de actividad citotoxica frente a células
tumorales. Ante la ausencia de estudios, se realizard un modelado molecular in silico y una
revision sistematica de literatura sobre sintesis verde limita el avance hacia aplicaciones

farmacéuticas concretas en el tratamiento del cancer.

De ahi surge la siguiente pregunta, ;De qué manera los metabolitos presentes en las
flores de M. oleifera con potencial citotoxico y propiedades farmacocinéticas favorables,
caracterizados mediante modelado in silico y evidencia bibliografica, contribuyen al disefo

de estrategias de sintesis verde de nanoparticulas a partir de 6xidos metalicos?

1.3 Objetivos

1.3.1 Objetivo general
Evaluar el potencial de los metabolitos de flores, hojas y semillas de M. oleifera

mediante modelado in silico y sintesis de literatura articulando su contribucion a la



citotoxicidad, a las propiedades farmacocinéticas y a la funcién reductora/estabilizante en la

sintesis verde de nanoparticulas de 6éxidos metalicos.

1.3.2 Objetivos especificos

e Identificar mediante revision bibliografica los metabolitos bioactivos presentes en las
flores, hojas y semillas de M. oleifera con potencial citotéxico reportado en ensayos
in vitro ¢ in silico contra lineas celulares de cancer de prostata.

e Evaluar las propiedades farmacodinamicas, farmacocinéticas y toxicologicas
(ADME/Tox) de los metabolitos priorizados mediante técnicas de cribado virtual, con
el proposito de estimar su viabilidad como candidatos bioactivos frente al antigeno
prostatico especifico de membrana (PSMA), priorizando aquellos compuestos con
mayor afinidad de union y estabilidad de complejos.

e Analizar el potencial de los metabolitos de M. oleifera en la sintesis verde de
nanoparticulas de 6xidos metélicos, estableciendo criterios tedricos sobre su posible

funcion como agentes reductores y estabilizantes.

1.4 Justificacion

El cancer es una de las principales causas de muerte a nivel mundial. De acuerdo con
la Organizacién Panamericana de la Salud (OPS), cada afio se diagnostican mas de 20
millones de casos nuevos y 9,7 millones de personas mueren a causa de estas enfermedades.
En América Latina y el Caribe, las estadisticas reflejan una tendencia creciente, con particular
impacto en los sistemas de salud publica debido al alto costo de los tratamientos, extensos
periodos de hospitalizaciones y los efectos adversos emocionales, fisicos y econdmicos que

afectan la calidad de vida de los pacientes y sus familias'2,

De acuerdo con la Organizacion Panamericana de la Salud (OPS), cada afio se
diagnostican mas de 20 millones de casos nuevos y 9,7 millones de personas mueren a causa
de estas enfermedades. En América Latina y el Caribe, las estadisticas reflejan una tendencia
creciente, con particular impacto en los sistemas de salud publica debido al alto costo de los
tratamientos, extensos periodos de hospitalizaciones y los efectos adversos emocionales,

fisicos y econdmicos que afectan la calidad de vida de los pacientes y sus familias.



Desde una perspectiva nacional, para el afio 2021, un total de 468 hombres fallecieron
producto del cancer de prostata, estd problematica oncoldgica en Costa Rica se ve agravada
por factores estructurales del sistema sanitario. Los tltimos meses las listas de espera para
estudios diagndsticos como mamografias o biopsias pueden alcanzar hasta un afio y medio,
lo que retrasa significativamente el diagnostico temprano y el inicio de los tratamientos. Esta
realidad incrementa las tasas de mortalidad y la carga econdmica para la Caja Costarricense
de Seguro Social (CCSS), reflejando la necesidad de fortalecer la investigacion en terapias

complementarias que puedan integrarse al abordaje preventivo y curativo del cancer!?.

En los ultimos afios, la incidencia del cancer ha aumentado, principalmente debido al
cribado universal con el antigeno prostético especifico (PSA)'?, y aunque la mayoria de los
casos se detectan en estadios iniciales, los tumores metastasicos presentan una supervivencia

significativamente menor en comparacion con los tumores localizados.

En respuesta a estos desafios, los productos naturales han cobrado gran interés debido
a su capacidad para modular vias involucradas en proliferacion, apoptosis y resistencia
farmacologica’. Entre ellos la M. oleifera, conocida cominmente como “arbol de la vida”, es
una especie que se encuentra ampliamente en regiones tropicales, que ha demostrado en
estudios in vitro tener propiedades antioxidantes y citotoxicas frente a diferentes tipos de
patologias especialmente contra dos tipos de lineas celulares tumorales, como las células

(PC-3, DU145, LNCaP) provenientes canceres de prostata.

Especificamente se evidencian que extractos de M. oleifera pueden inducir apoptosis
contra la linea celular LNCaP es PSMA -positiva, la actividad antiproliferativa observada en
estos estudios permite plantear la hipotesis de que los metabolitos individuales podrian
interactuar con PSMA, una diana terapéutica altamente expresada en tumores avanzados.
PSMA se reconoce actualmente como un objetivo fundamental para radiofarmacos,

inhibidores selectivos y plataformas de administracion dirigida' '®.

Estos metabolitos bioactivos que poseen estas actividades citotéxicas como lo son: la
quercetina, niazimicina, kaempferol, isotiocianatos, alcaloides, fenoles, etc, estos
compuestos se han presentado como candidatos para elaboracion de farmacos innovadores a
partir de sus metabolitos bioactivos, que se pueden encontrar en extractos etanoicos de

diversas partes de la planta como lo pueden ser en las semillas, hojas y flores®!” Bajo este



marco, el presente trabajo propone extender estos hallazgos al receptor membrana prostatico
especifico (PSMA), una diana estructuralmente caracterizada (1Z8L) y estratégicamente

relevante para el cancer de prostata.

Sin embargo, la lucha contra el cancer ha estado caracterizada por los diferentes
métodos tradicionales de tratamiento como lo son la cirugia, radioterapia, quimioterapia y
terapias hormonales, que han sido fundamentales en el manejo de la enfermedad; sin
embargo, su falta de selectividad frente a las células tumorales y los retos en la administracion
eficiente de farmacos en el sitio del tumor han llevado a limitaciones practicas. Ademas, la

resistencia a multiples farmacos plantea otro obstaculo para el éxito de la quimioterapia'®.

A partir de lo anterior, se plantea el interés de busca mejorar las estrategias terapéuticas
de administracion del medicamento para dar una alternativa a tratamientos convencionales,
sin causar dafios irreversibles a los tejidos y células sanas de los pacientes, para ello la
nanotecnologia es una industria que se encuentra en auge porque permite crear estructuras a
nanoescala. Las nanoparticulas se centran en la sintesis de particulas con un didmetro entre
1 y 100 nm. Las nanoparticulas se han empleado como sistema de administracion de
medicamentos debido a su potencial para dirigirse a células enfermas especificas o tejidos

tumorales al encapsular el fArmaco terapéutico en las nanoparticulas.

De ahi surge el interés por la sintesis verde de nanoparticulas porque emerge como una
alternativa sostenible a métodos quimicos convencionales que suelen requerir altas
temperaturas, reactivos toxicos y producir residuos contaminantes. Ya que, en comparacion
con estos procedimientos fisicos y quimicos tradicionales, la nanobiotecnologia y los
procedimientos de sintesis ecoldgica a base de plantas ofrecen ventajas significativas, ademas
de tener una mayor gama de aplicaciones médicas y biotecnoldgicas, debido a que los
metabolitos vegetales poseen grupos funcionales capaces de actuar como agentes reductores
y estabilizantes en la formacion de nanoparticulas, eliminando la necesidad de sustancias

peligrosas y reduciendo costos y contaminacién ambiental'’.

La investigacion pretende explorar el potencial de las nanoparticulas metalicas
sintetizadas mediante métodos verdes de la planta M. oleifera, no s6lo como una alternativa
pertinente y necesaria terapéuticas de forma pronta y urgente de la salud publica, sino que la

sintesis verde emplea un proceso que es limpio, seguro, rentable y respetuoso con el medio



ambiente para construir nanomateriales. Investigaciones previas han demostrado de que las
plantas actian como precursores para la sintesis verde de nanomateriales, lo que contribuye

a proceso de formacién y caracterizacién de nanoparticulas a partir de sintesis verde’.

Paralelamente, el uso de herramientas in silico, como lo es el docking molecular,
permite predecir y conocer las interacciones entre las moléculas bioldgicas y metabolitos,
para evaluar perfiles farmacocinéticos y farmacodinamicos con la finalidad de establecer
posibles efectos adversos y distribucion dentro del organismo, a su vez descubrimiento de
los mecanismos de accion para entender el funcionamiento de las nanoparticulas contra
células cancerigenas'®. Sin embargo, esta aproximacion contribuye a optimizar la seleccion
de candidatos de metabolitos bioactivos y reduce la brecha entre estudios preclinicos y

aplicaciones farmacéuticas concretas

Las herramientas computacionales es una de las herramientas mas innovadoras para
facilitar permiten predecir afinidades de union, evaluar perfiles ADME/Tox y priorizar
candidatos con mayor potencial terapéutico sin recurrir a ensayos extensivos y costosos.
Estas aproximaciones aceleran la seleccion de metabolitos promisorios, optimizan recursos
y fortalecen la racionalidad del disefio experimental. Ademas, permiten integrar mecanismos
moleculares con evidencia biologica previa, reduciendo la brecha entre estudios de extractos

crudos y aplicaciones farmacéuticas concretas.

Las técnicas in silico eliminan la necesidad de una experimentacion extensa de prueba
y error al permitir la deteccion virtual de las propiedades de los nanomateriales, las
capacidades de carga de farmacos y las interacciones bioldgicas. Las aplicaciones
prometedoras incluyen la prediccion de la toxicidad , la optimizacion de los perfiles de

liberacion de farmacos y el disefio de sistemas de administracion de formacos dirigidos?"

Las aplicaciones prometedoras incluyen la prediccion de la nanotoxicidad, la
optimizacion de los perfiles de liberacion de farmacos y el disefio de sistemas de
administracion de farmacos dirigidos . Si bien estas herramientas han demostrado ser muy
prometedoras, su integracion en la linea de disefio de nanofirmacos sigue siendo
fragmentada, a menudo obstaculizada por problemas como datos insuficientes, limitaciones

computacionales y falta de marcos estandarizados para validar las predicciones®!.


https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/virtual-screening
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/nanotoxicity
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/targeted-drug-delivery
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/nanotoxicity
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/targeted-drug-delivery
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/targeted-drug-delivery

Esta investigacion, se vincula con los Objetivos de Desarrollo Sostenible (ODS) de la
Agenda 2030, propuestos por las Naciones Unidas, ya que contribuye directamente al
cumplimiento de varios de ellos, entre los que se pueden destacar: la relaciona con el ODS 3
(Salud y bienestar), al promover la generacion de alternativas terapéuticas innovadoras,
seguras y selectivas frente al cancer, una de las principales causas de mortalidad a nivel
mundial. A su vez, responde al ODS 9 (Industria, innovacion e infraestructura) y al ODS 12
(Produccién y consumo responsables), mediante el impulso de procesos limpios y sostenibles
a través de la sintesis verde de nanoparticulas metalicas, reduciendo el uso de reactivos
toxicos y la generacion de desechos contaminantes. Asimismo, se vincula con el ODS 13
(Accion por el clima), ya que fomenta el desarrollo de tecnologias farmacéuticas con bajo
impacto ambiental, y con el ODS 15 (Vida de ecosistemas terrestres), al promover el
aprovechamiento sostenible de recursos vegetales como M. oleifera, respetando la

biodiversidad tropical del pais®2.

1.5 Antecedentes

1.5.1 Antecedentes historicos

En una investigacion realizada por Guevara AP, et al. En su estudio denominado An
antitumor promoter from M. oleifera Lam. el afio 1999 en las Filipinas se hace un estudio
aislando los metabolitos secundarios presentes en diversas partes del arbol de M. oleifera que

se encuentran en extractos etanolitos, que se probaron para saber su potencial antitumoral®.

Como parte de su metodologia se realizo, un cribado primario para la saber actividad
antitumoral en el extracto de etanol y de otros cuatro componentes aislados que se obtuvieron
en el proceso de extraccion cuyos rendimientos fueron relativamente buenos. El proceso de
cribado emple6 el ensayo sinérgico in vitro, se probo la actividad citotoxica in vivo de la

niazimicina contra la carcinogénesis de dos etapas en la piel de ratones>.

Aunque este trabajo demuestra que M. oleifera posee moléculas con propiedades
antineoplasicas, no explora su efecto sobre cancer de prostata ni sus mecanismos moleculares
especificos, lo que sefiala un vacio historico que investigaciones posteriores han intentado

abordar.
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1.5.2 Antecedentes internacionales

Pareek, A.,et al, en el afio 2023 en la India su estudio llamado M. oleifera: An updated
comprehensive  review of its  pharmacological activities, ethnomedicinal,
phytopharmaceutical formulation, clinical, phytochemical, and toxicological aspects. Se
hace una revision exhaustiva sobre de los multiples beneficios sobre la que nos ofrece este
extracto natural M oleifera contra multiples patologias especialmente contra el cancer,
ademads de sus actividades fitofarmacoldgicas, fitoquimicas, toxicoldgicas, entre otros, asi
como establecer sus aplicaciones comerciales y fitofarmacéuticas con el fin de impulsar la

investigacion®*.

Este antecedente confirma la riqueza fitoquimica de la planta y su amplio potencial
terapéutico; sin embargo, no aborda de manera especifica su actividad frente al cancer de
prostata ni la interaccion de metabolitos individuales con dianas moleculares clave como

PSMA. Esto refuerza la necesidad de estudios mas direccionados

Se utiliz6 una revision bibliografica por medio de diferentes tipos de bases de datos
como Pubmed, Google Scholar, que busca recabar informacion a nivel global sobre el
potencial farmacologico y las actualizaciones fitoquimicas, toxicologicas y etnomedicinales
de la Moringa oleifera, asi como comprender sus funciones industriales y fitofarmacéuticas

con el fin de impulsar la investigacion®*.

La investigacion identifica diversos tipos de componentes fitoquimicos a partir de
extractos naturales con propiedades citotoxicas, antioxidantes y antiinflamatorias contra
diferentes tipos de células cancerigenas. Este antecedente confirma la riqueza fitoquimica de
la planta y su amplio potencial terapéutico; sin embargo, no aborda de manera especifica su
actividad frente al cancer de prostata ni la interaccién de metabolitos individuales con dianas

moleculares clave como PSMA. Esto refuerza la necesidad de estudios mas direccionados.

Anwar A. et al. (2020), Frontiers in Pharmacology, realizaron el estudio “M. oleifera
alkaloids inhibited PC-3 cells growth and migration through COX-2 mediated Wnt/pB-catenin
signaling pathway”, donde demostraron que los alcaloides de M. oleifera inhiben
significativamente la proliferacion y migracion de células PC-3 (cancer de prostata, AR-
independiente) mediante la inhibiciéon de COX-2, reduccion de PGE:, y supresion de la

translocacion nuclear de B-catenin®’.
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La metodologia aplicé una extraccion de 10 kg de polvo de hojas de M. oleifera tres
veces con etanol al 50 % durante 24 h cada vez. Los extractos se filtraron, combinaron,
concentraron y se evaporo el etanol. La solucion acuosa obtenida tras la concentracion se
ajusto a pH 2 con HCl al 10 % y luego se extrajo tres veces con acetato de etilo. La solucion
acuosa acidificada se ajusté a pH 10 con una solucion de hidroxido de sodio y se extrajo tres
veces con cloroformo. Los extractos de cloroformo se combinaron y el cloroformo se evapord

para obtener 30 g de alcaloides (rendimiento del 0,3 % p/p)?’.

Abdulkarim N. et al. (2023), Molecules, en el trabajo “Apoptotic potential of
glucomoringin isothiocyanate (GMG-ITC) in PC-3 prostate cancer cell line”, evidenciaron
que el compuesto GMG-ITC, aislado de semillas de M. oleifera, induce apoptosis y detencion

del ciclo celular en células PC-3, con un efecto dependiente de la dosis®.

Se realizo la extraccion de semillas de M. oleifera en varios solventes para identificar
el extracto crudo mas activo contra las células cancerosas. Las semillas secas se molieron
hasta convertirlas en polvo utilizando un molino. Diez gramos de polvo seco se remojaron
en 100 mL de diferentes solventes por separado durante 24 h a temperatura ambiente. Los
solventes se filtraron con papel de filtro y el volumen se redujo 9 veces utilizando un
evaporador rotatorio. La extraccion se repitio utilizando el mismo método y el extracto final
se peso y se almacend a 4 °C hasta su uso posterior. Posteriormente, Se realizaron analisis
fitoquimicos cualitativos de los seis solventes diferentes de los extractos crudos obtenidos de

la extraccion cruda®®.

El estudio determina la evidencia de que el GMG-ITC muestra potencia citotoxica
mediante la induccidon de apoptosis y detencion del ciclo celular en células PC-3. Los
hallazgos demuestran que las células PC-3 tratadas con GMG-ITC se detienen en la fase

G2/M y que la apoptosis se induce a través de vias mediadas por caspasas y mitocondrias®®

El articulo posee relevancia ya que demuestran hallazgos fortalecen la evidencia de que
los metabolitos de M. oleifera modulan vias de sefializacion relacionadas con la progresion
tumoral prostatica. Sin embargo, estos estudios evidencian la actividad anticancerigena
directa de metabolitos especificos de M. oleifera sobre lineas PC-3, pero ninguno examina la
interaccion con PSMA ni evalta propiedades farmacocinéticassADME de dichos

compuestos, lo cual constituye un vacio que tu investigacion abordara.
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Kar et al. (2024) analizaron el papel del docking molecular para estudiar interacciones
entre nanoparticulas sintetizadas mediante rutas verdes y biomacromoléculas, demostrando
que estas herramientas permiten predecir afinidades de union, energias de interaccion y
potencial bioldgico de nanomateriales metalicos?. Este enfoque resulta fundamental para

seleccionar los metales y nanoparticulas mas adecuados en funcion de la diana terapéutica.

Kumar et al. (2021) realizaron un estudio de docking de metabolitos de M. oleifera con
la proteina p53 y encontraron afinidades favorables para quercetina, niazimicina y otros
compuestos, lo cual sugiere que los metabolitos pueden interactuar directamente con

proteinas reguladoras de apoptosis®.

Si bien estos estudios validan la utilidad de las herramientas in silico, ninguno investiga
la interaccion de metabolitos de M. oleifera con PSMA, ni exploran su relacion con sintesis
verde de nanoparticulas. Por tanto, existe un vacio metodologico claro, por lo que la tesis
pretende abordar integrando fitoquimica, modelado molecular, ADME/Tox 'y

nanotecnologia.

Kumar S. et al. (2021), Bioinformation, desarrollaron un andlisis in silico titulado
“Molecular docking of bioactive compounds derived from M. oleifera with targeted
apoptosis protein p53”, donde se evalud la interaccion de metabolitos de M. oleifera (como
quercetina, niazimicina y kaempferol) con la proteina p53. Los resultados mostraron energias
de unién favorables y contactos con residuos criticos del dominio de uniéon a ADN, lo que

sugiere activacion de rutas apoptoticas por interaccion directa con p53%°.

Para el estudio de acoplamiento, se utilizo el algoritmo genético lamarckiano y la
macromolécula de la proteina se mantuvo rigida durante todo el estudio. Las ejecuciones del
algoritmo genético se establecieron en 30 y los demas pardmetros se dejaron con la
configuracion predeterminada para el andlisis de acoplamiento. La mejor conformacion
proteina-ligando se selecciond de la funcion de puntuacion de AutoDock 1.5.6 y se
clasificaron seglin sus afinidades de union. Se utiliz6 el cliente BIOVIA Discovery Studio

2021, PyMOL 2.5.0 para el analisis posterior al acoplamiento®.

El anélisis de acoplamiento proteina-ligando se determind de que la quercetina tenia

una afinidad de union adecuada hacia p53. Se observaron 3 enlaces de hidrogeno entre p53
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y la quercetina; dos enlaces con ILE-21 y un enlace con GLU-89. La niazinina, la
niazimicina, el glicerol-1(9-octadecanoto) y el ((AL-ramnosiloxi)bencil)carbamato forman
cinco, cuatro, ocho y dos enlaces de hidrégeno respectivamente. El kaempferol muestra la

menor afinidad de union hacia p53%.

En un estudio realizado en Arabia Saudita denominado Sintesis verde de nanoparticulas
de hojas de M. oleifera y evaluacion de su potencial terapéutico’’ en el afio 2023 realizado
por Virk P, et al. El proposito de la investigacion es de caracterizacion y desarrollo de
nanoparticulas a partir de extracto metanol de M. oleifera y ensayos de viabilidad para medir

la citotoxicidad contra células HepG-2 y MCF-7 cancerigenas mamarias?®.

La metodologia aplicada para el desarrollo y caracterizacion de las nanoparticulas por
medio de las siguientes técnicas: espectrofotometro UV-visible en un rango de longitud de
onda de 200 a 800 nm, técnica de dispersion de luz dindmica (DLS), espectroscopia infrarroja
por transformada de Fourier (FTIR) y Difraccion de rayos X. Para el ensayo de citotoxicidad
se realiz6 por medio de ensayos de viabilidad que consiste en evaluar la proporcion de células
vivas y muertas en un cultivo celular, evaluando la viabilidad celular para determinar los

efectos de los farmacos candidatos y optimizar las condiciones de cultivo?®.

El estudio permite demostrar el proceso de caracterizacion y desarrollo de
nanoparticulas a partir de M. oleifera, ademas nos permite evidenciar la actividad citotoxica
contra ciertos tipos de lineas HepG2 y MCF-7, evidenciando que metabolitos vegetales
pueden actuar como agentes reductores/estabilizantes y, simultdneamente, ejercer efectos

antiproliferativos

Kumar et al. (2021) analizaron mediante docking molecular la interaccion de diversos
metabolitos de M. oleifera (quercetina, niazimicina, kaempferol) con la proteina p53.
Identificaron afinidades de union favorables y multiples enlaces de hidrogeno con residuos
criticos del dominio de union a ADN, lo que sugiere la capacidad de estos compuestos para
modular directamente rutas de apoptosis. Aunque fundamental para comprender el potencial
farmacoldgico de la planta, este estudio no evaltia la interaccion de los metabolitos con

PSMA ni incorpora analisis farmacocinéticos (ADME/Tox)

14


https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/dynamic-light-scattering

Se destacan nanoparticulas basadas en ZnO, CuO, Ag, Au, y FesO4, evaluando su
capacidad de uniéon a macromoléculas bioldgicas usando herramientas como Autodock,
Swissmodel y bases de datos moleculares como Banco de datos de proteinas (PDB) entre
otros métodos in silico de docking molecular, se obtienen las energias de union de diversos

tipos de nanoparticulas sintetizadas a través de plantas contra bacterias, virus y canceres?.

Esta investigacion aporta resultados de energias de activacion y sitios de unidn a
proteinas y biomoléculas por intermedio del uso de técnicas de acoplamiento molecular para
examinar la capacidad bioldgica, para decidir el tipo de metal ideal para formar

nanoparticulas a partir de M. oleifera contra el cancer.

1.5.3 Antecedentes nacionales

Aunque la produccion cientifica costarricense sobre M. oleifera en aplicaciones
biomédicas es limitada, si existen antecedentes nacionales relevantes en el campo de la
nanotecnologia verde, los cuales resultan pertinentes para contextualizar la viabilidad

metodoldgica y tecnoldgica del presente estudio.

Uno de los aportes nacionales mas significativos es presentado por Vega-Baudrit et al.,
en el documento técnico ‘“Nanotecnologia sustentable en Costa Rica: sintesis de
nanoparticulas y nanocristales metalicos a partir de extractos vegetales”, elaborado en el
Laboratorio Nacional de Nanotecnologia (LANOTEC-CeNAT). Este trabajo explora el uso
de extractos vegetales como agentes reductores y estabilizantes para la sintesis verde de
nanoparticulas metalicas, enfatizando el potencial de Costa Rica para desarrollar

nanomateriales mediante procesos limpios, econdmicos y ambientalmente responsables®’.

El informe detalla las ventajas técnicas de la sintesis verde, entre ellas: reduccion del
uso de reactivos toxicos, menor demanda energética y la capacidad de metabolitos vegetales
para facilitar la nucleacion y crecimiento controlado de nanoparticulas. Estas observaciones
avalan la pertinencia de la nanotecnologia verde como plataforma para generar

nanoparticulas aplicables en biomedicina.

Si bien el trabajo de LANOTEC no analiza M. oleifera ni evalia actividad

anticancerigena de las nanoparticulas producidas, representa el principal antecedente
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nacional que valida la factibilidad técnica de sintetizar nanoparticulas metalicas mediante
extractos de plantas tropicales. Adicionalmente, demuestra que Costa Rica cuenta con
infraestructura cientifica, experiencia experimental y lineamientos metodologicos suficientes
para llevar a cabo investigaciones que integren fitoquimica, nanomateriales y aplicaciones

biomédicas.

CAPITULO II- MARCO TEORICO
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Esta seccion tiene como finalidad de contextualizar la investigacion , en cuanto a
conceptos relacionados con la investigacion y aspectos importantes para el mejor
entendimiento de dicho trabajo, especificamente se abarcaran aspectos con respecto al cancer
de prostata y su linea celular PSMA, ademéas sobre la moringa oleifera en cuanto a su
actividad citotoxica de sus metabolitos secundarios, también de los procesos involucrados en
su posible mecanismo de accidon y contextualizar aspectos relevantes sobre los ensayos para

esta investigacion.

2.1 Cancer de prostata

El cancer de prostata constituye una de las neoplasias malignas mas relevantes en la
poblacion masculina a nivel mundial, tanto por su elevada incidencia como por su impacto
clinico, social y econdmico. La comprension actual de esta patologia es el resultado de un
proceso historico progresivo que ha integrado observaciones anatomicas, clinicas,
histopatologicas y moleculares a lo largo de varios siglos, permitiendo el desarrollo de

estrategias diagndsticas y terapéuticas cada vez mas especificas y eficaces

En los siguientes apartados se describen aspectos fundamentales del cancer de prostata,

incluyendo su definicion, histopatologia y comportamiento clinico. Asimismo, se presentan
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las principales lineas celulares utilizadas en investigacion, con especial énfasis en la linea

celular LNCaP y su relevancia en el estudio de marcadores prostaticos como PSA y PSMA.

2.1.1 Definicion, histopatologia y comportamiento clinico

El cancer de prostata se denomina una neoplasia que se puede curar cuando esta
localizado y con frecuencia responde al tratamiento cuando se encuentra diseminado.
Algunos pacientes tienen una alta supervivencia, incluso después de que se presentan las
metastasis. La neoplasia mas frecuente de la prostata es el adenocarcinoma en un 90%,

localizandose en la zona periférica de la prostata®.

Este tipo de cancer es un tumor que nace del epitelio acinar o ductal de la glandula y
puede variar considerablemente en su diferenciacion glandular, anaplasia y comportamiento,
ademas con su capacidad de invadir otros 6érganos>®.Con frecuencia, los adenocarcinomas de
prostata son multifocales y heterogéneos en sus modelos de diferenciacion. La progresion de
la enfermedad se produce por diversos cambios a nivel celular, molecular y alteraciones

genéticas que resultan en proliferacion, invasion y metastasis a distancia?®.

Algunos de los factores de riesgo mas importantes son la edad, raza y genética. Un alto
porcentaje de pacientes acuden a la consulta con el especialista cuando la enfermedad se
encuentra en un estadio clinico localmente avanzado (III) o avanzado (IV), siendo un

problema de salud y econémico por el alto costo que origina en el tratamiento?®.

El cancer de prostata es altamente hereditario . Hasta el 60 % del riesgo de cancer de
prostata se debe a factores hereditarios. El riesgo hereditario se compone del riesgo de
variantes genéticas comunes y del riesgo de variantes patogénicas en genes de riesgo
moderado y alto. Al igual que con los canceres de mama y colon, se ha reportado con

frecuencia la agrupacion familiar del céncer de prostata®®.

El cancer de prostata se agrupa con particular intensidad en algunas familias. Se cree
que las variantes genéticas de penetrancia alta a moderada estan asociadas con el riesgo de
cancer de prostata en estas familias. Los miembros de estas familias pueden beneficiarse de la
asesoria genética . Ademads, también se han desarrollado puntajes de riesgo poligénico

derivados de combinaciones de polimorfismos de un solo nucleotido, ademés de otros

18


https://www.cancer.gov/Common/PopUps/popDefinition.aspx?id=781848&version=healthprofessional&language=English&dictionary=genetic
https://www.cancer.gov/Common/PopUps/popDefinition.aspx?id=460148&version=healthprofessional&language=English&dictionary=genetic
https://www.cancer.gov/Common/PopUps/popDefinition.aspx?id=776887&version=healthprofessional&language=English&dictionary=genetic
https://www.cancer.gov/Common/PopUps/popDefinition.aspx?id=339344&version=healthprofessional&language=English&dictionary=genetic
https://www.cancer.gov/Common/PopUps/popDefinition.aspx?id=44961&version=healthprofessional&language=English&dictionary=genetic
https://www.cancer.gov/Common/PopUps/popDefinition.aspx?id=44961&version=healthprofessional&language=English&dictionary=genetic

factores de riesgo como antecedentes familiares, raza y edad/estadio del diagnostico de

cancer de prostata®,

El origen celular del cancer de prostata no esta muy claro, esto es en parte debido a la
falta de un linaje epitelial de prostata bien caracterizado. El cancer de prostata se desarrolla
a partir del epitelio de prdstata normal a través de un proceso de transformacion histologica

de varios pasos, gobernado por varios cambios moleculares subyacentes?®.

2.1.2 Antecedentes historicos del estudio de la prostata

Los primeros antecedentes relacionados con la anatomia prostdtica se remontan a la
antigiiedad clasica. Basandose en los escritos de Galeno, Her6filo (335-280 a. C.) describid
y nombr6 la prostata como asistentes glandulares, aunque se referia principalmente a las
vesiculas seminales. Durante varios siglos, la prostata no fue mencionada de manera explicita
en la literatura médica hasta el Renacimiento, cuando el anatomista italiano Niccoldo Massa
(1485—1569) la describi6 formalmente en 1536. Posteriormente, Andreas Vesalius (1514—
1564) incluy¢ ilustraciones detalladas de la glandula prostética en su tratado anatomico De
humani corporis fabrica, contribuyendo de manera significativa al conocimiento estructural

de este 6rgano’’.

En el siglo XVII, el anatomista francés Jean Riolan el Joven (1577-1657) establecio
una relacion entre el agrandamiento prostatico y la retencion urinaria, sentando las bases para
el reconocimiento de las patologias prostaticas como entidades clinicas. No obstante, el
cancer de prostata fue identificado de forma especifica hasta el siglo XIX, cuando George
Langstaff (1780-1846) describid el primer caso quirurgico documentado en 1817.
Posteriormente, John Adams (1806—1877) reportd en 1853 el primer caso confirmado
histologicamente en el Hospital de Londres, sefialando en aquel momento que se trataba de

una enfermedad poco frecuente’®.

Desde el punto de vista clinico y patoldgico, el cancer de prostata se define como una
neoplasia que puede ser curable cuando se diagnostica en estadios localizados y que, aun en
fases avanzadas, puede responder favorablemente a diferentes modalidades terapéuticas.
Aproximadamente el 90 % de los casos corresponden a adenocarcinomas, los cuales se
originan en el epitelio glandular acinar o ductal y se localizan con mayor frecuencia en la

zona periférica de la préstata. Estos tumores presentan una notable heterogeneidad
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morfologica y molecular, variando en su grado de diferenciacion, capacidad invasiva y

potencial metastasico.

La progresion del cancer de prostata implica una compleja interaccion de alteraciones
genéticas, epigenéticas y moleculares, que conducen a la activacion de vias de sefializacion
asociadas a la proliferacion celular, evasion de la apoptosis, invasion tisular y metastasis a
distancia. Factores como la edad avanzada, la raza y la predisposicion genética desempefian
un papel determinante en el riesgo de desarrollar esta enfermedad, estimandose que hasta un
60 % del riesgo total es atribuible a componentes hereditarios, incluidos polimorfismos de

un solo nucledtido y mutaciones en genes de riesgo moderado y alto.

En este contexto, las lineas celulares de cancer de prostata han adquirido una relevancia
fundamental como modelos experimentales para el estudio de la biologia tumoral y la
evaluacion de nuevas estrategias terapéuticas. Entre las mas utilizadas se encuentran DU145,
PC-3 y LNCaP, siendo esta ultima particularmente relevante debido a su expresion del
receptor de andrégenos (AR) y su respuesta a estimulos androgénicos. La linea celular
LNCaP, aislada originalmente de una metastasis ganglionar, conserva marcadores prostaticos
claves como el antigeno prostatico especifico (PSA) y el antigeno de membrana especifico
de la prostata (PSMA), lo que la convierte en un modelo idoneo para estudiar la progresion

del cancer de prostata y el desarrollo de terapias dirigidas.

Por lo anterior, el presente marco tedrico establece las bases conceptuales necesarias
para comprender el origen y evolucion del cancer de prostata, asi como la relevancia de los
modelos celulares empleados en investigacion. Este fundamento resulta esencial para
contextualizar el analisis de metabolitos secundarios de M. oleifera con potencial actividad
citotoxica y para justificar el uso de enfoques in silico, como el docking molecular, orientados
a dianas moleculares de interés terapéutico como PSMA, eje central de la presente

investigacion.

2.1.3 Linea celular del cancer de proéstata

Las lineas celulares de gran relevancia cientifica DU145, PC3 y LNCaP; de estas, solo
las células LNCaP expresan el receptor de andrégenos (AR) y responden a los andrégenos.
Esta caracteristica sin duda explica porque las células LNCaP poseen una capacidad unica

para modelar la progresion del cancer de prostata. Las células LNCaP aunque en una version
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mutada tiene una gran relevancia, ya que esta caracteristica impulsé numerosos estudios que,
en conjunto, han elucidado el papel esencial del RA en el cancer de prostata resistente a la
castracion y han conducido al desarrollo de nuevas terapias para el tratamiento de pacientes

con enfermedad avanzada.

La linea celular LNCaP se aislo de una metéstasis en un ganglio linfatico de un cancer
de prostata. Esta linea celular conserva varios marcadores clave, entre ellos: el antigeno
prostatico especifico (PSA), el antigeno de membrana especifico de la prostata (PSMA) y el

receptor de andrégenos (AR).*

2.1.3.1 Antigeno Prostatico Especifico de Membrana

El PSMA, también conocido como glutamato carboxipeptidasa II (GCPII) o folato
hidrolasa 1 (FOLH1), es una glicoproteina transmembrana tipo II altamente expresada en el
epitelio prostatico, y cuya sobreexpresion aumenta de manera marcada en el cancer de
prostata, especialmente en estadios avanzados y metastdsicos. La linea celular LNCaP,
establecida en 1983 y se utilizé para el desarrollo de un anticuerpo monoclonal de raton
(7E11-C5) dirigido a la membrana de las células de cancer de prostata. Este anticuerpo se
utilizd posteriormente para identificar el ADN que codifica PSMA, lo que permiti6 evaluar

los niveles de expresion de PSMA en diversos tejidos humanos®'.

Se ha documentado que PSMA puede encontrarse expresada entre 100 y 1000 veces
mas en el adenocarcinoma prostatico que en tejido prostatico normal, y que su expresion
tiende a incrementarse conforme progresa la enfermedad hacia fenotipos resistentes a la
castracion (mCRPC). Este patrén la convierte no solo en un biomarcador tumoral util para
diagnostico y estadificacion, sino también en una diana terapéutica y de direccionamiento

molecular altamente especifica del cancer de prostata agresivo.

El alto nivel de PSMA se ha correlacionado con peor pronostico clinico, mayor riesgo
de progresion metastdsica y menor supervivencia global en pacientes con enfermedad
avanzada. Esta asociacion clinica ha sido confirmada por estudios que monitorean la
expresion de PSMA en tejido tumoral, en células tumorales circulantes (CTCs) y mediante
imagen molecular por PET dirigida a PSMA, los cuales muestran que una alta carga tumoral
PSMA -positiva predice recurrencia bioquimica mas temprana y peores desenlaces en cancer

de prostata resistente*%*%
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Ademas de su valor como marcador diagndstico, PSMA es funcional: su actividad y su
capacidad de sefalizacion intracelular contribuyen a la proliferacion, supervivencia y
capacidad invasiva de las células tumorales prostaticas. Esto significa que PSMA no es
unicamente un “banderin” molecular en la superficie celular, sino una proteina con rol activo

en la biologia tumoral®°.

2.1.3.1.1 Organizacion estructural y dominios funcionales

La PSMA es una glicoproteina transmembrana de tipo II con actividad de folato

hidrolasa
1. Un dominio citoplasmatico corto de 19 aminoacidos.
2. Un dominio transmembrana hidrofobica de 24 aminoacidos.

3. Un dominio ectocelular grande 700 aminoacidos, que contiene el sitio catalitico de

tipo metaloproteasa dependiente de zinc (Zn*).

La region extracelular es responsable de su actividad enzimatica como glutamato
carboxipeptidasa II y ha sido resuelta estructuralmente por cristalografia de rayos X. La
estructura cristalina depositada en el Protein Data Bank (PDB) bajo el codigo 1Z8L mostro
que el ectodominio de PSMA forma un homodimero estable y funcional. Esta dimerizacion

es crucial, ya que so6lo la forma dimérica es cataliticamente activa en superficie celular°.

El sitio activo de PSMA se localiza en una cavidad profunda accesible desde el exterior
celular mediante un canal (“embudo”) de ~20 A de longitud que dirige el sustrato hacia un
centro catalitico binuclear de zinc. Este centro coordinado por residuos histidina y acidos
carboxilicos (Asp/Glu) y una molécula de agua activada es responsable de la hidrolisis de
sustratos que contienen residuos terminales de acido glutdmico. A diferencia de receptores
estructuralmente relacionados (como el receptor de transferrina), PSMA posee una “zona
parche de argininas” (arginine patch) cargada positivamente alrededor de la entrada al canal
catalitico. Esta region electrostatica facilita el reconocimiento de ligandos cargados
negativamente (por ejemplo, fragmentos con grupos carboxilato), lo que explica la alta

especificidad de PSMA por péptidos que exponen glutamato en el extremo™?.
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El antigeno prostatico especifico de membrana (PSMA), también conocido como
glutamato carboxipeptidasa II (GCPII) o folato hidrolasa 1 (FOLH1), es una glicoproteina
transmembrana tipo II altamente expresada en el epitelio prostatico, y cuya sobreexpresion
aumenta de manera marcada en el cancer de prostata, especialmente en estadios avanzados y
metastasicos, que es una glicoproteina transmembrana de tipo II de 750 residuos que se
expresa en gran medida en las células del cancer de prostata y en la neovasculatura de tumores
solidos no prostaticos y se expresa en niveles mas bajos en otros tejidos, incluida la prostata

sana, el rifion, el higado, el intestino delgado y el cerebro.

A medida que las células tumorales proliferan, consumen una mayor cantidad de folato
para mantener su crecimiento. Esto se ve facilitado por la actividad del folato hidrolasa del
PSMA. Si bien el PSMA puede encontrarse en tejido prostatico no canceroso y otros tejidos,
su alta expresion y especificidad para las células de cancer de prostata (PCa) lo convierten
en un valioso biomarcador para el diagnostico, la terapia y el seguimiento de la respuesta al

tratamiento>® 3 36

Ademas de su valor como marcador diagndstico, PSMA es funcional: su actividad y su
capacidad de sefializacion intracelular contribuyen a la proliferacion, supervivencia y
capacidad invasiva de las células tumorales prostaticas. Esto significa que PSMA no es
unicamente un “banderin” molecular en la superficie celular, sino una proteina con rol activo

en la biologia tumoral®.
2.1.3.1.2 Vias de sefalizacion implicadas

Aunque PSMA es tradicionalmente considerado como blanco de imagen/terapia mas
que una clasica proteina de sefializacidon, investigaciones recientes sefialan varios

mecanismos por los cuales PSMA contribuye a la progresion tumoral:

El antigeno de membrana especifico del CaP (PSMA) es una carboxipeptidasa de
glutamato transmembrana expresada por las c€lulas tumorales. Su estructura se muestra a
continuacion. El1 PSMA, codificado por el gen del folato hidrolasa 1 (FOLHI), ayuda a
regular la absorcion de folato, y su sobreexpresion se asocia patologicamente con el CaP. La
mayor expresion de PSMA es un factor de riesgo independiente conocido para una menor

supervivencia, y la mayoria de las lesiones metastéasicas en el cancer de prostata resistente a
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la castracion (CPRC) son positivas para PSMA. Cabe destacar que el cancer de prostata
neuroendocrino (de células pequefias) es notoriamente negativo para PSMA, aunque la
mayoria de los canceres de prostata de alto grado presentan PSMA en proporcion directa al

grado de malignidad®’
2.1.3.1.3 El gen PSMA ( FOLH1 )y la proteina

El gen FOLHI , ubicado en el cromosoma 11p11.12, codifica la PSMA. Este gen,
compuesto por 19 exones y 18 intrones en una region de 60 kb, esta regulado por un promotor
corriente arriba y una region potenciadora presente en el tercer intrén. Se ha demostrado que
SOX-7 (represor), la fusion génica TMPRSS2-ERG (represor) y NFATC-1 (activador)
regulan la expresion del gen FOLHI. Sin embargo, ninguno de estos factores de
transcripcion es el tnico responsable de la expresion de la PSMA, lo que sugiere que otros

factores contribuyen a su regulacion en el cancer de prostata®’.

La PSMA es una carboxipeptidasa transmembrana glicosilada que se subdivide en tres
regiones principales: una cola citoplasmatica corta, un segmento transmembrana y una gran
porcidn extracelular. La funcion de la PSMA depende del lugar de expresion. En las células
gliales, la PSMA cataliza la sintesis de glutamato a partir del neuropéptido N -acetil-aspartil-
glutamato (NAAG), promoviendo asi la transmision neuronal excitatoria. En el duodeno, la
PSMA escinde los residuos de glutamato de los folatos poliglutamados de la dieta para

producir folatos monoglutamados, que se absorben con mayor facilidad®’.

Para comprender la funcion bioldgica de PSMA, es necesario analizar su organizacion
estructural a nivel molecular, la cual ha sido caracterizada mediante estudios de

cristalografia.

2.2 Regulacion de la expresion de PSMA en el cancer de prostata
A continuacion, en esta seccion se describen los principales mecanismos moleculares
y vias de sefializacion implicadas en la regulacion de la expresion de PSMA en el cancer de

prostata.
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2.2.1 Regulacion por el receptor de androgenos

La relacion dicotémica entre la sefalizacion de PSMA y del receptor de androgenos
(RA) se ha descrito en estudios preclinicos y clinicos. Estudios con lineas celulares de cancer
de prostata hormonosensible (CPHS) y xenoinjertos mostraron que el tratamiento con
testosterona, dihidrotestosterona o el analogo sintético R1881 reduce la expresion de PSMA,

mientras que la terapia de deprivacion androgénica (TDA) la aumenta®’.

Por el contrario, un estudio de imagen clinica mediante tomografia por emision de
positrones (PET) con ®%? .PSMA mostr6 que la terapia de privacion androgénica (TPA)
redujo drasticamente la expresion de PSMA (valores de captacion estandarizados maximos
[SUVmax] y medios [SUVmedio]) en la mayoria de los pacientes con cancer de prostata
hormonosensible (CPHS), quienes también experimentaron una marcada disminucion del
antigeno prostatico especifico (PSA). Dado que la expresion de PSMA en la PET-PSMA se
relaciona tanto con el nimero de células que la expresan como con la expresion a nivel de la
diana, es probable que una reduccion inicial en la expresion de PSMA en la PET en el
contexto de cancer sensible a la castracion se deba, en parte, a la disminucion del tamafio del
tumor en respuesta a la TPA, en lugar de a una reduccion de la expresion de PSMA por

célula’’.

En el contexto de la resistencia a la castracion, la enzalutamida o la abiraterona
produjeron un ligero aumento en la expresion de PSMA en la PET-PSMA. Cabe destacar que
este grupo no presentd una disminucion significativa del PSA. Ademas, otro estudio
demostrd que la expresion de PSMA en inmunohistoquimica (IHC) estaba elevada en tejido
de biopsia de cancer de prostata metastasico resistente a la castracion (mCRPC), que presenta
una mayor sefializacion del receptor de androgenos (AR). La heterogeneidad en la expresion
de PSMA en el mCRPC avanzado también podria explicarse por el hecho de que las lineas
celulares de cancer de prostata AR-negativas y las células de cancer de prostata humanas que
han transicionado a un fenotipo neuroendocrino/basal AR-negativo presentan una expresion

de PSMA significativamente reducida o nula®’.

2.2.2 Regulacion por PI3K/Akt/mTOR
La activacion de la via PI3K/Akt/mTOR se produce en aproximadamente la mitad de

los casos de cancer de prostata avanzado. Existe una interaccion significativa entre las vias
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de sefializacion PI3K/Akt/mTOR y AR. La actividad enzimatica de PSMA es probablemente
crucial para esta interaccion. El glutamato, liberado de los folatos por PSMA, puede activar
el eje PI3K/Akt/mTOR mediante la activacion de receptores acoplados a proteinas G (GPCR)
ubicadas aguas arriba de la isoforma B de PI3K, perpetuando asi su senalizacion. La
expresion de PSMA también se correlaciona con una mayor fosforilacion de 4EBP-1,
modulada por el farmaco rapamicina, en muestras tumorales de cancer de prostata. La
inhibicioén de dianas posteriores de la via de sefializacion PI3K/Akt/mTOR, como mTORI1,
por rapamicina, aumenta la expresion de PSMA, posiblemente como mecanismo

compensatorio’’.

Los genes sensibles a la rapamicina se asocian significativamente con muestras de
pacientes con alta expresion de PSMA. Este hallazgo se corrobordé mediante el anélisis de
enriquecimiento de conjuntos de genes en lineas celulares PSMA-positivas (LNCaP-Ctrl y
PC3-PSMA) y sus contrapartes PSMA-negativas (LNCaP-KD y PC3-Ctrl); los genes
regulados por Akt y mTOR se vincularon significativamente con la expresion de PSMA.
Dada la retroalimentacion reciproca entre la senalizacion de AR y PI3K/Akt, es probable que
la modulacion de la expresion de PSMA dependa del punto de activacion de las cascadas de
sefalizacion y del estado de PTEN en las células. En general, estos estudios indican que la
modulacion de la via PI3K/Akt deberia explorarse como estrategia para aumentar la

expresion de PSMA®’.

2.2.3 Regulacion por dafio al ADN

La PSMA podria regular la disponibilidad de glutamato y folato para las células. Estas
moléculas son fundamentales para la sintesis de nucledtidos, un proceso que se encuentra
regulado al alza en células que requieren reparacion del dafio al ADN (DDR). Tanto la via
de sefializacion PI3K/Akt/mTOR como la del receptor de androgenos (AR) pueden regular
las vias de DDR, y se ha descrito que su bloqueo sensibiliza a las células a los agentes que
danan el ADN. Mecanicamente, los inhibidores de PI3K reducen las reservas de nucledsidos,
lo que puede inducir estrés replicativo, y la inhibicion del AR reduce la mediacion del
receptor en la DDR con correguladores. Esta hipotesis se ve reforzada por la observacion de
que los canceres de prostata resistentes a la castracion metastasicos (mMCRPC) con defectos

en la DDR presentan una mayor expresion de PSMA que aquellos sin defectos en la DDRY’,
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Otro estudio demostro que la inactivacion del gen BRCA?2 en lineas celulares de cancer
de prostata produce un aumento en la expresion de PSMA. Curiosamente, el cancer de
prostata con pérdida de TP53 mostr6 resistencia a la terapia con particulas B dirigidas a
PSMA in vivo y a la terapia con particulas o en pacientes con cancer de prostata resistente a

la castracion (CPRC)?’.

Esto resulta algo contraintuitivo, ya que una respuesta de dafio al ADN (DDR)
defectuosa presumiblemente sensibilizaria a la célula a un agente que dafia el ADN, al no
poder recuperar correctamente su integridad gendmica. Esto podria deberse a qué genes de
las diversas cascadas de DDR presentan defectos. Los defectos gendomicos que codifican
proteinas que inhiben la progresion del ciclo celular, como CDC254 , pueden conducir a la
sintesis de ADN radiorresistente. Por lo tanto, la célula ain puede reparar su ADN, pero no
puede detener la progresion del ciclo celular, incluso cuando existe un dafio irreparable en el
ADN. Las mutaciones en mediadores centrales de la DDR, como BRCA2, a menudo

sensibilizan a la radiacion, ya que el mecanismo de DDR es relativamente limitado®’.

En ambos casos, es probable que las células se encuentren en un estado de estrés
debido a la proliferacion descontrolada o al dafio continuo y creciente del ADN, con las
importantes demandas metabolicas que estos escenarios implican. Por lo tanto, es probable
que la expresion de PSMA se deba al estrés celular; sin embargo, una alta expresion de PSMA
no necesariamente indica resistencia a los agentes que dafian el ADN. Para corroborar estas
relaciones, se deben investigar los cambios en la expresion de PSMA como consecuencia
directa del estrés celular, incluidos los defectos especificos en la respuesta al dafio del ADN

observados en el cdncer de prostata resistente a la castracion (CRPC) PSMA-positivo®’.

2.2.4 Funcion de PSMA en el cancer de prostata

Se ha implicado a la PSMA en la movilizacion, captacion y sefializacion del folato y el
glutamato. Tanto el glutamato como el folato participan en una amplia gama de procesos
celulares, como la respuesta al dafio del ADN (DDR), la bioenergética, la sintesis de proteinas
y la sefalizacion celular. Curiosamente, se ha descrito que la PSMA interviene en el
transporte de folato en células de cancer de prostata (PCa) y convierte el NAAG sintetizado

localmente en N -acetil aspartato y glutamato®”’.
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La sobreexpresion de PSMA en células de cancer de prostata (PCa) confiere una
ventaja de supervivencia sobre las células que no expresan PSMA en condiciones de
deficiencia de folato. Es probable que las células de PCa sean muy sensibles a la privacion
de folato debido a su mayor demanda de este elemento para la sintesis de poliaminas. La
PSMA genera folatos monoglutamados, que pueden atravesar la membrana celular, a partir
de folatos poliglutamados. La captacion de acido foélico, una forma sintética del folato
dietético es mayor en las células PSMA-positivas. Ademas, las puntuaciones metabolicas que
incluyen genes asociados con el metabolismo del folato, el ciclo del carbono y la sintesis de
poliaminas son considerablemente mayores en una cohorte de céanceres de prostata
localizados (TCGA-PRAD), en comparacion con otros tipos de tumores, lo que sugiere que
las células de PCa tienen una mayor demanda de los productos del metabolismo del folato.

La PSMA probablemente sea fundamental en este proceso’’.

También se ha informado que la glutamina es una fuente de energia alternativa en las
células de cancer de prostata mediante la glutaminoélisis. Durante la glutamindlisis, la
glutamina se descompone en glutamato y amoniaco como productos del primer paso; el
glutamato se utiliza como sustrato para el ciclo del 4cido tricarboxilico. La PSMA participa
en la generacién de glutamato a través de su accion enzimatica sobre las fracciones de
glutamato del NAAG, los folatos poliglutamados y los péptidos de laminina en la matriz

extracelular.

La PSMA es necesaria para la liberacion de glutamato del NAAG derivado del tumor,
aunque esta relacion atn no se ha investigado en el contexto del cancer de prostata. Se ha
demostrado que la PSMA genera una reserva localizada de glutamato a partir del NAAG y
alimenta el crecimiento tumoral en células de adenocarcinoma seroso de ovario de alto grado.
Las metalopeptidasas de matriz, cuya expresion también aumenta en el cancer de prostata,
degradan los péptidos de laminina para generar componentes peptidicos con restos de
glutamato. E1 PSMA puede actuar sobre estos para generar péptidos proangiogénicos y

glutamato®’.

Otras enzimas implicadas en la glutaminolisis, proceso que convierte el glutamato en
sustrato para el ciclo del &cido tricarboxilico, también se encuentran sobreexpresadas en el

cancer de prostata. Ademads, se ha demostrado que los pacientes con cancer de prostata de
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alto riesgo presentan niveles elevados de glutamato sérico. Si bien el papel del PSMA en la
glutamindlisis en el cancer de préstata no se comprende del todo, es posible que el aumento
del estrés celular y la demanda metabolica de glutamato incrementen la vulnerabilidad de las

células cancerosas a la accion del PSMA?Y.
2.1.3.1.4 Residuos cataliticos del PSMA

El centro catalitico binuclear Zn>" constituye el nticleo funcional de la enzima. En este
sitio, dos iones metalicos separados aproximadamente por 3 A se encuentran coordinados
por residuos aminoacidicos conservados y una molécula de agua puente. Esta disposicion
permite polarizar la molécula de agua y facilitar la hidrdlisis de enlaces peptidicos del
sustrato. La presencia de ambos iones Zn>" es crucial para mantener la geometria del sitio
activo y estabilizar el complejo enzima-sustrato, lo que explica por qué muchos inhibidores

disefiados contra PSMA contienen grupos capaces de coordinar metales®®.

Entre los residuos implicados en la organizacion de este centro metdlico destacan
His377 y His553, los cuales coordinan directamente los iones Zn** mediante el nitrogeno del
anillo imidazolico caracteristico de la histidina. Estos residuos participan en la estabilizacion
del entorno electrostatico del sitio activo y contribuyen a mantener la orientacion adecuada
de los ligandos dentro de la cavidad catalitica. La conservacion evolutiva de estas histidinas
en metaloproteasas relacionadas sugiere que su funcion es esencial para la actividad catalitica

y para la correcta coordinacion de los metales involucrados en el mecanismo enzimatico™.

Otro residuo critico es Glu424, el cual participa directamente en el mecanismo
catalitico de la enzima. Estudios estructurales han propuesto que este glutamato acttia como
un residuo catalitico capaz de aceptar o donar protones durante la reaccion de hidrolisis,
facilitando la activacion de la molécula de agua que se encuentra entre los dos iones Zn?*. De
esta manera, Glu424 desempefia un papel fundamental en la generacion de la especie
nucleofilica responsable del ataque al enlace peptidico del sustrato, convirtiéndose en un

elemento clave en la quimica catalitica de PSMA®°.

Adicionalmente, el residuo Tyr552 forma parte de la region de reconocimiento del
ligando dentro de la cavidad activa. Aunque no participa directamente en la coordinacion del

metal, su anillo aromatico puede establecer interacciones de tipo w y enlaces de hidrégeno
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con grupos funcionales de sustratos o inhibidores. Estas interacciones contribuyen a
estabilizar la orientacion del ligando dentro del sitio activo y a favorecer el reconocimiento
molecular, aspecto particularmente importante para el disefio de inhibidores selectivos

dirigidos a PSMA¥.

En conjunto, el centro binuclear Zn?*, junto con los residuos His377, His553, Glu424
y Tyr552, conforma la region estructural mas relevante del sitio activo de PSMA. Estos
elementos cooperan para organizar la cavidad catalitica, facilitar la activacion del agua
nucleofilica y estabilizar el ligando durante el proceso de reconocimiento molecular. Debido
a su papel central en la actividad enzimdtica y en la interacciéon con inhibidores, dichos
residuos constituyen objetivos prioritarios en estudios de acoplamiento molecular orientados

al disefio de compuestos con potencial actividad anticancerigena dirigidos contra PSMA®°.

El docking molecular restringido al nucleo catalitico binuclear dependiente de Zn** de
PSMA permiti6 evaluar especificamente la capacidad de quercetina, isoquercetina y
kaempferol para interactuar con los residuos estructuralmente responsables de la actividad
enzimatica. Este nucleo esta conformado por los residuos His377, Asp387, Glu425, Asp453
y His553, los cuales coordinan los iones Zn** y estabilizan el microambiente catalitico. La
relevancia de este sitio radica en que la coordinacion metdlica y la arquitectura polar
circundante determinan tanto la orientacion del sustrato como la eficiencia catalitica de la

enzima®.
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Figura 1. Identificacion de aminoacidos His377, Asp387, Glu425, Asp453 y
His553 en la estructura del PSMA

Fuente: Elaboracion propia, 2025

2.2.5.1 PDB 1Z8L

La estructura 1Z8L corresponde al ectodominio humano de PSMA, obtenido por
cristalografia a 3,5 A de resolucion. Esta estructura revel6 que PSMA forma un homodimero
funcional, con arquitectura similar al receptor de transferrina, pero con una funcion proteasa

dependiente de zinc.*’

Dentro de cada protdmero se identifica un canal de acceso hacia el centro activo
binuclear de Zn*', lo cual permite la hidrélisis de sustratos terminales de glutamato.
Importantes caracteristicas incluyen un parche de argininas rodeando la apertura del canal

(“arginine patch”), lo que facilita la atraccion de sustratos o ligandos cargados negativamente
40

2.3 Historia de nanoparticulas
Las nanoparticulas y estructuras fueron utilizadas por los humanos en el siglo IV d. C.

por los romanos, lo que demostro ser uno de los ejemplos mas interesantes de nanotecnologia

31



en el mundo antiguo. La copa de Licurgo, de la coleccion del Museo Britanico, representa
uno de los logros mas destacados de la industria del vidrio antiguo. Es el ejemplo mas antiguo
y conocido de vidrio dicroico. El vidrio dicroico describe dos tipos diferentes de vidrio que
cambian de color en ciertas condiciones de iluminacion. Esto significa que la copa tiene dos
colores diferentes: el vidrio se ve verde bajo luz directa y rojo-violeta cuando la luz lo

atraviesa®?.

Luego los primeros fundamentos de la quimica verde llegarian hasta principios de la
década de los afios 2000 por Anastas y Warner con su libro, “Quimica Verde”, en el que

publicaron los 12 Principios de la Quimica Verde, los cuales son los siguientes™:
1. Prevencion: Se deben tomar medidas para evitar la produccion de desechos.

2. Economia atomica: En la medida de lo posible, los materiales utilizados en la sintesis

deben incorporarse al producto final.

3. Sintesis quimica menos peligrosa: se deben priorizar los métodos de sintesis que
requieren materiales con una toxicidad minima o nula para el medio ambiente o el

individuo.

4. Diseio de productos quimicos mas seguros: los productos quimicos deben disefarse

para lograr su funcion con una toxicidad limitada o nula.

5. Disolventes mas seguros: No se debe utilizar disolventes ni productos quimicos

auxiliares siempre que sea posible.
6. Disefo para la eficiencia energética: el uso de energia debe limitarse para la sintesis.

7. Uso de materias primas renovables: una materia prima debe ser renovable y debe

evitarse su agotamiento siempre que sea posible.

8. Reducir los derivados: los derivados como los agentes bloqueadores y los grupos
protectores/desprotectores deben evitarse siempre que sea posible, ya que generan

desechos adicionales.

9. Catalisis: Los agentes de catalisis son preferibles a los agentes estequiométricos.
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10. Disefio para la degradacion: los productos quimicos deben disefiarse de manera que

al final de la sintesis se descompongan en derivados no toxicos.

11. Analisis en tiempo real para la prevencion de la contaminacion: la sintesis debe
monitorearse en tiempo real para detectar la produccion de sustancias quimicas

toxicas.

12. Quimica inherentemente mas segura para la prevencion de accidentes: los agentes
utilizados en la sintesis de productos deben seleccionarse para limitar la posibilidad

de accidentes peligrosos.
2.4 Nanofarmacos

2.4.1 Sintesis verde mediada por plantas
Las técnicas de sintesis verde mediadas por plantas utilizan diferentes partes de la
planta, como la semilla, el fruto, el callo, la corteza, el tallo, las flores y las hojas, para

sintetizar nanoparticulas de metal y 6xido de metal de diferentes tamafios y formas®*.

Diversos metabolitos incorporados en extractos vegetales actlan como agentes
estabilizadores y reductores durante la sintesis de nanoparticulas metalicas. Es bien sabido
que la biorreduccion es un proceso complejo. Las biomoléculas del extracto actian como
agentes reductores al proporcionar electrones a los iones metalicos, lo que conduce a su

reduccion a metal elemental®*.

Los atomos formados funcionan como centros de nucleacion, seguidos de un periodo
de crecimiento en el que particulas adyacentes mas pequefias se combinan para crear
nanoparticulas de mayor tamafio. En este sentido, los extractos vegetales tienen la capacidad
de estabilizar las nanoparticulas en la etapa final de la sintesis, determinando asi su

estabilidad energética y su morfologia favorable*?.

Ademas, para inhibir el crecimiento y mantener la particula en el rango nanométrico,
se afade un agente de recubrimiento. Por lo tanto, las biomoléculas del extracto vegetal
pueden actuar como agentes reductores, o bien, las mismas moléculas pueden actuar como

agentes reductores y de recubrimiento®*,

Figura 2. Representacion esquematica de las sintesis ecolégicas de nanoparticulas
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Las plantas son las mas utilizadas como bionanofabricas para el desarrollo “verde” de
MNP/MONP porque son materias primas abundantes, seguras y renovables y contienen
muchos compuestos bioactivos valiosos que rodean las NP e imparten actividades biologicas
a las NP “verdes”, y también tienen biocompatibilidad, estabilidad y menor o ninguna

toxicidad’.

Las nanoparticulas se pueden sintetizar mediante tres métodos distintos utilizando
plantas: el primero implica la sintesis de nanoparticulas dentro de plantas vivas o a través de
vias intracelulares; el segundo, mediante extractos de plantas; y el tercero, mediante
fitoquimicos. Los dos ltimos métodos incluyen la via extracelular para la produccion de
nanoparticulas. La planta contiene varios metabolitos primarios y secundarios, como
proteinas, flavonoides, terpenoides, acidos organicos, alcaloides, entre otros. Estos
compuestos sirven como agentes tbiorreductores y de fabricacion para la creacion de

nanoparticulas’.

Las nanoparticulas sintetizadas "verdes" presentan diversas acciones, incluyendo
propiedades antibacterianas, antifungicas y anticancerigenas. Gracias a estas extensas
actividades, las nanoparticulas son reconocidas por sus diversos usos biologicos y

electronicos, asi como en la industria textil y el tratamiento de aguas residuales’.

Ademas, en comparacion con las MNP/MONP obtenidas a través de métodos clasicos,
las MNP/MONP fitodesarrolladas poseen biorendimientos mejorados tales como actividades
antibacterianas, antifungicas, antivirales, antioxidantes, antiinflamatorias y antimutagénicas,

y fueron més biocompatibles con células sanas y mas dafiinas para las células malignas’.
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2.4.2 Mecanismo quimico de la sintesis verde de nanoparticulas

Las plantas han demostrado ser prometedoras para la biosintesis sostenible de
nanoparticulas metalicas debido a su perfil fitoquimico, que actlia como agente reductor y
estabilizador. Al exponer sales metalicas a extractos vegetales ricos en polifenoles,
terpenoides, alcaloides y otros compuestos bioactivos, los iones metalicos se reducen para
formar las nanoparticulas correspondientes en solucion acuosa. Los fitoquimicos presentes
en los extractos vegetales actian como mediadores redox, donando electrones a los iones
metalicos. Esto impulsa la conversion de los iones a su forma atomica neutra a escala

nanométrica, que corresponde al tamafio de un 4tomo*’.

El proceso de sintesis de nanoparticulas metalicas mediante extractos vegetales implica
la reduccion de iones metélicos por fitoquimicos presentes en dichos extractos. Fitoquimicos
como polisacaridos, vitaminas, aminoacidos, proteinas, saponinas, alcaloides, terpenos y
compuestos fenolicos intervienen en esta sintesis. Los pasos generales de la biosintesis verde
de nanoparticulas metalicas consisten en mezclar un extracto vegetal o microbiano que
contenga agentes reductores con una solucion de sal metdlica. Esto conduce a la reduccion

de los iones metalicos a 4tomos y a la nucleacién para formar las nanoparticulas iniciales®.

Posteriormente, las nanoparticulas en crecimiento se recubren y estabilizan mediante
interacciones electrostaticas o impedimento estérico proporcionado por las biomoléculas del
extracto. Esto mantiene las nanoparticulas metalicas fabricadas a escala nanométrica y evita

la agregacion no deseada®.

El mecanismo especifico de sintesis de nanoparticulas metélicas por plantas puede
variar segun factores como el tipo de extracto, la sal metalica, las condiciones de reaccion y
la presencia de enzimas o antioxidantes en el extracto, que influyen en el proceso de
reduccién y las propiedades de las nanoparticulas. Sin embargo, en general, cuando se afiaden
sales metalicas a los extractos vegetales, las biomoléculas interactian con los iones metalicos

a través de sus grupos funcionales, como el hidroxilo y el carboxilo®.

Este proceso se basa en dos mecanismos: el mecanismo redox y el mecanismo de
sustitucion de ligandos. En el primer mecanismo, los polifenoles pueden experimentar
reacciones de oxidacidon-reduccion. Se oxidan y donan electrones a los iones metalicos,

reduciéndolos de su estado i6nico a atomos neutros. En el mecanismo de sustitucién de
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ligandos, las biomoléculas se unen directamente a los iones metalicos a través de sus grupos

funcionales, formando complejos metal-biomolécula®.

Durante esta coordinacion, los electrones se transfieren de los ligandos a los iones
metalicos, reduciéndolos a dtomos neutros. Ambos mecanismos implican la donaciéon de
electrones por parte de los fitoquimicos. La diferencia clave radica en si la complejacion
directa o la oxidacion-reduccion indirecta impulsa la reduccion de los cationes metalicos a

dtomos durante la sintesis verde de nanoparticulas®.

2.4.3 Factores que influyen en la sintesis verde de nanoparticulas

El proceso de sintesis verde de nanoparticulas estd influenciado por diversos
parametros fisicoquimicos que determinan caracteristicas como el tamafio, la forma, la
estabilidad y la eficiencia de formacién de las nanoparticulas. A continuacion, se describen
algunos de los factores mas relevantes que afectan este proceso, entre ellos el pH, la

temperatura, el tiempo de reaccion y la presion.

2.4.3.1pH

El proceso de sintesis verde se ve influenciado por diversos pardmetros como el pH, la
temperatura, la concentracion de iones metalicos, la concentracion de agentes reductores y el
mecanismo de sintesis (intracelular/extracelular). Ademads, la presion, el tiempo de
interaccion y el tipo de medio de cultivo del microorganismo también desempefnian un papel
fundamental en la sintesis de nanoparticulas, especialmente en la definicion del tamafio, la

textura, la forma y el nimero de nanoparticulas*®.

El pH de una solucion es un pardmetro critico para considerar en la sintesis verde de
nanoparticulas (NPs) de metales y 6xidos metalicos. Ademas, el pH influye en la forma, el
tamafio y la velocidad de sintesis de las nanoparticulas desarrolladas. Asimismo, la formacién
de centros de nucleacion en la sintesis verde de NPs depende en gran medida del pH. Por lo
tanto, un aumento del pH podria incrementar la cantidad de centros de nucleacion, lo que a
su vez aumentaria la reduccion de iones metélicos a nanoparticulas (NPs) metalicas. Ademas,
el tiempo de reduccion de la sal metalica esta relacionado con el pH del medio de reaccion,

ya que este influye en la interaccion entre el ion metalico y los grupos funcionales del extracto
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vegetal. Por otra parte, se ha demostrado que la sintesis de NPs de menor tamafio se produce

con mayor frecuencia en un medio basico que en una solucién 4cida*.

2.4.3.2 Temperatura

Otro factor que podria influir en la sintesis verde de nanoparticulas de metales y 6xidos
metalicos es la temperatura. Este pardmetro también puede influir en la forma, el tamafio y
la velocidad de sintesis, y, por consiguiente, afectar la nucleacion. Ademas, la temperatura
desempefia un papel importante en la sintesis verde de nanoparticulas, afectando las
propiedades morfoldgicas de la misma manera que el pH. Asimismo, la temperatura también
influye en la formacion de centros de nucleacion, como se mencion6 anteriormente. En este
sentido, la disminucién de la temperatura conlleva una disminucion en la formacion de
centros de nucleacion, lo que a su vez provoca una disminucion en la velocidad de sintesis.
Debido a la naturaleza de los metabolitos secundarios presentes en el extracto vegetal, se
consider6 que la temperatura ambiente era la necesaria para la sintesis de nanoparticulas, a

fin de prevenir la degradacion y la distorsion de los grupos funcionales*S.

Sin embargo, los investigadores han demostrado que las nanoparticulas (NPs) de forma
triangular se producen a temperaturas mas bajas, mientras que las de forma esférica se

producen a temperaturas més altas*S,

2.4.3.3 Tiempo

Posteriormente, el periodo de reaccion y el tiempo de incubacion influyen
significativamente en las propiedades morfologicas, la calidad y el rendimiento de las
nanoparticulas sintetizadas. Las variaciones en el tiempo de incubacidn, junto con las
condiciones de almacenamiento, también afectan las propiedades de las nanoparticulas

sintetizadas™.

Numerosos estudios sugieren que un periodo de incubacion prolongado puede inducir
la agregacion y el potencial de reduccion durante la sintesis. La concentracion de extractos
vegetales es otro factor vital en la sintesis de nanoparticulas metalicas mediante métodos de
sintesis verde. El extracto vegetal actiia como fuente de electrones para la reduccion del ion
metalico. La disminucidn del volumen del extracto vegetal conlleva una menor formacion de

nanoparticulas*®.
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Ademas, el uso de un mayor volumen de extractos vegetales en el proceso de sintesis
podria generar una mayor cantidad de fitoquimicos, necesarios para la rapida reduccion de la
sal metalica. Sin embargo, a medida que aumenta la reduccion de la sal metdlica, se acentia

la disminucion del tamafio de las nanoparticulas®®.

2.4.3.4 Presion

La presion también puede considerarse un parametro crucial en la biosintesis de
nanoparticulas. Se observo que la velocidad de sintesis de nanoparticulas era mayor a presion
ambiente, lo que indica que la presion también influye en dicha sintesis. Ademas, la presion
utilizada en la mezcla de reaccion también puede afectar la morfologia de las

nanoparticulas*®.

2.5 M. oleifera

La M. oleifera, también conocida como el "arbol de la vida" o "arbol milagroso", se
clasifica como una planta herbacea importante debido a sus inmensos beneficios medicinales
y no medicinales. Tradicionalmente, se utiliza para curar heridas, dolor, tlceras,

enfermedades hepaticas, enfermedades cardiacas, cancer e inflamacion®.

2.5.1 Clasificacion taxonomica
La planta M. oleifera pertenece al Reino: Plantae; Subreino: Tracheobionta;
Superdivision: Spermatophyta; Division: Magnoliophyta; Clase: Magnoliopsida; Subclase:

Dilleniidae; Orden: Capparales; Familia: Moringaceae; Género: Moringa; Especie: oleifera®

2.5.2 Especies

La familia Moringa comprende de 13 especies (M. oleifera, M.
arborea , M. rivae , M. ruspoliana , M. drouhardii , M. hildebrandtii , M. concanensis , M.
borziana , M. longituba , M. pygmaea , M. ovalifolia , M. peregrina , M. stenopetala ), de las
cuales M. oleifera se ha vuelto muy conocida por su uso en nutricion, produccion de biogas,
fertilizantes, etc. Moringa tiene la propiedad tnica de tolerar la sequia. Los estudios han
demostrado que M. oleifera se encuentra entre las alternativas mas baratas y confiables para

una buena nutricién. Casi todas las partes del arbol se utilizan por sus nutrientes esenciales®.
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2.5.3 Distribucion botanica y geografica

La M. oleifera se distribuye ampliamente por todo el mundo, pero su origen se
encuentra en India, Arabia y las Indias Orientales. Es comun en Asia, Africa, el Caribe,
Latinoamérica, las islas del Pacifico, Florida, Madagascar, Centroamérica, Cuba, Filipinas,
Etiopia y Nigeria. La historia de la planta explica que la M. oleifera fue introducida desde
India a Africa, el sudeste africano y Filipinas en la antigiiedad. Requiere regiones tropicales

y subtropicales y crece a una temperatura de entre 25 y 35 °C*.

La M. oleifera es un arbol de hoja caduca que se cultiva tipicamente en regiones
tropicales y subtropicales de todo el mundo. Crece mejor con luz indirecta y en suelos bien
secos, ligeramente acidos o alcalinos. El arbol comienza a dar frutos entre los 6 y 8 meses de
edad. Comercialmente, se cultiva en diferentes paises como Africa, México, Hawai y
América del Sur, pero debido a las diferentes condiciones del suelo, el contenido de

nutrientes varia de un pais a otro®.

2.5.4 Usos farmacologicos

Metabolitos presentes en el arbol de M. oleifera

De todo lo mencionado anteriormente, la niazimicina parece considerarse un potente
promotor antitumoral. 4 (alfa-L-ramnosiloxi)-bencil isotiocianato y beta-sitosterol-3-O-beta-

D-glucopiranésido también mostraron actividad significativa®’.

Los isotiocianatos (ITC) contienen agentes anticancerigenos que podrian ofrecer una
solucién para el tratamiento natural del cdncer de prostata, con menos efectos secundarios.
Este estudio aporta mas informacion sobre la potencia citotoxica del isotiocianato de
glucomoringina (GMG-ITC) para inducir apoptosis en células de cancer de prostata y

determina las vias implicadas en la inhibicién de la progresion tumoral o cancerosa®’.

Los isotiocianatos han sido ampliamente estudiados por sus propiedades
anticancerigenas. Ya que se han dado informes que los isotiocianatos de alilo (AITC) inhiben
el crecimiento de células de cancer de prdostata humano independientes de andrégenos (PC-
3) y dependientes de androgenos (LNCaP). Este estudio también establecio una correlacion
entre la inhibicion del crecimiento de células PC-3 en presencia de AITC y la acumulacién

de células gap2 / mitosis (G2 / M) junto con apoptosis. Se observo una reduccion en los

39



niveles de proteina de la quinasa 1 dependiente de ciclina (CDK1), la proteina del ciclo de
divisién celular 25B (CDC25B) y CDC25C después de tratar las células PC-3 y LNCaP con
AITC durante 24 h34,

También los alcaloides de M. oleifera inhibieron la proliferacion de células PC3. Para
determinar los efectos anticancerigenos de MOA, se cultivaron de manera in vitro 10 lineas
celulares de cancer de prostata (U251, A431, A375, HeLa, PC3, HepG2, MDA-MB-231,
HuTu80, HCT116 y HT29) con MOA (0, 25, 50, 100, 200, 400 u 800 pg/ml) durante 48 h.
Los valores de CI50 4. las lineas celulares fueron 459,3, 564.,4, 876,2, 125,5, 95,95, 283, 413,
237,7, 276,9 y 379 ng/ml, respectivamente. Estos resultados demostraron que MOA indujo

un efecto inhibitorio selectivo contra las células PC3¥.

Los alcaloides han demostrado que los alcaloides de M. oleifera inhiben la
proliferacion y migracion de células PC3 mediante la inhibicion de la via de sefalizacion
Wnt/B-catenina mediada por ciclooxigenasa-2 (COX-2), tanto en experimentos in
vivo como in vitro . El cancer de pulmon es uno de los tumores malignos mas comunes.
Diversos estudios han encontrado que los alcaloides de M. oleifera también poseen efectos
terapéuticos en el cancer de pulmon. Experimentos posteriores demostraron que M. oleifera
puede inhibir la proliferacion y migracion de células de cancer de pulmoén de células no
pequefias humanas (A549) mediante la inhibicion relacionado con la activacion de la via
JAK2/STATS3, e inducir la apoptosis y la detencion del ciclo celular, lo que resalta ain mas

su potencial para la prevencion y el tratamiento del cancer de pulmén®’

2.5.5 Fitoquimica

Los aislados que se pueden encontrar en extracciones alcoholicas se pueden encontrar
en M. oleifera clasificar en proteinas y aminodcidos, acidos fenolicos, carotenoides,
alcaloides, glucosinolatos, flavonoides, esteroles, terpenos, taninos y saponinas, acidos

grasos, glucésidos y polisacaridos*’.

Las hojas de M. oleifera contienen una alta concentracion de acidos fenolicos y
flavonoides, entre los que se incluyen el 4cido cinamico, el 4cido sindpico, el acido siringico,
el acido gentisico, el acido galico, el acido ferulico, el 4cido protocatecuico, la vainillina, el

acido cafeico, el acido o-cumarico, el 4cido p-cumarico y la epicatequina. Por otro lado, la
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quercetina, la catequina, la miricetina y el kaempferol son flavonoides con excelente

actividad terapéutica®’

M. oleifera es una fuente rica en glucosinolatos. El glucosinolato mas abundante
presente en la especie es el 4-O-(a-L-ramnopiranosiloxi)-bencil glucosinolato, también
conocido como glucomoringina. Se encontrd un esterol aislado, el B-sitosterol, en las semillas
y hojas de M. oleifera. Otro tipo de glucésido de esterol, el [-sitosterol-3-O-B-D-

galactopiranosido, se extrajo de la corteza de M. oleifera®.

En las hojas de M. oleifera se encuentra una interesante categoria de diterpenos y
terpenos. Entre ellos, el fitol, un alcohol diterpénico y componente principal de la clorofila,
se encuentra en abundancia en las hojas de la planta. Asimismo, se encuentran terpenos y sus
derivados en cantidades traza (6xido de linalol, farnsilacetona, isolongifoleno, a-ioneno y a-

y B-ionona), mientras que la hexahidrofarnesilacetona se encuentra en abundancia®’.

En las semillas de M. oleifera se encuentran acidos grasos como el 4cido araquidico,
el 4cido octacosanoico, el acido oleico, el acido palmitico, el acido estedrico, el acido
linolénico, el acido behénico y el 4cido paulinico®. Dos glucésidos, a saber, niazirina y

niazirinina, se extrajeron del extracto etandlico de M. oleifera*”

2.5.6 Toxicidad de M. oleifera

Se estudiaron los efectos toxicos subagudos y agudos (5000 mg kg™ del extracto
de M. oleifera (40-1000 mg kg’ en ratas. Se demostrd que el extracto es razonablemente
seguro para el consumo y se estudiaron la citotoxicidad de los frutos de M. oleifera en el
cancer de higado humano y analizaron los pardmetros de riesgo de mutagenicidad,
tumorigenicidad, efectos reproductivos e irritabilidad, asi como la toxicidad farmacologica
de dichos frutos.” Los resultados mostraron que no existia toxicidad predictiva en los
farmacos candidatos, lo que indica que el extracto del fruto de M. oleifera es un

fdrmaco anticancerigeno seguro y con potencial®’.

Se prepar6 e investigo el potencial de nanocompuestos de plata (MOS-PS-AGNPs) con
polisacaridos de semillas de M. oleifera como apoésito alternativo. También se investigo la
citotoxicidad de los nanocompuestos in vitro utilizando fibroblastos de raton (L929). Los

resultados mostraron que las nanoparticulas de plata funcionalizadas con MOS-PS (MOS-
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PS-AGNPs) en concentraciones de 0 a 200 pg mL™" no presentaron citotoxicidad evidente en
la linea celular L929. A concentraciones mas altas (200 ug mL™! - la citotoxicidad observada
fue leve y practicamente nula. En resumen, las MOS-PS-AGNPs no resultaron toxicas para

los fibroblastos>”.

Aunque se ha demostrado que la M. oleifera y sus extractos son seguros in vivo € in
vitro, algunos estudios han mostrado que podria tener toxicidad reproductiva. Los hallazgos
sugieren que el extracto metanolico de semillas de Moringa stenopetala no es seguro para
embriones y fetos de rata. Sus efectos toxicos se evidenciaron por un retraso significativo en
el desarrollo embrionario y fetal, asi como por un aumento en la resorcion y la muerte fetales.
Se investigd la capacidad anticonceptiva y la actividad uterina del extracto acuoso de
hojas de M. oleifera in vivo e in vitro. Se observo que el extracto acuoso podia prevenir el
embarazo, inducir el aborto y la contraccion del miometrio en ratas. Por lo tanto, la M.
oleifera es bastante segura cuando se usa dentro de un rango de dosis especifico, y se debe

prestar mayor atencion a su uso en poblaciones objetivo-especificas™.
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CAPITULO III. MARCO METOLOGICO
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3.1. Tipo de estudio y enfoque de investigacion

3.1.1 Tipo de estudio

El tipo de estudio se clasifica de caracter in silico de enfoque cuantitativo, de tipo
descriptivo-computacional y correlacional predictivo, por cuanto aplica métodos de
investigacion a la evaluacion de programas para llegar a conclusiones sobre la eficiencia’®.
Esté investigacion pretende caracterizar las propiedades bioactivas y farmacolédgicas de los
metabolitos secundarios presentes en flores, hojas y semillas de M. oleifera, relacionandolos
con su potencial citotoxico frente a proteinas blanco del cancer de prostata mediante
modelado in silico y sintesis de literatura articulando su contribucion a la citotoxicidad, a las

propiedades farmacocinéticas y a la funcion reductora/estabilizante en la sintesis verde de

nanoparticulas de 6xidos metalicos, para llegar a resultados que sean eficientes y pertinentes.

3.1.2 Enfoque metodoldgico

El enfoque metodologico es mixto con predominio cuantitativo con apoyo documental
y predictivo por métodos computacionales, porque combina una fase documental cientifica,
es decir, que se realizard una revision de la documentacion disponible orientada a determinar
el potencial citotoxico de los metabolitos bioactivos presentes en las flores, hojas y semillas
de M. oleifera con contra lineas celulares de cancer de prostata y de como caracterizar
nanoparticulas a partir de los extractos naturales como agentes estabilizantes/reductora, y una
segunda fase que es de cardcter predictiva computacional debido al uso de herramientas
bioinformaticas para obtener resultados numéricos y medibles sobre las energias de union,
farmacodinamicas, farmacocinéticas y toxicologicas (ADME/Tox) a los metabolitos

identificados como prospectos contra el cancer de prostata

3.2 Disefio de investigacion

El estudio se va a llevar a cabo por medio de un enfoque mixto de tipo transversal el
cual se va a enfocar en tres fases. La primera fase consistird en la revision documental referida
a los metabolitos bioactivos presentes en las flores, hojas y semillas de M. oleifera con
potencial citotoxico en ensayos in silico € in vitro contra lineas celulares de cancer de
prostata, ademads de recopilar informacion sobre la sintesis verde de nanoparticulas mediada

por extractos vegetales. Dicha revision proveniente principalmente de articulos cientificos
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actualizados de bases de datos como PubMed, ScienceDirect, Scopus y Google Scholar.

Ademas,

La segunda fase, consistira en la fase experimental in silico, que se basa en modelados
computaciones por medio del uso de programas especializados para el modelado molecular
y simulacion de interacciones proteina-ligando. Las condiciones de simulacion se
mantendran constantes para todos los compuestos, garantizando reproducibilidad y control

virtual de las variables independientes.

Es importante indicar, que en las fases 1 y 2 se desarrollardn simultdineamente, con el
propdsito de integrar y establecer correspondencias entre los conceptos tedricos y los

hallazgos obtenidos en modelados computacionales.

Para la tercera fase, se realizara una recopilacion bibliografica orientada al analisis de
la sintesis verde de nanoparticulas, con énfasis en los fundamentos quimicos, los mecanismos
de formacion y los factores que influyen en este proceso. Este abordaje permitird examinar,
apartir de la evidencia cientifica disponible, el papel de los metabolitos presentes en extractos
vegetales como posibles agentes reductores y estabilizantes, asi como su relevancia en la
obtencion de nanoparticulas de 6xidos metalicos. En este sentido, el cumplimiento de este
objetivo se sustenta en la revision y analisis de literatura especializada, sin implicar desarrollo
experimental, sino una aproximacion tedrica que permita establecer criterios cientificos para

futuras aplicaciones e investigaciones.

3.3 Poblacion, muestra y participantes (unidades de analisis)

3.3.1 Poblacion

La poblacién de esta investigacion estard constituida por una documentacion los
metabolitos bioactivos reportados en las flores, semillas y hojas de M. oleifera por su
actividad citotoxica, antioxidante o antitumoral contra el cancer de préstata y publicaciones
cientificas sobre sintesis verde de nanoparticulas con articulos que reporten metodologias de
sintesis verde de nanoparticulas metalicas mediadas por metabolitos vegetales o por sus
extractos naturales. A partir de lo anterior, la muestra se seleccionard mediante un muestreo

no probabilistico, escogiendo tnicamente las publicaciones y estructuras moleculares de
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mayor relevancia, actualidad y validez metodoldgica, que reporten informacion relacionada
con la actividad citotoxica, farmacoldgica o biotecnoldgica de los metabolitos presentes en

la planta M. oleifera frente a células de cancer de prostata.

Asimismo, dentro del componente in silico, la poblacién incluird estructuras
moleculares y proteinas blanco asociadas a la fisiopatologia del cdncer de prostata, en
particular aquellas relacionadas con la expresion del antigeno prostatico especifico de
membrana (PSMA), incluyendo las estructuras cristalografica 1Z8L, que son utilizadas
comunmente en la evaluacibn computacional de interacciones proteina-ligando,
especialmente aquellas vinculadas con los procesos de proliferacion celular, apoptosis y

regulacion del crecimiento tumoral.

3.3.2 Muestra

La muestra estard conformada por un subconjunto representativo de articulos
cientificos y modelos moleculares seleccionados por relevancia y actualidad. La muestra
incluird metabolitos bioactivos representativos seleccionados por frecuencia de reporte y
relevancia biologica y biotecnoldgica para la formacion de nanoparticulas en articulos
analizados a texto completo. En el caso de la revision documental, se incluiran estudios
publicados entre los afios 2020 y 2025, obtenidos de bases de datos especializadas como
PubMed, ScienceDirect, Scopus y Google Scholar, priorizando aquellos con metodologia

validada y resultados verificables.

Para la fase in silico, se seleccionaran ciertos metabolitos bioactivos presentes en el
arbol de M. oleifera, previamente descritos en la literatura por su potencial antioxidante o
antitumoral, junto con proteinas blanco-relevantes del antigeno prostatico especifico de
membrana (PSMA) cuyos modelos tridimensionales estén disponibles en el Protein Data

Bank (PDB).
3.3.3 Criterios de inclusion y exclusion

Tabla 1. Criterios de inclusion y exclusion

Criterios de inclusion Criterios de exclusion

Articulos en inglés y espaiiol Articulos que no se encuentren en

idioma inglés o espafiol.
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Articulos con cinco afios de
antigiiedad

Articulos que analicen la actividad
citotoxica de los metabolitos bioactivos de
la M. oleifera sobre células de céancer de

prostata.

Estudios cientificos donde reporten

resultados experimentales de la actividad

citotoxica del compuesto activo

Estudios en donde utilicen modelos
in vitro o in silico relacionado a la
actividad citotoxica del compuesto activo

Articulos en donde se explica
mecanismo de accion o dianas
farmacoldgicas del compuesto activo en

células de cancer de mama

Articulos de més de cinco afios

Articulos que excluyan actividad
citotoxica en cancer de mama, pancreas,

rifion, entre otros.

Estudios los cuales no se logren
identificar los resultados numéricos anivel
experimental o de informacion de caracter
cualitativa sobre la actividad citotoxica del

compuesto activo
Estudios donde no se evidencien la
actividad de los metabolitos secundarios
encontrados en la M. oleifera
Articulos donde no se pueda lograr
identificar o localizar las dianas

farmacologicas

Fuente: elaboracion propia, 2026.

3.4 Instrumentos y técnicas de recoleccion de datos

3.4.1 Fase in silico
Para la fase in silico se van a incluir software, bases de datos y plataformas que van a
ayudar a la recoleccién de datos que se llevara a cabo mediante el uso de herramientas

computacionales, directamente vinculadas con los objetivos especificos de la investigacion.

En esta fase es de gran trascendencia para la tesis debido nos permitiria evaluar y
simular las interacciones ligando a las proteinas de interés, ademas de proporcionar un
analisis farmacocinético, los cuales permitiran evaluar de manera cuantitativa el
comportamiento de los metabolitos seleccionados frente a las proteinas blanco que son

asociadas al cancer de prostata.
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Con el fin de desarrollar la fase in silico de la investigacion, se emplearon diversas
herramientas computacionales, bases de datos y plataformas bioinformaticas que permiten
analizar la interaccion entre metabolitos bioactivos y proteinas asociadas al cancer de
prostata. Estas herramientas facilitan la obtencion de informacion estructural y funcional de
los compuestos de interés, asi como la simulacion de procesos moleculares relevantes, tales
como el acoplamiento molecular, la prediccion de propiedades farmacocinéticas y la

evaluacion preliminar de toxicidad.

En conjunto, el uso de estas plataformas permite optimizar el proceso de seleccion de
candidatos bioactivos mediante un enfoque computacional, reduciendo tiempos y recursos
experimentales. En la Tabla 2 se presentan las principales herramientas y bases de datos
utilizadas en la fase in silico, asi como su funcion dentro del desarrollo metodologico de la

investigacion.

Tabla 2. Herramientas computacionales y plataformas bioinformaticas utilizadas en
la fase in silico para el analisis de metabolitos bioactivos y su interaccion con proteinas

asociadas al cancer de proéstata.

Herramienta / Plataforma Funcion

Realizar simulaciones de acoplamiento molecular
AutoDock Vina 1.2.3 (molecular docking) para determinar afinidades de
union entre metabolitos y proteinas receptoras.

Visualizar estructuras tridimensionales y analizar

PyMOL 2.5 . ‘ )
interacciones proteina-ligando.
Evaluar toxicidad y pardmetros ADMET
SwissADME (absorcion, distribucién, metabolismo, excrecion y
toxicidad).
Visualizacion de estructuras tridimensionales
Avogadro o ‘ .
cristalinas a partir de la sintesis de nanoparticulas
PubChem / Protein Data Fuente primaria de estructuras moleculares y
Bank (PDB) modelos proteicos validados.
Plataforma utilizada para la prediccion de
ProTox 3.0

toxicidad de sustancias quimicas
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Fuente: elaboracion propia, 2026.

3.4.2 Fase documental
En esta fase se empleard como instrumento principal una matriz de andlisis
bibliografico, elaborada en Microsoft Excel, en la cual se registrara la informacién obtenida

de cada fuente consultada.

La matriz incluird las siguientes categorias: autor, aio de publicacion, titulo del estudio,
pais de procedencia, tipo de ensayo, metabolitos analizados, resultados principales, y su

relacion con los objetivos de la investigacion.

La busqueda bibliografica se realizara en bases de datos cientificas reconocidas como

PubMed, ScienceDirect, Scopus, Google Scholar y SpringerLink, utilizando combinaciones

’ I NS

de descriptores en inglés y espaiol, tales como “M. oleifera”, “cytotoxic activity”, “prostate

cancer”, “bioactive compounds”, “in silico study”y “green synthesis of nanoparticles”.

3.5 Etapas de la investigacion por objetivos

Con el proposito de organizar de manera sistematica el desarrollo de la investigacion y
asegurar el cumplimiento de los objetivos planteados, el estudio se estructurd en tres etapas
metodologicas principales. Cada etapa corresponde a uno de los objetivos especificos de la

investigacion y describe las actividades y procedimientos necesarios para su ejecucion.

En la primera etapa se realizd una revision bibliografica orientada a identificar
metabolitos bioactivos presentes en diferentes partes de M. oleifera con evidencia de
actividad citotoxica contra lineas celulares de cancer de prostata. Posteriormente, en la
segunda etapa se evaluaron las propiedades farmacodindmicas, farmacocinéticas y
toxicoldgicas de los metabolitos priorizados mediante herramientas de cribado virtual y
acoplamiento molecular con la proteina PSMA. Finalmente, la tercera etapa consistio en la
recopilacion y andlisis de evidencia cientifica relacionada con la sintesis verde de
nanoparticulas mediada por metabolitos de M. oleifera, con el fin de establecer criterios

experimentales sobre su posible funcion como agentes reductores y estabilizantes.
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Tabla 3. Etapas metodoldgicas de la investigacion segun los objetivos especificos

Etapa de Objetivo especifico Actividades metodologicas
investigacion
Etapa 1: Identificar mediante revision bibliografica Revision bibliografica en bases de datos cientificas (PubMed,
Revision los metabolitos bioactivos presentes en las Scopus, Web of Science, ScienceDirect y Google Scholar).
bibliografica flores, hojas y semillas de M. oleifera con Uso de palabras clave: “M. oleifera”, “prostate cancer”,
de potencial citotoxico reportado en ensayos in “LNCaP”, “cytotoxicity”, “apoptosis”, “in silico , “molecular
metabolitos  vitro e in silico contra lineas celulares de docking”, “bioactive compounds”, “leaves”, “seeds”,
bioactivos cancer de prostata. “flowers”. « Identificacion de estudios con evidencia in vitro e
in silico de actividad citotodxica.
Elaboracion de una base de datos de metabolitos bioactivos
reportados en la literatura. « Clasificacion de los metabolitos
segin su tipo quimico (flavonoides, compuestos fenodlicos,
alcaloides, entre otros).
Etapa 2: Evaluar las propiedades farmacodinamicas, Evaluacion de propiedades farmacocinéticas mediante
Evaluacion  farmacocinéticas y toxicologicas plataformas SwissADME y ProTox 3.0. ¢ Analisis de
in silico de (ADME/Tox) de los metabolitos priorizados parametros ADME/Tox de los metabolitos seleccionados.
metabolitos  mediante técnicas de cribado virtual, con el Organizacion de resultados en tablas comparativas para
bioactivos propdsito de estimar su viabilidad como establecer un ranking de viabilidad farmacoldgica.
candidatos bioactivos frente al antigeno Preparacion y optimizacion de estructuras moleculares
prostatico especifico de membrana (PSMA), mediante Discovery Studio. ¢ Realizacion de acoplamiento
priorizando aquellos compuestos con mayor molecular (molecular docking) con la proteina PSMA (PDB:
afinidad de union y estabilidad de complejos. 1Z8L).
Analisis de energias de union y tipos de interaccion molecular
(puentes de hidrogeno, interacciones n—m, entre otras).
Etapa 3: Analizar el potencial de los metabolitos de M. Revision documental sistematizada sobre sintesis verde de
Analisis de oleifera en la sintesis verde de nanoparticulas nanoparticulas mediada por M. oleifera.
sintesis de oxidos metalicos, estableciendo criterios Recopilacion de informacidon sobre condiciones
verde de tedricos sobre su posible funcién como experimentales relevantes (pH, temperatura, precursor

agentes reductores y estabilizantes.

metdlico, tiempo de reaccion, concentracion de extracto).
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nanoparticul
as

e Identificacion de metabolitos con funciéon reductora o
estabilizante en la sintesis de nanoparticulas.

e Elaboraciéon de una matriz de evidencia bibliografica para
sintetizar los resultados encontrados.

e Definicién de criterios experimentales aplicables a futuras
investigaciones en sintesis verde de nanoparticulas.

Fuente: elaboracion propia, 2026
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CAPITULO IV- DISCUCION Y ANALISIS DE RESULTADOS
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Este capitulo de la investigacion se basara en el analisis de los resultados obtenidos
segin objetivo de la investigacion. Especificamente, se identificarda mediante revision
bibliografica los metabolitos bioactivos presentes en las flores, hojas y semillas de M. oleifera
con potencial citotdxico en ensayos in silico € in vitro contra lineas celulares de cancer de

prostata.

4.1 Metabolitos bioactivos presentes en las flores, hojas y semillas de M. oleifera
con potencial citotoxico reportado en ensayos in vitro e in silico contra lineas
celulares de cancer de prostata.

Bajo un enfoque exploratorio, la identificacion de metabolitos secundarios presentes
en las hojas de M. oleifera constituye una etapa fundamental para la seleccion racional de
compuestos candidatos en estudios posteriores de modelado molecular. Dado que la
evidencia experimental directa en la linea celular LNCaP es limitada, resulta
metodoldgicamente pertinente integrar los hallazgos in vitro disponibles con la informacion
fitoquimica reportada en la literatura, con el fin de establecer un conjunto preliminar de

metabolitos con potencial citotdxico y relevancia farmacologica.

El estudio in vitro realizado por Ahmed et al. (2022) demostré que el extracto etandlico
de las hojas de M. oleifera reduce de manera significativa la viabilidad de la linea celular
LNCaP de forma dependiente de la concentracion y del tiempo de exposicion, ademas de
inducir apoptosis mediante el incremento de los niveles de TRAIL. Sin embargo, dicho
estudio no realiza una caracterizacion individual de los metabolitos responsables de este
efecto, lo que plantea la necesidad de recurrir a la literatura fitoquimica como herramienta
complementaria para la identificacion de compuestos bioactivos potencialmente

implicados.

Bajo este contexto, la presente seccion se orienta a recopilar y analizar los metabolitos
secundarios mds frecuentemente reportados en las hojas de M. oleifera, tales como
flavonoides, compuestos fenolicos e isotiocianatos, los cuales han sido asociados
previamente con actividades antiproliferativas y proapoptdticas en diversos modelos de
cancer. La identificacion de estos compuestos no tiene como finalidad establecer de manera

definitiva su mecanismo de accidon sobre dianas moleculares especificas, sino priorizar
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aquellos metabolitos que, por su recurrencia, caracteristicas estructurales y respaldo

bioldgico, resulten adecuados como ligandos para estudios de docking molecular.

De esta manera, la aproximacion exploratoria adoptada permite vincular la evidencia
experimental in vitro existente con herramientas computacionales, facilitando la transicion
hacia estudios in silico dirigidos a dianas relevantes en cancer de prostata, como el antigeno
de membrana especifico de prostata (PSMA). Esta estrategia metodoldgica contribuye a
fortalecer la coherencia interna del estudio y a optimizar la seleccion de compuestos para

etapas posteriores de analisis molecular.

Con el fin de identificar los metabolitos bioactivos con potencial actividad citotoxica
frente a lineas celulares de cancer de prostata, se realizo una revision bibliografica de estudios
experimentales que evaluaran compuestos naturales, particularmente aquellos presentes en
M. oleifera o en plantas con perfiles fitoquimicos similares. A partir de esta revision se
elabor6 una matriz de evidencia cientifica que sintetiza la informacion mas relevante

encontrada en la literatura.

La Tabla 4 presenta un resumen comparativo de los estudios seleccionados,
incluyendo el titulo del articulo, autor, metabolito evaluado y su clase quimica, la linea
celular de cancer de prostata utilizada, el tipo de estudio realizado, el efecto citotdxico
reportado y la posible relevancia del mecanismo observado en relacion con modelos celulares
asociados a la expresion de PSMA. Esta organizacién permite visualizar de manera
sistematica los patrones comunes entre los diferentes estudios, particularmente en relacion
con los metabolitos identificados, los modelos celulares utilizados y los mecanismos de

accion implicados en la actividad antitumoral.

El andlisis de esta informacion constituye una base fundamental para la seleccion y
priorizacion de metabolitos candidatos que posteriormente seran evaluados mediante
herramientas in silico, especificamente en estudios de cribado virtual y acoplamiento

molecular contra la proteina PSMA, diana molecular relevante en el cancer de prostata.

55



56



Tabla 4. Evidencia cientifica de metabolitos bioactivos con actividad citotoxica frente a lineas celulares de cancer de prostata reportados

en la literatura

Titulo Autor Metabolito  Linea Tipo Efecto citotoxico Relevancia PSMA
y clase celular
Quercetin inhibits Ward etal. Quercetina- LNCaP, invitro El efecto citotoxico de la Los mecanismos
prostate cancer by (2018) Flavonoide = PC-3, quercetina sobre las células de observados en el estudio,
attenuating cell DU-145 cancer de prostata incluye la como la modulacion de las
survival and induccion de muerte celular vias AR 'y PI3K/Akt,
inhibiting anti- apoptotica y necrética, podrian relacionarse
apoptotic afectando la integridad indirectamente con
pathways>’ mitocondrial y la homeostasis modelos celulares
de ROS. La quercetina reduce asociados a PSMA, ya que
la viabilidad celular de manera estas vias influyen en la
dependiente del tiempo y la expresion y funcion de
dosis, sin afectar las células PSMA. La modulacion de
epiteliales prostaticas la  apoptosis 'y la
normales. La apoptosis es un proliferacion celular
mecanismo clave, con un también podria impactar
aumento en las células procesos relacionados con
apoptoticas  tempranas. La PSMA.
modulacién de las vias de
sefalizacion Akt y NF-xB
también contribuye a la
reduccion de la supervivencia
celular.
Induction of Halimah  Kaempferol- LNCaP invitro El efecto citotoxico de No se menciona
caspase  cascade etal. (2015) 3-O- kaempferol-3-O-rhamnoside directamente la relevancia
pathway by ramnosido; sobre las células de cancer de de PSMA en el estudio. Sin
kaempferol-3-O- Flavonoide prostata LNCaP se caracteriza embargo, la inhibicion de la
rhamnoside in por la inhibicion de la proliferacion celular y la
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LNCaP  prostate
cancer cell lines®

Alleviatory effect
of isoquercetin on
benign  prostatic
hyperplasia via
IGF-
1/PI3K/Akt/mTO
R pathway by
Young-Jin  Chot,
Meiqi Fan, Nishala
Erandi Wedamulla,
Yujiao Tang, Eun-
Kyung Kim
(2023)*
Anticancer and
apoptosis-inducing
effects of quercetin
in vitro and in vivo

Choi et al.
(2024)

Hashemzae
ietal.
(2017)

Isoquercetin
a
(flavonoide)

Quercetina -
Flavonoide

LNCaP

LNCaP,
PC-3

in
Vivo,
in vitro

in
vitro,
1n vivo

proliferacion celular en una
forma dependiente de la dosis,
con un valor de IC50 de 218
uM. El mecanismo implica la
activacion de las vias de
sefalizacion dependientes de
caspasas, incluyendo la
upregulacion de caspasa-8§,
caspasa-9, caspasa-3 y PARP,
lo que sugiere la induccion de
apoptosis. La activacion de
estas caspasas ocurre tanto a
través de vias extrinsecas
(caspasa-8) como intrinsecas
(caspasa-9).

El metabolito isoquercetina
(IQ) ejerce un efecto citotdxico
sobre las células de céncer de
prostata al inhibir la via de
sefalizacion
PI3K/AKT/mTOR, causar
detencion en la fase GO/G1 del
ciclo celular, y inducir
apoptosis mediante la
modulacion  de  proteinas
relacionadas con la apoptosis
(disminucion de Bel-2 y
aumento de BAX).

La quercetina induce apoptosis
en células de cancer de prostata
(LNCaP y PC3) e inhibe Ia
proliferacion celular mediante

inducciéon de apoptosis
podrian relacionarse
indirectamente con
modelos celulares

asociados a PSMA en el
contexto del tratamiento
del cancer de prostata.

Los mecanismos
observados en el estudio,
como la inhibicion de la via
AR vy la PI3K/Akt/mTOR,

podrian relacionarse
indirectamente con
modelos celulares

asociados a PSMA, ya que
afectan la proliferacion y la
apoptosis de células de
cancer de prostata que
expresan PSMA.

Los mecanismos
observados en el estudio,
como la induccion de
apoptosis y la modulacion
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Antiproliferative
activity of moringa
oleifera's  leaves
ethanolic  extract
and docetaxel on
Incap cell line and
on the level of
tumor Necrosis
factor-related
apoptosis inducing
ligand>®

Ahmed
(2022)

Kaempferol

LNCaP

in vitro

mecanismos como la
modulacion de la  via
PI3K/Akt/mTOR, interfiriendo
en la progresion del ciclo
celular al actuar sobre proteinas
como p27, topoisomerasa II,
p21 y ciclina B, e inhibiendo la
angiogénesis. También reduce
las citocinas proinflamatorias
como el TNF-a.

Los resultados mostraron que el
extracto etandlico de hojas de
M. oleifera produjo una
reduccion significativa de la
viabilidad de la linea LNCaP,
con un comportamiento
claramente dependiente de la
concentracion y del tiempo de
incubacion. De forma
especifica, se observdo una
disminucion significativa de la
viabilidad celular a
concentraciones  iguales o
superiores a 500 pg/mL tras 24
horas, mientras que a las 48
horas el efecto fue todavia mas
intenso, alcanzando una
reduccion altamente
significativa a 1000 pg/mL.

de la via PI3K/Akt/mTOR,

podrian relacionarse
indirectamente con
modelos celulares

asociados a PSMA,
especialmente en el
contexto de cancer de
prostata. La inhibicion de la
angiogénesis en tumores de
prostata también podria ser
relevante para modelos de
PSMA.

Aunque el estudio se
realizo en una linea de
cancer de prostata 'y
demuestra actividad

bioldgica antitumoral en
ese contexto, no evalua
directamente la proteina
PSMA, ni su expresion, ni
su modulacion, ni la
interaccion especifica del
extracto con dicho blanco
molecular. Por tanto, su
aporte respecto a PSMA

debe considerarse
indirecto. La  principal
relevancia  del trabajo

radica en que confirma que
el extracto de hojas de M.
oleifera posee actividad
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Ademas, cuando el extracto se
administr6é en combinacion con
la IC50 de docetaxel, el efecto
antiproliferativo  fue = mas
marcado, ya que a las 24 horas
se evidenci6 una reduccion
altamente significativa desde
250 ug/mL, y a las 48 horas una
disminucion significativa desde
31.25 pg/mL. Estos hallazgos
indican no solo una actividad
citotoxica  intrinseca del
extracto sobre células
prostaticas  tumorales, sino
también un posible efecto
potenciador sobre la respuesta a
quimioterapia convencional®®.

citotébxica  contra  un
modelo prostatico tumoral,
lo cual justifica continuar
investigando sus
metabolitos en estudios
mas especificos orientados
a Dblancos moleculares
como PSMA®,

Fuente: elaboracion propia, 2026.
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Los resultados obtenidos a partir de la revision bibliografica evidenciaron que los
metabolitos con mayor relevancia citotoxica frente a lineas celulares de cancer de prostata
corresponden principalmente a la familia de los flavonoides, destacandose quercetina,
isoquercetina y kaempferol-3-O-ramnosido. Entre ellos, la quercetina fue el compuesto con
mayor recurrencia en la literatura analizada, siendo reportada en diferentes modelos celulares
prostaticos como LNCaP, PC-3 y DU-145. Este hallazgo permitié establecer que los
flavonoides constituyen el grupo fitoquimico de mayor interés dentro de M. oleifera, no solo
por su frecuencia de aparicion, sino también por su asociacion constante con efectos
antiproliferativos y proapoptoticos, lo cual los convierte en candidatos prioritarios para

estudios posteriores de cribado virtual y docking molecular.

Asimismo, se observo que la mayor parte de la evidencia disponible proviene de
estudios in vitro, con predominio de la linea celular LNCaP, aspecto que resulta
particularmente importante para esta investigacion por su utilidad como modelo de cancer de
prostata hormonosensible a androgenos. Los estudios revisados mostraron que estos
metabolitos reducen la viabilidad celular de manera dependiente de la dosis y del tiempo de
exposicion, lo que sugiere una actividad citotoxica consistente. Aunque algunos trabajos
incorporaron evidencia in vivo, la matriz construida puso en evidencia que la caracterizacion
individual de metabolitos especificos sigue siendo limitada cuando se estudian extractos
complejos, lo que refuerza la necesidad de seleccionar compuestos definidos para analisis

moleculares mas precisos.

Finalmente, aunque los estudios revisados no evaluaron de manera directa la
interaccion de estos compuestos con PSMA, si se identifico una relacion indirecta importante
entre los mecanismos observados y procesos bioldgicos asociados con esta diana molecular.
La modulacién de rutas intracelulares implicadas en proliferacion, supervivencia y apoptosis
respalda la pertinencia de seleccionar estos flavonoides como ligandos de interés para
estudios in silico frente a PSMA. De esta manera, los resultados de esta seccion permitieron
establecer una base cientifica solida para justificar la priorizacion de quercetina,
isoquercetina y kaempferol-3-O-ramnosido como metabolitos candidatos en las siguientes

fases de la investigacion.
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4.1.1 Metabolito y clase quimica

El andlisis de los estudios incluidos en la matriz evidencia un predominio claro de
metabolitos pertenecientes a la familia de los flavonoides, particularmente quercetina,
kaempferol y sus derivados glucosilados como el kaempferol-3-O-ramndsido e

isoquercetina.

Estos compuestos han sido ampliamente reportados en la literatura por su actividad
bioldgica frente a diferentes tipos de cancer, incluyendo el cancer de prostata. En el estudio
realizado por Ward et al. (2018), la quercetina fue identificada como un flavonoide con
capacidad significativa para reducir la viabilidad de células tumorales prostaticas mediante

la modulacion de vias de supervivencia celular’’.

De manera similar, Halimah et al. (2015) demostraron que el flavonoide kaempferol-
3-O-ramnosido ejerce efectos antiproliferativos sobre células LNCaP mediante la activacion
de la cascada de caspasas, evidenciando su papel en la induccion de apoptosis. Por otra parte,
Choi et al. (2024) reportaron que la isoquercetina, también clasificada como flavonoide,
posee capacidad para modular rutas intracelulares clave relacionadas con la proliferacion
celular prostética®.

Asimismo, el trabajo de Hashemzaei et al. (2017) respalda estos hallazgos al demostrar
que la quercetina induce apoptosis y modula multiples proteinas reguladoras del ciclo celular
en modelos celulares de cancer de prostata®.

La recurrencia de estos metabolitos dentro de los estudios analizados sugiere que los
flavonoides representan una de las clases fitoquimicas mas relevantes presentes en M.
oleifera con potencial actividad citotdxica, lo cual permite priorizarlos como candidatos para

estudios posteriores de evaluacion farmacoldgica y modelado molecular.
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4.2 Propiedades farmacodinamicas, farmacocinéticas y toxicologicas
(ADME/Tox) de los metabolitos priorizados mediante técnicas de cribado
virtual, con el propdsito de estimar su viabilidad como candidatos bioactivos
frente al antigeno prostatico especifico de membrana

El presente objetivo especifico se centra en la caracterizacion in silico de las
propiedades ADME/Tox de los metabolitos priorizados, empleando herramientas
computacionales validadas como ProTox-3.0 y SwissADME. Estas plataformas permiten
estimar indicadores clave tales como toxicidad oral aguda, posibles interacciones con dianas
de toxicidad, inhibicion de citocromos CYP, biodisponibilidad, absorcion gastrointestinal,
solubilidad, lipofilicidad y area de superficie polar topoldgica, proporcionando una vision

integral del comportamiento biologico esperado de cada compuesto.

Debido a que la toxicologia es un parametro importante a la hora de evaluar, porque,
se centra en valorar la seguridad de los compuestos farmacéuticos desde las primeras etapas
de investigacion, ya que facilita la priorizacion de moléculas con mejores perfiles de
absorcion, distribucion, metabolismo, excrecion y seguridad, reduciendo costos, tiempo
experimental y el uso innecesario de modelos bioldgicos en fases preliminares. En este
sentido, es fundamental para asegurar que los metabolitos no solo sean eficaces, sino que

también seguros para el consumo humano.

En el desarrollo de candidatos farmacéuticos, el andlisis toxicologico no solo permite
identificar posibles efectos adversos, sino también permite prever posibles limitaciones
relacionadas con hepatotoxicidad, inmunotoxicidad, carcinogenicidad, mutagenicidad y
toxicidad aguda, aspectos que pueden comprometer la viabilidad terapéutica de un
compuesto aun cuando presente afinidad bioldgica favorable o actividad antitumoral
prometedora. En este sentido, la integracion de herramientas in silico para la prediccion

ADME/Tox representa una estrategia util en etapas tempranas de investigacion

A continuacién, se van a resumir los datos y andlisis mas importantes obtenidos
proporcionados por las diferentes plataformas, para la eleccion del candidato previo a realizar

el docking molecular.
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4.2.1 Propiedades Toxicologicas

Tabla S. Prediccion del perfil toxicologico de los diferentes metabolitos bioactivos
predichos mediante ProTox-3.0

Metabolito Clasificacion ‘
LD50 mg/kg toxicoldgica Seguridad
Quercetina TOXICO AL
159 I HOMBRE
Kaempferol LEVEMENTE
3919 v TOXICO
Isoquercetina 5000 \Y POCO TOXICO

Fuente: elaboracion propia en ProTox 3.0, 2026.

DL 50: dosis letal mediana para la toxicidad aguda por ingestion, es la dosis unica
obtenida estadisticamente de una sustancia de la que cabe esperar que, administrada por via
oral, cause la muerte de la mitad de un grupo de ratas albinas adultas jovenes en el plazo de
14 dias. El valor de la LD50 se expresa en términos de masa de la sustancia suministrada por

el peso del animal sometido al ensayo (mg/Kg)®.

Su toxicidad, segin su peligro de ingestion esta establecida en los siguientes

parametros
Clase Toxicologica DL50 en mg /'kg*
I Altamente toxico al hombre 50 6 menos
II Toxico al hombre S0 a 500
III Moderadamente toxico al hombre 500 a 5000
IV Poco toxico al hombre mavor a 5000

Figura 3. Clasificacion toxicologica DL50

Fuente: Imagen tomada de la referencia®!

La tabla 5 anteriormente mencionada, evidencia diferencias marcadas en el perfil de
seguridad oral entre los flavonoides evaluados por el modelo computacioneal. La quercetina
presenta una toxicidad clasificada como clase 11, 1o que limita su uso sistémico directo debido
a su alta toxicidad. En cambio, kaempferol muestra valor de LD50 moderado, compatibles
con una media baja toxicidad oral, el mas destacando del modelo predictivo fue la
isoquercetina como el compuesto con mayor margen de seguridad, ya que esta establecido
por me modelo predictivo que es de clase IV, este aspecto determinante para su priorizacion

en aplicaciones farmacologicas indirectas®?.

64



Tabla 6. Resultados del perfil toxicoldgico en organos y puntos finales dentro del
modelo predictvo Protox 3.0

Parametro Quercetina Kaempferol Isoquercetina
Hepatotoxicidad Inactiva Inactiva Inactiva
Nefrotoxicidad — Activa Activa
Cardiotoxicidad — Inactiva Inactiva
Carcinogenicidad Inactiva Inactiva Inactiva
Mutagenicidad Inactiva Inactiva Inactiva
Citotoxicidad . .
. . — Inactiva Inactiva
inespecifica

Fuente: elaboracion en ProTox 3.0, 2026.

Los resultados de la Tabla 6 indican la ausencia de hepatotoxicidad, carcinogenicidad,
mutagenicidad, cardiotoxicidad y genotoxicidad para los tres compuestos, lo cual es
favorable desde el punto de vista de seguridad. La presencia de nefrotoxicidad moderada en
el kaempferol como en la isoquercetina se asocian a un leve riesgo renal, sin representar una
contraindicacion absoluta. En general, el perfil toxicoldgico apoya la viabilidad de estos

metabolitos en contextos donde la exposicion sistémica sea controlada o limitada®?.

Tabla 7. Interaccion con receptores nucleares y dianas de toxicidad

Dianas Quercetina Kaempferol Isoquercetina
Receptor ., . .
androgénico (AR) Probable unién Inactivo Inactivo
Receptor . . .
estrogénico (ER) Activo Activo Inactivo
p53 (estrés celular) — Inactivo Activacion leve
COX-1 Probable — Probable leve

Fuente: elaboraciéon propia en ProTox 3.0, 20262,

La tabla muestra diferencias importantes entre quercetina, kaempferol e isoquercetina
en relacion con su posible interacciéon con receptores hormonales y con algunas dianas
celulares asociadas a toxicidad. En conjunto, los resultados permiten observar que no todos
los metabolitos comparten el mismo perfil biologico, y que esas diferencias son
especialmente relevantes cuando se interpretan en el contexto de seguridad y de posible
aplicacion en cancer de préstata. Mientras algunos compuestos presentan una interaccion
mas marcada con receptores endocrinos, otros exhiben un comportamiento mas limitado o
selectivo, lo cual puede representar una ventaja dependiendo del objetivo terapéutico o

experimental®?.
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En el caso de la quercetina, la tabla indica una probable union al receptor androgénico
(AR), ademas de una condicidn activa sobre el receptor estrogénico (ER) y una interaccion
probable con COX-1. Este patron sugiere que la quercetina es el compuesto con el perfil mas
amplio de interaccion dentro de los tres analizados, ya que se relaciona tanto con receptores

hormonales como con una diana asociada a procesos inflamatorios®2.

Desde un punto de vista biologico, esto puede interpretarse como un compuesto con
mayor capacidad de modular distintas rutas celulares; sin embargo, esa misma amplitud de
interaccion también implica una mayor probabilidad de efectos fuera de la diana principal de
interés. En otras palabras, la quercetina parece ser un metabolito con un comportamiento
menos selectivo, ya que no solo podria influir en procesos vinculados al entorno hormonal,

sino también en mecanismos inflamatorios a través de COX-12.

En una investigacion orientada al cancer de préstata, esta caracteristica puede ser
ambivalente: por un lado, podria aportar efectos bioldgicos complementarios; por otro,
podria aumentar la posibilidad de respuestas no deseadas o de interferencias fisiologicas,

especialmente en tejidos sensibles a la regulacion endocrina®?.

La probable union de la quercetina al receptor androgénico es particularmente relevante
porque el eje androgénico tiene un papel central en la biologia prostatica. Cualquier
interaccion con este receptor merece una interpretacion cuidadosa, ya que podria alterar la

sefializacion hormonal de manera directa o indirecta®?.

Aunque la tabla no afirma una activacion plena, el simple hecho de reportar una
probable union ya indica que existe afinidad suficiente como para considerar un posible
efecto bioldgico. Esto no significa necesariamente una consecuencia toxica inmediata, pero
si plantea la necesidad de precaucion al valorar a la quercetina como candidato en contextos
donde se busca minimizar la modulacion hormonal no especifica. A esto se suma su
condicion activa sobre el receptor estrogénico, lo que refuerza la idea de que se trata de una

molécula con potencial interaccion endocrina relativamente importante®?.

Por su parte, la actividad de la quercetina sobre el receptor estrogénico sugiere que este
metabolito podria participar en mecanismos de modulacion hormonal mas complejos que los

vinculados exclusivamente al sistema androgénico. En términos toxicologicos, este resultado
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es importante porque una molécula activa sobre ER puede comportarse como modulador de
rutas hormonales con repercusiones en proliferacion celular, diferenciacion y regulacion
transcripcional. En una vision integral, esto podria ser util en algunos escenarios de
investigacion, pero también podria representar un factor de riesgo si se requiere un perfil de

seguridad més limpio o especifico®.

La observacion de una interaccion adicional con COX-1 respalda ain mas esta idea,
ya que amplia el espectro de accion del compuesto hacia una enzima relacionada con
procesos homeostaticos e inflamatorios. Por ello, la quercetina puede interpretarse como un
metabolito farmacologicamente interesante, pero con un perfil que exige mayor vigilancia

debido a su diversidad de interacciones®?.

El kaempferol, en cambio, presenta un comportamiento intermedio. Segun la tabla, es
inactivo en el receptor androgénico, pero activo en el receptor estrogénico, e inactivo frente
a p53, sin reporte aparente para COX-1. Este patron indica que el kaempferol posee una
interaccion mas restringida que la quercetina, aunque todavia conserva una relacion clara con

la esfera hormonal a través del receptor estrogénico®?.

El hecho de ser inactivo sobre AR puede considerarse favorable en estudios
relacionados con cancer de prostata, ya que disminuye la preocupacion de una posible
interferencia directa con la via androgénica, que es una de las mdas sensibles en esta
enfermedad. No obstante, la actividad observada sobre ER sugiere que el compuesto no esta
completamente exento de interaccion endocrina, por lo que sigue siendo necesario

interpretarlo con cautela®?.

La inactividad del kaempferol frente a p53 también aporta informacion util. Dado que
p53 es una proteina clave en la respuesta al dafio celular, control del ciclo celular y apoptosis,
la ausencia de activacion en esta diana puede entenderse como un indicio de que el compuesto
no estaria generando, al menos en esta prediccion, una sefal destacable de estrés celular en

esa via especifica®.

Desde el punto de vista toxicologico, esto podria considerarse una caracteristica
relativamente tranquilizadora, ya que no sugiere una activacion asociada a dafio genético o

estrés celular importante. Sin embargo, la interpretacion debe mantenerse prudente, porque
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la ausencia de actividad sobre p53 no excluye otros posibles efectos celulares. En términos
comparativos, el kaempferol parece tener un perfil menos amplio que la quercetina y, por
ello, podria visualizarse como una molécula de riesgo intermedio: menos promisoria en

ntimero de interacciones, pero todavia con una sefial endocrina que no debe ignorarse®?.

La isoquercetina es el metabolito que exhibe el perfil mas distintivo y, dentro de esta
tabla, el que parece mostrar la mayor selectividad toxicologica. Se reporta como inactiva
tanto sobre el receptor androgénico como sobre el receptor estrogénico, lo cual la diferencia

claramente de quercetina y kaempferol®.

Esta ausencia de actividad sobre ambos receptores hormonales sugiere un potencial
menor de disrupcion endocrina, aspecto de gran relevancia cuando se estudian compuestos
destinados a contextos oncoldgicos hormonodependientes, como el cancer de prostata. Esta
caracteristica fortalece la percepcion de la isoquercetina como una alternativa mas segura
desde la perspectiva de interferencia hormonal, ya que disminuye la probabilidad de efectos

secundarios derivados de la modulacion no deseada de receptores nucleares®?,

La quercetina presenta interaccion con receptores hormonales y multiples dianas, lo
que incrementa su riesgo de efectos adversos, especialmente en cancer hormonodependiente.
La isoquercetina, por el contrario, muestra ausencia de disrupcion endocrina, lo cual
representa una ventaja critica en estudios relacionados con cancer de prostata. La activacion
leve de p53 observada en isoquercetina puede interpretarse como un mecanismo regulado de

respuesta celular y no como genotoxicidad®*

Tabla 8. Parametros fisicoquimicos de los metabolitos secundarios predichos en

ADMETIab
. . - . . Valor
Parametro fisicoquimico Quercetina Isoquercetina Kaempferol optimo
Peso molecular (g/mol) 302.04 464.10 286.05 100-600
logP mol/L 2.155 0.225 2.656 0-3
) logD mol/L 1.767 -0.005 2.233 1-3
Area Polar Superficial 0-140
Topolégica (TPSA) (A?) 131.36 210.51 111.13
Aceptores de hidrogeno 7 12 6 0-12
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Donadores de hidrogeno 5 8 4
Enlaces rotables 1 4 1 0-11
Numero de anillos 3 4 <2

Fuente: ADMETlab, 2026%.

4.2.2 Propiedades fisicoquimicas

Las propiedades fisicoquimicas de los metabolitos bioactivos constituyen
determinantes primarios de su comportamiento farmacocinético. Pardmetros como peso
molecular, nimero de donadores y aceptores de enlaces de hidrogeno, 4rea de superficie polar
topologica (TPSA), lipofilicidad (logP) y flexibilidad estructural influyen directamente en la
absorcion intestinal, distribucion tisular, metabolismo hepatico y eliminacidon sistémica.
Ademas, diversos estudios han demostrado que estas propiedades condicionan Ia
permeabilidad pasiva a través de membranas biologicas y la interaccion con transportadores

y enzimas metabolicas

En el caso del peso molecular, se observa un perfil fisicoquimico relativamente
equilibrado con respecto a los tres metabolitos para los tres flavonoides se encuentran dentro
de un rango optimo. Ya que la quercetina, isoquercetina y kaempferol presentan pesos
moleculares de 302.04 g/mol, 464.10g/mol y 286.05g/mol respectivamente lo que significa
que se encuentra en un rango optimo entre 100 a 600 g/mol para moléculas con potencial

absorcion oral®.

En general, los compuestos con masa molecular moderada suelen atravesar con mayor
facilidad de atravesar las membranas biologicas y presentar una mejor solubilidad que
aquellos de mayor tamafo, siempre que otras propiedades no se conviertan en una barrera
importante. En este caso, aunque su tamafio es adecuado, la presencia de varios grupos

hidroxilo modifica de manera importante su comportamiento en el medio bioldgico®.

El logaritmo del coeficiente de distribucion de n-octanol/agua o log P, el valor de
quercetina y kaempferol son de 2.155 y 2.656 respectivamente, lo que sugiere una
lipofilicidad ideal, lo que significa que la quercetina y kaempferol tiene una afinidad
equilibrada entre fases acuosas y lipidicas. Esta condicion suele ser favorable porque permite

facilitar particion hacia la membrana celular sin ser excesivamente hidrofobica®.
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Sin embargo, en el caso de la isoquercetina presenta un valor de logP de 0.225, lo que
la convierte en un metabolito altamente hidrofilico, lo que significa que el metabolito va a
tener dificultad de atravesar membranas celulares y una facil eliminacion sistémica.
Biolégicamente, esto sugiere que el kaempferol deberia atravesar con mas facilidad las
membranas celulares por difusiéon pasiva, mientras que la isoquercetina tenderia a
permanecer mas en el medio acuoso y dependeria mas de hidrdlisis, transportadores o
mecanismos alternativos de absorcion. El fundamento de este parametro esta directamente
relacionado con la regla de Lipinski, donde una lipofilia moderada se asocia con mejor

solubilidad/permeabilidad®.

Por otra parte, El logD representa la distribucion entre fase lipidica y fase acuosa, pero
ya considerando el pH fisioldgico, habitualmente 7.4. Por eso es un descriptor mas realista
que el logP para anticipar el comportamiento in vivo. Lo que mide, en esencia, es la lipofilia
efectiva de la molécula en condiciones bioldgicas reales, donde parte del compuesto puede

estar ionizado®’.

Con respecto a su logD a pH fisiologico de 7,4 indica que, kaempferol y la quercetina
dentro del organismo, la molécula mantiene una distribucidon moderadamente favorable hacia
entornos lipidicos, aunque no lo suficiente como para compensar completamente su elevada
polaridad. En términos fisioldgicos, esto quiere decir que la quercetina y kaempferol puede
interactuar con membranas celulares, pero su paso transcelular puede seguir siendo limitado
por otros factores estructurales, especialmente su capacidad de formar multiples puentes de
hidrégeno, el kaempferol vuelve a mostrar el valor mas favorable, con logD 2.233, seguido

de quercetina con 1.767, mientras que isoquercetina presenta -0.005, practicamente acuoso®’.

Desde el punto de vista bioldgico, esto confirma que kaempferol y quercetina
conservan cierta capacidad de repartirse hacia membranas a pH fisioldgico, mientras que
isoquercetina pierde casi toda esa ventaja. En consecuencia, el kaempferol tendria el mejor
compromiso entre permanecer disuelto y entrar a membranas, la quercetina tendria un perfil
aceptable, pero algo mas polar, y la isoquercetina tenderia a mostrar una difusion muy

limitada®.

La TPSA o area polar superficial topoldgica mide es la suma total de los atomos

polares, sobre todo oxigeno, nitrégeno y los hidrégenos asociados, a la superficie molecular.
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Este pardmetro es muy importante porque funciona como un indicador de la capacidad de
una molécula para interactuar con el agua y, al mismo tiempo, de su dificultad para pasar a

través de membranas lipidicas®.

Cuanto mayor es la TPSA, mayor suele ser la polaridad efectiva y menor la
permeabilidad pasiva, especialmente a nivel intestinal y en barreras mas restrictivas como la
hematoencefilica. En tus resultados, la isoquercetina posee una TPSA de 210.51 A2, muy
superior a la de quercetina con 131.36 A2y a la de kaempferol con 111.13 A2, Esto significa
que la isoquercetina es, de los tres, el compuesto mas polar y por ello el menos favorable
para cruzar membranas por difusion pasiva. La quercetina se sitiia cerca del limite superior
que suele considerarse compatible con buena absorcion oral, de modo que ya presenta una
restriccion relevante. El kaempferol, al tener la menor TPSA, queda mejor posicionado para

atravesar membranas®’.

El ntimero de aceptores de hidrégeno mide cuéntos 4&tomos de la molécula, tipicamente
oxigenos o nitrogenos con pares de electrones libres, pueden aceptar un enlace por puente de
hidrégeno. El nimero de donadores de hidrégeno mide cuantos grupos, como hidroxilos o
aminas, pueden donar ese hidrégeno para formar el puente. Estos parametros sirven para
estimar tanto la capacidad de interaccidn molecular con proteinas y receptores como la
tendencia de la molécula a hidratarse intensamente en medios acuosos. En tus compuestos,
la isoquercetina es la mas alta en ambos descriptores, con 12 aceptores y 8 donadores, seguida
por la quercetina con 7 aceptores y 5 donadores, y finalmente el kaempferol con 6 aceptores

y 4 donadores®’.

La presencia de multiples donadores y aceptores en los tres metabolitos de enlaces de
hidrogeno favorece la formacion de redes de interaccion con residuos clave como Glu424,
His377 y Tyr552, mientras que la rigidez estructural influye en la estabilidad conformacional
del complejo ligando—proteina. En este contexto, el anélisis de acoplamiento molecular no
debe interpretarse de manera aislada a partir de la energia de unidén obtenida, sino como una
extension estructural de las propiedades fisicoquimicas previamente descritas, permitiendo
integrar afinidad molecular, viabilidad farmacocinética y coherencia mecanistica en la

seleccion del metabolito mas adecuado para el presente estudio®.
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Los enlaces rotables miden el grado de libertad conformacional de la molécula, es
decir, cuantos enlaces simples no terminales pueden rotar y cambiar la forma espacial del
compuesto. Lo que aporta este parametro es una estimacion de la flexibilidad molecular. Una
molécula muy flexible puede adaptarse a ciertos blancos biologicos, pero también suele pagar
un costo entropico mayor al unirse y, ademads, a menudo presenta peor absorcion oral cuando
esa flexibilidad se vuelve excesiva. En tus resultados, tanto quercetina como kaempferol

presentan 1 enlace rotable, mientras que isoquercetina presenta 4°°.

Esto indica que quercetina y kaempferol son moléculas mas rigidas y planas, con una
arquitectura bastante fija, mientras que isoquercetina es claramente mas flexible por el
residuo glucosidico. Bioldgicamente, la mayor rigidez de quercetina y kaempferol puede
favorecer un reconocimiento mas definido por algunos blancos y suele correlacionarse con
mejores probabilidades de biodisponibilidad que una estructura demasiado mévil. En
cambio, la flexibilidad mayor de isoquercetina contribuye a aumentar su complejidad
conformacional y, junto con su elevada polaridad, refuerza la expectativa de menor
permeabilidad. La relacion entre baja flexibilidad, menor nimero de enlaces rotables y mejor

biodisponibilidad oral®.

El niimero de anillos cuantifica la proporcion de fragmentos ciclicos presentes en la
molécula y ayuda a describir su rigidez, planaridad y grado de aromaticidad. En tus
compuestos, quercetina y kaempferol tienen 3 anillos, mientras que isoquercetina tiene 4,

debido al anillo adicional proveniente del azficar.
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Tabla 10. Parametros farmacocinéticos de los metabolitos secundarios predichos en ADMETIab

Parametro Quercetina Isoquercetina Kaempferol
farmacocinético ADME
Absorcion
Permeabilidad Caco-2 -5.204 -6.265 -4.974
Permeabilidad MDCK 8e-06 8e-06 9e-06
Biodisponibilidad >20% 0.93 0.037 0.856
(F20%)
Distribucion
Union a proteinas 95.49% 89.48% 97.86%
plasmaticas
Fraccion libre 7.423% 13.39% 4.411%
Volumen de distribucion 0.579 0.834 0.522
(VD, L/kg)
Metabolismo
Sustrato de CYP2C9 0.643 0.283 0.867
Inhibicion de CYP1A2 0.943 0.252 0.972
Inhibicion de CYP2C19 0.053 0.021 0.181
Inhibicion de CYP2C9 0.598 0.057 0.653
Inhibicion de CYP2D6 0.411 0.135 0.722
Inhibicion de CYP3A4 0.348 0.083 0.697
Excrecion
Aclaramiento (CL, 8.284 5.504 6.868
mL/min/kg)
Vida media (T1/2) 0.929 0.917 0.905

Fuente: ADMETIab
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4.2.3 Propiedades farmacocinéticas

Segun la Tabla anteriormente mencionada y desde la perspectiva de la absorcion, el
parametro mas util para comparar los tres compuestos es la permeabilidad Caco-2, que
aproxima la capacidad de atravesar el epitelio intestinal por difusion pasiva. El mejor valor
lo presenta kaempferol con -4.974, seguido por quercetina con -5.204, mientras que

isoquercetina muestra el valor més desfavorable con -6.265%.

Ademas, los tres compuestos permanecen en un rango de permeabilidad MDCK media,
con valores de 8e-06 a 9¢-06, lo que sugiere un paso transcelular moderado, pero no
sobresaliente. Este patrén encaja con sus propiedades fisicoquimicas: kaempferol tiene
menor peso molecular y menor TPSA que los otros dos, mientras que isoquercetina combina
mayor masa, mas grupos hidroxilo y una superficie polar muy elevada. En términos
bioldgicos, esto implica que kaempferol tendria mayor facilidad para cruzar la barrera
intestinal, quercetina una capacidad intermedia, ¢ isoquercetina dependeria mucho mas de

procesos adicionales como hidrélisis, transporte o transformacién metabdlica intestinal®’.

La prediccion de biodisponibilidad oral >20% también ayuda a integrar esa
interpretacion. En ADMET]ab, el valor reportado corresponde a la probabilidad de pertenecer
a la categoria desfavorable, es decir, de tener biodisponibilidad menor al 20%. Bajo esa
logica, quercetina (0.93) y kaempferol (0.856) conservan alta probabilidad de mala
biodisponibilidad oral, pero isoquercetina (0.037) se diferencia porque el modelo la ubica

con menor probabilidad de caer por debajo de ese umbral®’.

Sin embargo, este hallazgo no debe leerse de manera aislada, porque choca con su muy
baja permeabilidad Caco-2 y su enorme TPSA. La interpretacion mas razonable es que,
aunque isoquercetina sea muy desfavorable para difusion pasiva, su naturaleza glucosilada
puede permitir rutas bioldgicas alternativas de aprovechamiento intestinal, incluyendo
hidrolisis en el lumen, absorcion mediada o transformacion a metabolitos mas absorbibles.
La literatura sobre isoquercitrina describe precisamente que su comportamiento in vivo no
siempre sigue la misma logica que la de la aglicona quercetina, y que ciertos conjugados
glucosidicos pueden mostrar ventajas relativas en absorcion dependiendo de la matriz y del

sistema intestinal®.
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En cuanto a la posible participacion de transportadores de eflujo, los tres metabolitos
muestran probabilidad muy baja de inhibir P-gp, y solo isoquercetina presenta una
probabilidad de sustrato algo mayor (0.268) frente a los valores casi nulos de quercetina y
kaempferol. Esto sugiere que, para quercetina y kaempferol, la baja exposicion oral estaria
mas relacionada con su propia combinacién de solubilidad, polaridad y metabolismo, y no
tanto con expulsion activa por P-gp. En cambio, en isoquercetina podria existir una
contribucion adicional del transporte de eflujo, aunque no parece ser el factor dominante

frente a su fuerte limitacion estructural para difusion pasiva®.

La distribucion sistémica muestra un patron interesante. Los tres compuestos tienen
alta union a proteinas plasmaticas, pero con diferencias importantes: kaempferol 97.86%,
quercetina 95.49% e isoquercetina 89.48%. En paralelo, la fraccion libre sigue el patron
inverso: isoquercetina 13.39%, quercetina 7.423% y kaempferol 4.411%. Esto significa que,
una vez absorbido, kaempferol tendria la menor proporcion de molécula libre circulante,

mientras que isoquercetina tendria la mayor disponibilidad fraccional en plasma®.

Desde el punto de vista farmacoldgico, una alta union a proteinas puede prolongar la
permanencia aparente en sangre, pero también limita la fraccion inmediatamente disponible
para penetrar tejidos y ejercer accion. Por eso, aunque kaempferol sea el compuesto con
mejor potencial de entrada al organismo, no necesariamente tendra la mayor fraccion activa
libre. En cambio, isoquercetina, si logra ser absorbida, dispondria de una fraccion libre

relativamente mas alta®’.

El volumen de distribucion refuerza esa idea. Los tres metabolitos se ubican en un
rango moderado, con isoquercetina 0.834 L/kg, quercetina 0.579 L/kg y kaempferol 0.522
L/kg. Esto sugiere que ninguno presenta una distribuciéon masiva hacia compartimentos
profundos, pero isoquercetina muestra una tendencia relativamente mayor a distribuirse fuera
del plasma. Aun asi, sus valores de penetracion a barrera hematoencefalica son minimos en
los tres casos, por lo que no se esperaria un acceso relevante al sistema nervioso central. En
términos practicos, el comportamiento distributivo parece ser predominantemente periférico,
con alta retencién plasmatica y poca probabilidad de alcanzar el SNC en cantidades

importantes®’.
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La fase de metabolismo es probablemente donde aparecen las diferencias mas
importantes desde el punto de vista de interacciones farmacoldgicas. Kaempferol presenta el
perfil mas “reactivo” frente a enzimas CYP: tiene alta probabilidad de ser sustrato de
CYP2C9 (0.867) y también valores altos de inhibicion de CYP1A2 (0.972), CYP2C9
(0.653), CYP2D6 (0.722) y CYP3A4 (0.697) %,

Asimismo, la Quercetina también muestra un comportamiento metabdlicamente
relevante, sobre todo por su alta probabilidad de inhibicion de CYP1A2 (0.943) y sefales
intermedias para CYP2C9 (0.598), ademas de probabilidad moderada de ser sustrato de
CYP2C9 (0.643). Por el contrario, isoquercetina exhibe valores mucho mas bajos tanto como
sustrato como inhibidor de las principales isoenzimas evaluadas. Esto sugiere que, dentro del
grupo, kaempferol seria el compuesto con mayor potencial de interacciones metabolicas,
quercetina ocuparia un nivel intermedio, e isoquercetina seria el mas “limpio” en ese

aspecto®.

Ese resultado es compatible con lo descrito en la bibliografia sobre flavonoles. La
quercetina se caracteriza por biodisponibilidad baja y metabolismo extenso, con fuerte
formacion de glucurdnidos, sulfatos y derivados metilados; ademads, su exposicion sistémica

puede variar ampliamente segtn la forma quimica y la matriz de administracion®.

La isoquercitina, por su parte, sigue una ruta fuertemente condicionada por la hidrolisis
del grupo glucosidico y por transformaciones intestinales y hepaticas, lo que puede
amortiguar parte de sus interacciones directas con CYP al nivel del compuesto intacto. En el
caso del kaempferol, varias revisiones coinciden en que, pese a su buen perfil estructural de
permeacion, su utilidad clinica se ve limitada por baja solubilidad, biodisponibilidad reducida
y metabolismo rapido, algo que encaja bien con el patron de alta interaccion metabdlica

predicho en tus resultados®.

Respecto a la excrecion, los tres metabolitos muestran un aclaramiento moderado ya
que se encuentran en un rango entre 5-15 mL/min/kg, con quercetina 8.284 mL/min/kg,
kaempferol 6.868 mL/min/kg e isoquercetina 5.504 mL/min/kg. Ninguno entra en el rango
de eliminacion extremadamente rapida, pero tampoco en uno de depuracion baja. En otras
palabras, una vez absorbidos y distribuidos, tienden a ser eliminados a una velocidad

intermedia®’.
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La prediccion de vida media es también muy parecida en los tres casos, con
probabilidades de vida media larga alrededor de 0.905-0.929, que el propio sistema interpreta
dentro de una categoria corta ya que ttene una vida media menor a 3 horas. Esto sugiere que

la permanencia del compuesto libre en el organismo seria limitada®.

Si se integran todas las fases ADME, el orden comparativo més coherente para tus tres
metabolitos seria el siguiente: kaempferol parece ser el mejor candidato desde el punto de
vista de entrada al organismo, porque combina la mejor permeabilidad Caco-2, buena
relacion logP/logD y menor TPSA; sin embargo, esta ventaja se compensa parcialmente con
una altisima unidn a proteinas plasmaticas y un mayor potencial de interaccion con enzimas

CYP, lo que puede reducir la fraccion libre y aumentar el riesgo de interacciones®’.

Finalmente, la Quercetina conserva un perfil intermedio, con permeabilidad moderada,
alta union plasmatica y una sefial metabolica importante, sobre todo en CYP1A2 y CYP2C9,
ademds de la conocida limitacion de baja biodisponibilidad descrita experimentalmente.
Isoquercetina es el compuesto con peor desempeiio en difusion pasiva, pero al mismo tiempo
muestra menor tendencia a inhibir CYP y una fraccion libre mayor, lo que sugiere que su
principal barrera no es tanto la distribucion ni la interaccion metabdlica, sino la absorcion y

el procesamiento intestinal previo®.

4.2.1.1 Docking molecular

Los resultados de SwissDock mostraron energias de union son muy favorables para los
tres metabolitos, con valores de —8.423 kcal/mol para quercetina, —8.232 kcal/mol para
isoquercetina y —7.707 kcal/mol para kaempferol. En estudios de docking molecular, valores
entre —7 y —9 kcal/mol suelen interpretarse como indicativos de interacciones estables y
biologicamente relevantes. Por tanto, los tres flavonoides demuestran capacidad de

estabilizacion dentro del centro catalitico de PSMA%*.

Energias

Metabolito de union

Kcal/mol
Quercetina —8.423
Isoquercetina —8.232
Kaempferol —7.707
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Los resultados del docking molecular mostraron que la isoquercetina, la quercetina y
el kaempferol presentan afinidades de union favorables dentro del sitio catalitico de PSMA,
lo que sugiere una interaccion molecular estructuralmente viable con esta diana terapéutica.
La relevancia de estos hallazgos no radica unicamente en los valores energéticos obtenidos,
sino en que los tres compuestos lograron establecer contactos con residuos clave del entorno
catalitico, entre ellos His377, Asp387, Glu425, Asp453 e His553, asociados al nucleo
funcional de la proteina. Esto indica que los metabolitos no se acoplaron de manera
superficial o inespecifica, sino en una region con importancia bioldgica para la actividad de

PSMA®,

En este contexto, la discusion del docking respalda que los metabolitos priorizados de
M. oleifera poseen un potencial farmacodindmico preliminar frente a PSMA, especialmente
por la compatibilidad entre su estructura polifendlica y el microambiente polar del sitio

activo®,

En la figura nimero 4, se visualiza la cavidad central se aprecia el sitio de union del
docking, resaltado con una superficie semitransparente rosada, dentro del cual se localiza el
ligando acoplado en representacion de lineas, indicando la zona de interaccion molecular

evaluada con los aminoacidos His377, Asp387, Glu425, Asp453 y His553.
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Figura 1. Sitio del docking molecular

Fuente: Elaboracion propia, 2025

La quercetina presentd la afinidad mas favorable (—8.423 kcal/mol). Este resultado
puede explicarse por su alta densidad de grupos hidroxilo, que incrementa la probabilidad de
establecer redes de puentes de hidrogeno con residuos cargados negativamente como Glu425
y Asp453. Los carboxilatos de estos aminoacidos generan un entorno altamente polar que
favorece interacciones electrostaticas y enlaces de hidrogeno fuertes con compuestos
polifendlicos. Asimismo, la relativa rigidez estructural de la quercetina reduce la
penalizacion entrdpica asociada a la unién ligando—proteina, lo que puede contribuir a una
energia de unién mas negativa®*.

Figura 5. Acoplamiento molecular entre la proteina PSMA como diana y la
quercetina como compuesto activo
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Fuente: Elaboracion propia, 2025

Interactions
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D Conventional Hydrogen Bond D Pi-Pi T-shaped

El anélisis del acoplamiento molecular entre la quercetina y el sitio activo de la enzima
PSMA evidencia un patrén de interaccion complejo, caracterizado por la coexistencia de
contactos favorables y desfavorables que, en conjunto, determinan una afinidad de union
moderada pero estructuralmente relevante desde el punto de vista farmacologico. Este
comportamiento es consistente con la naturaleza polifendlica de la quercetina, cuya
estructura aromatica conjugada y abundancia de grupos hidroxilo le confieren la capacidad
de participar en multiples tipos de interacciones no covalentes dentro de cavidades

enzimaticas altamente especializadas como la del PSMA%,

En relacion con el centro catalitico de la enzima, constituido por el nucleo binuclear de
Zn**, se observa que la quercetina no establece una coordinacion directa con los iones
metalicos, como ocurre con inhibidores clasicos disefiados especificamente para esta diana.
Sin embargo, el ligando se posiciona en proximidad a este dominio catalitico, lo que le
permite interactuar de manera indirecta con residuos clave asociados a la estabilizacion del
entorno metalico, como His553 y Asp387. Esta proximidad sugiere que, aunque la quercetina
no actia como un inhibidor competitivo fuerte del centro catalitico, si posee la capacidad de

interferir parcialmente en la dinamica del sitio activo mediante interacciones mediadas por
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residuos adyacentes, contribuyendo a una estabilizacion conformacional del complejo

proteina-ligando®.

Particularmente relevante es la interaccion observada con el residuo His553, donde se
establece un contacto de tipo m—m en configuracién T-shaped entre el anillo aromatico de la
quercetina y el sistema imidazdlico del aminoacido. Este tipo de interaccion hidrofobica-
aromatica es altamente significativa en sistemas bioldgicos, ya que favorece el anclaje del
ligando dentro de la cavidad proteica y contribuye de manera importante a la estabilidad del
complejo. La presencia de este tipo de interaccién sugiere que la quercetina puede
posicionarse de forma adecuada dentro del bolsillo activo del PSMA, aprovechando su

sistema m conjugado para establecer contactos energéticamente favorables®*.

En el caso del residuo Asp387, que actia como un puente estructural dentro del centro
catalitico y participa en la coordinacidon del Zn?*, se identifican interacciones de tipo m-anion,
en las cuales la densidad electronica del sistema aromatico de la quercetina interactiia con la
carga negativa del grupo carboxilato del aminoéacido. Este tipo de interaccion electrostatica
contribuye a la estabilizacion del ligando dentro del entorno activo; no obstante, su
efectividad depende de la orientacion espacial y la distancia entre los grupos funcionales
involucrados. En este caso, aunque la interaccion es favorable, se encuentra parcialmente

limitada por la geometria del acoplamiento, lo que reduce su contribucién energética globa®l.

Por otro lado, el analisis revela la presencia de interacciones desfavorables con residuos
clave como Glu425 (reportado en la imagen como Glu424) y Asp453. En el caso de Glu425,
se identifica un “unfavorable bump”, lo que indica la existencia de un choque estérico entre
el ligando y el residuo, probablemente debido a una orientacion no optima de los grupos
hidroxilo de la quercetina. Este tipo de interaccion implica una penalizacion energética que
puede disminuir la afinidad global del ligando por la proteina. De manera similar, con
Asp453 se observan interacciones de tipo donor—donor desfavorables, producto de la
proximidad entre grupos capaces de donar enlaces de hidrégeno, lo que genera repulsion
electronica. Sin embargo, este mismo residuo también participa en interacciones m-anion, lo
que evidencia un comportamiento dual donde coexisten efectos estabilizantes y

desestabilizantes dentro de la misma region del sitio activo®.
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En cuanto al residuo His377, su participacion en la interaccion con la quercetina es
menos significativa desde el punto de vista energético, ya que se limita a contactos de tipo
van der Waals. Aunque estas interacciones son débiles de manera individual, su contribucion
acumulativa dentro del entorno proteico puede favorecer el correcto posicionamiento del
ligando, actuando como un soporte estructural que complementa las interacciones mas

fuertes®.

Adicionalmente, se identifican interacciones favorables como puentes de hidrogeno
convencionales con residuos como GIn425, los cuales desempefian un papel fundamental en
la estabilizacion del complejo. Este tipo de enlace es altamente direccional y contribuye
significativamente a la especificidad del reconocimiento molecular entre el ligando y la

proteina, reforzando la permanencia de la quercetina dentro del sitio activo®*.

En conjunto, el perfil de interaccion observado sugiere que la quercetina presenta una
afinidad moderada hacia el PSMA, sustentada principalmente en interacciones aromaticas y
electrostaticas, pero limitada por la ausencia de una coordinacién directa con el centro
binuclear de zinc y la presencia de interacciones estéricas desfavorables. Este
comportamiento es coherente con su naturaleza como metabolito secundario no optimizado
estructuralmente para esta diana especifica. No obstante, su capacidad para interactuar con
residuos criticos del sitio activo, particularmente aquellos asociados al entorno catalitico,
respalda su potencial como compuesto base en estudios de disefio racional de inhibidores o

como componente bioactivo®.

Desde una perspectiva teorica, estos hallazgos permiten sustentar que los metabolitos
fendlicos de origen natural, como la quercetina, pueden establecer interacciones relevantes
con dianas moleculares oncologicas, aun cuando no presenten una afinidad Optima
comparable a fAirmacos disefiados. Esto refuerza la importancia de su evaluacion mediante
herramientas in silico, no solo para comprender su comportamiento molecular, sino también
para orientar futuras modificaciones estructurales o estrategias de formulacidon que potencien

su actividad biologica®.
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Isoquercetina mostr6é una afinidad similar (—8.232 kcal/mol), lo cual sugiere que la
presencia del grupo glucésido no impide su estabilizacion en el nucleo catalitico. De hecho,
la mayor cantidad de donadores y aceptores de enlaces de hidrogeno podria facilitar multiples
interacciones con los residuos polares del sitio activo. Sin embargo, el incremento en tamafio
molecular y flexibilidad estructural podria limitar una orientaciéon 6ptima en un entorno
relativamente compacto como el centro catalitico binuclear. La ligera diferencia energética
respecto a quercetina puede atribuirse a este balance entre mayor capacidad de interaccion

polar y mayor penalizacion conformacional®,

Figura 6. Acoplamiento molecular entre la proteina PSMA como diana y la
isoquercetina como compuesto activo

Fuente: Elaboracion propia, 2025
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El andlisis del acoplamiento molecular entre la isoquercetina y el PSMA revela un
patron de interaccion particularmente interesante, ya que este metabolito presenta una mayor
diversidad de interacciones no covalentes en comparacion con otros flavonoides como la
quercetina y el kaempferol, lo cual se atribuye a la presencia de su fraccion glicosilada. Esta
caracteristica estructural incrementa el niimero de grupos funcionales disponibles para la
formacion de enlaces, permitiendo una interaccion mas extendida dentro del sitio activo y

regiones adyacentes del PSMA®,
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Desde el punto de vista del centro catalitico binuclear de Zn** (ZN A:1752), la
isoquercetina se posiciona en proximidad al sitio metélico, estableciendo una interaccion de
tipo m-cation, lo que indica una atraccion electrostatica entre el sistema aromatico del ligando
y la carga positiva del ion zinc. Esta interaccion, aunque no constituye una coordinacion
directa clasica, sugiere que el ligando logra insertarse parcialmente en el entorno catalitico.
La estabilidad de esta interaccion puede considerarse moderada, ya que depende fuertemente
de la orientacion espacial del anillo aromaético y de la distancia al metal, pero contribuye de

manera relevante a la afinidad global del complejo®*.

En relacion con los residuos clave del PSMA, se observa que Glu424 (Glu425)
participa en la formacion de un puente de hidrogeno convencional con la isoquercetina. Este
tipo de interaccion es altamente favorable, debido a su cardcter direccional y a la
complementariedad entre los grupos hidroxilo del ligando y el grupo carboxilato del
aminoacido. Esta interaccion puede clasificarse como de alta estabilidad y es particularmente

importante porque involucra un residuo directamente asociado al entorno catalitico®.

Asimismo, el residuo Arg210 establece un puente de hidrégeno convencional con el
ligando, lo cual contribuye significativamente a la estabilizacion del complejo. Esta
interaccion refuerza el anclaje del ligando en la cavidad proteica, especialmente en la region

inferior del sitio de union, y puede considerarse también de alta estabilidad®*.

Por otra parte, el residuo Tyr552, cercano al centro activo, participa en una interaccion
de tipo m—m T-shaped, la cual es caracteristica de contactos aromaticos entre sistemas
conjugados. Esta interaccion favorece la estabilizacion del ligando dentro del bolsillo
hidrofobico y contribuye a su orientacion espacial. La estabilidad de este tipo de interaccion

es moderada-alta, siendo relevante para el posicionamiento del ligando en el sitio activo®.

El residuo Phe209 también participa en interacciones m—m con la isoquercetina,
reforzando la estabilizaciéon aromatica del complejo. Estas interacciones hidrofobicas son
importantes en sistemas proteicos porque permiten un empaquetamiento eficiente del ligando

dentro del bolsillo de union, contribuyendo a la afinidad global®*.

En cuanto al residuo His553, se observa una interaccion de tipo donor—donor

desfavorable, lo que indica la presencia de repulsion electronica entre grupos funcionales del
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ligando y el aminodacido. Este tipo de interaccion introduce una penalizacion energética local,
reduciendo parcialmente la estabilidad del complejo en esta region. No obstante, esta
desventaja se ve compensada por la presencia de multiples interacciones favorables en otras

zonas del sitio activo®.

En el caso de Asp387, no se observa una interaccion directa significativa en la imagen,
lo que sugiere que la isoquercetina no interactua de manera efectiva con este residuo puente
del centro catalitico en este modelo especifico. De igual manera, Asp453 y His377 no
muestran interacciones relevantes en este acoplamiento, lo que indica que su contribucion a

la estabilizacion del ligando es limitada o indirecta®.

Adicionalmente, se identifican interacciones con residuos como Gly518 y otros
aminoacidos cercanos, principalmente de tipo van der Waals, que aunque débiles
individualmente, contribuyen al ajuste conformacional del ligando dentro del sitio de union.
También se observa una interaccion de tipo m-donor hydrogen bond, la cual combina
caracteristicas de enlaces de hidrogeno y contactos aromaticos, aportando estabilidad

adicional al complejo®*.

En conjunto, el perfil de interaccion de la isoquercetina con el PSMA evidencia una
afinidad global moderada-alta, superior a la observada para otros flavonoides analizados,
debido a la mayor cantidad y diversidad de interacciones favorables. La combinacion de
puentes de hidrégeno, interacciones aromaticas y contactos electrostaticos con el entorno del
Zn** permite una estabilizacion mas eficiente dentro del sitio activo, a pesar de la ausencia
de una coordinacion metédlica directa y de la presencia de algunas interacciones

desfavorables®*.

Kaempferol, por su parte, presentd una energia de unién de —7.707 kcal/mol. Aunque
este valor continua dentro del rango considerado favorable, es el menos negativo de los tres
metabolitos. Esta diferencia puede explicarse por la menor cantidad de grupos hidroxilo en
comparacion con quercetina, lo que reduce la capacidad de formar redes extensas de puentes

de hidrégeno. Dado que el nucleo catalitico de PSMA es altamente polar y dependiente de la

85



coordinacion metalica, la densidad de interacciones polares desempefia un papel

determinante en la estabilizacion del complejo ligando—proteina®*.

Figura 7. Acoplamiento molecular entre la proteina PSMA como diana y la
isoquercetina como compuesto activo

Fuente: Elaboracion propia, 2025
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A partir de la figura 7 el docking entre kaempferol y PSMA, se evidencia un patron de
interaccion mucho mas relevante desde el punto de vista catalitico, ya que en este caso el
ligando si se posiciona dentro del entorno del centro activo, estableciendo contactos directos
e indirectos con el centro binuclear de Zn** y con varios residuos clave del sitio catalitico.

Esto permite realizar una interpretacion tedrica mas sélida en comparacion con el analisis

previo®.

Desde una perspectiva estructural, el kaempferol muestra una orientacion que le
permite interactuar con el nucleo catalitico metalico (ZN A:1751 y ZN A:1752), lo cual
constituye un elemento critico para la afinidad hacia el PSMA. En la imagen se observan

interacciones de tipo m-cation y m-anidn entre los sistemas aromaticos del kaempferol y el
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entorno cargado del sitio activo, particularmente con el ion zinc y residuos cargados como
Asp387. Estas interacciones indican que el ligando logra posicionarse dentro de la cavidad
catalitica, estableciendo contactos electrostaticos relevantes. Sin embargo, también se
identifican multiples interacciones desfavorables (marcadas en rojo), lo que sugiere que,
aunque existe proximidad al Zn*', la geometria del acoplamiento no es completamente
Optima para una coordinacion metalica directa. Por tanto, la estabilidad en esta region puede
clasificarse como moderada, con contribuciones tanto estabilizantes como

desestabilizantes®.

En relacion con His553, un residuo clave en la estabilizacion del entorno del zinc, se
observa una interaccion desfavorable (unfavorable bump), lo que indica un posible choque
estérico entre el ligando y la cadena lateral del aminoacido. Este tipo de interaccion implica
una penalizacion energética importante, ya que limita la capacidad del kaempferol para
acomodarse adecuadamente en el sitio activo profundo. A pesar de la cercania estructural, la
falta de una interaccion favorable con His553 reduce la eficiencia del acoplamiento en esta

zona critica®*.

El residuo Asp387, considerado un puente estructural del centro catalitico, muestra
interacciones de tipo m-anion, lo cual es altamente relevante desde el punto de vista
electrostatico. Este tipo de interaccion se produce entre la densidad electronica del sistema
aromatico del kaempferol y la carga negativa del grupo carboxilato del aspartato. Esta
interaccion favorece la estabilizacion del ligando en el entorno del sitio activo y puede
considerarse de estabilidad moderada-alta, ya que contribuye significativamente a la afinidad

global del complejo®*.

En el caso de Glu425 (Glu424 en la imagen), se identifica un puente de hidrégeno
convencional, lo cual representa una interaccion altamente favorable. Este tipo de enlace es
direccional y fuerte, permitiendo una estabilizacion especifica del ligando dentro del bolsillo
proteico. La presencia de esta interaccion sugiere que el kaempferol puede establecer
contactos selectivos con residuos cataliticos importantes, contribuyendo de manera positiva

a la estabilidad del complejo. Esta interaccion puede clasificarse como de alta estabilidad®*.

Por otro lado, Asp453 presenta interacciones predominantemente desfavorables,

incluyendo contactos tipo donor—donor y posibles choques estéricos. Estas interacciones
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reflejan una incompatibilidad espacial o electronica entre los grupos funcionales del
kaempferol y el residuo, lo que introduce inestabilidad local en el complejo. En consecuencia,

la contribuciéon de Asp453 al acoplamiento puede considerarse negativa o desestabilizante®*.

Respecto a His377, no se observa una interaccion directa significativa en la imagen, lo
que indica que este residuo no participa activamente en la estabilizacion del kaempferol en
este modelo de acoplamiento. Su contribucioén, por tanto, seria indirecta o limitada a

interacciones débiles tipo van der Waals®.

Adicionalmente, el analisis muestra interacciones relevantes con otros residuos como
Arg534, donde se establece un puente de hidrogeno convencional, contribuyendo de manera
significativa a la estabilidad del ligando. También se observan interacciones con Tyr552 y
Arg536, aunque en estos casos predominan contactos desfavorables, lo que sugiere que el
ligando ocupa una posicion parcialmente correcta dentro del sitio activo, pero con

limitaciones geométricas que afectan la optimizacion del acoplamiento®.

En conjunto, el perfil de interaccion del kaempferol con el PSMA revela un
comportamiento mas cercano al de un ligando activo en el sitio catalitico en comparacion
con modelos previos. La capacidad de interactuar con el centro binuclear de zinc y con
residuos clave como Asp387 y Glu425 respalda su potencial como molécula bioactiva con
afinidad hacia esta diana. No obstante, la presencia de multiples interacciones desfavorables,

especialmente con His553 y Asp453, limita la estabilidad global del complejo®.
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4.3 Potencial de los metabolitos de M. oleifera en la sintesis verde de
nanoparticulas de oxidos metalicos, estableciendo criterios tedricos sobre su

posible funcion como agentes reductores y estabilizantes.

En el presente capitulo se va a desarrollar el aprovechamiento de M. oleifera en el
campo de la nanotecnologia verde representa una linea de investigacion de gran interés,
debido a la riqueza fitoquimica de esta especie y a la diversidad de compuestos bioactivos
presentes en sus hojas, flores y semillas. Entre estos metabolitos destacan flavonoides, los
cuales se han desarrollado a lo largo del trabajo, tales como la isoquercetina, kaempferol y
quercetina. Sin embargo, el uso de compuestos fendlicos en humanos se ha visto limitado
por diversos factores, como su baja solubilidad, escasa permeabilidad, inestabilidad, rapida

liberacion, susceptibilidad a las influencias ambientales y baja biodisponibilidad.

Para superar estas limitaciones, los polifenoles suelen incorporarse a diversos
transportadores para mejorar su biodisponibilidad. Esto puede aumentar la
biocompatibilidad, prevenir la degradacion causada por el entorno externo y evitar la
interaccion con otros componentes del organismo. Se ha demostrado que los
nanotransportadores son materiales excelentes para encapsular compuestos fendlicos y

mejorar su biodisponibilidad®.

Con el auge actual para desarrollo de la nanotecnologia en la industria farmacéutica,
se han desarrollado muchas nanoparticulas avanzadas para proteger y controlar/dirigir la
liberacion de ingredientes bioldgicamente activos, incluidos varios polifenoles. El tamafio de
las nanoparticulas y los nanotransportadores se encuentran en un rango de rango de 1-100

nm®.

Al cargar compuestos fenolicos en nanoparticulas, no solo se puede mejorar su
biodisponibilidad, sino que también se puede lograr la liberacion controlada/dirigida y la
proteccion de las sustancias activas. En los ultimos afios, se han desarrollado muchas
nanoparticulas para la administracién de compuestos polifenolicos, incluidos liposomas,

complejos de fosfolipidos, niosomas, nanoparticulas basadas en proteinas, micelas,
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emulsiones y nanoparticulas metéalicas que es donde se va a desarrollar con mayor

regurosidad®’.

4.3.1 Proceso de sintesis de nanoparticulas

La primera etapa propiamente quimica de la sintesis ocurre cuando el precursor de
zinc habitualmente acetato de zinc o nitrato de zinc entra en contacto con el extracto. En
solucion, el Zn** no permanece como especie aislada durante mucho tiempo, sino que es
rodeado por moléculas del medio y por grupos funcionales del extracto. Los grupos OH
fenolico, C=0, COO, NH: y NH de flavonoides, polifenoles, proteinas y aminoacidos pueden
formar complejos Zn—fitometabolito. Esta complejacion inicial es fundamental porque
cambia la reactividad efectiva del ion metalico: disminuye la probabilidad de una
precipitacion inmediata y desordenada y, en cambio, genera microambientes quimicos donde

el zinc queda parcialmente estabilizado, distribuido y preorganizado®®®’.

En otras palabras, el extracto amortigua la reactividad del precursor y convierte una
simple mezcla salina en un sistema coloidal donde la disponibilidad del zinc queda regulada
por la quimica de coordinacion. La importancia de este papel interfacial del extracto se apoya
en estudios donde los fitoquimicos de M. oleifera modificaron explicitamente el tamafio, la
forma, las propiedades cristalinas y la composicion quimica superficial del ZnO

biosintetizado, lo que solo es posible si participan desde etapas muy tempranas del proceso.

En la hidrolisis alcalina del zinc coordinado o libre. Cuando el sistema se lleva a pH
alcalino, el Zn** se transforma progresivamente en especies hidroxiladas como ZnOH,
Zn(OH):. y otras formas precursoras ricas en Zn—OH. Este cambio de especiacion es decisivo,
porque reduce la estabilidad de las especies completamente solubles y empuja el sistema
hacia la formacion de una fase condensada. En sistemas acuosos de crecimiento de ZnO se
ha demostrado que el proceso no va directamente de “sal de zinc” a “o0xido final”, sino que
pasa primero por la formacion de sales bésicas hidroxiladas de zinc o precursores tipo layered
zinc hydroxy salts (LZHS); ademas, la naturaleza del anion del precursor importa, ya que el
acetato y el nitrato favorecen finalmente la formacion de ZnO, mientras que otros contraiones
pueden estabilizar fases intermedias mas persistentes e impedir o retrasar la generacion del

6xido%%%,
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Una vez que la concentracion de estas especies precursoras Zn—OH supera el umbral
de equilibrio, el sistema entra en supersaturacién, y alli comienza la nucleacion. La
nucleacion puede entenderse como la aparicion de pequefios agregados transitorios de
especies hidroxiladas y coordinadas de zinc. La mayoria de esos agregados son inestables y
se redisuelven, pero algunos alcanzan un tamafio critico a partir del cual la ganancia
energética asociada a la formacion de una fase solida supera el costo de crear nueva

superficie. En ese momento nace el nucleo estable®®"°.

Estudios cinéticos in situ sobre la formacion de ZnO han mostrado que esta sintesis
procede mediante una secuencia compleja de reacciones precursoras, nucleacion y
crecimiento, no como un evento Unico y brusco. En el contexto del extracto hidroalcohdlico
de Moringa, los metabolitos vegetales influyen precisamente en esta etapa al adsorberse
sobre los agregados prenucleares y disminuir la energia interfacial, lo que puede facilitar que
algunos embriones sobrevivan y alcancen el tamafio critico. Dicho de otra forma, el extracto
no solo acompafia la nucleacion: la hace mas probable, mas distribuida y, en condiciones

favorables, mas homogénea®®.

Una vez formados los nucleos estables, el sistema ya no necesita crear nuevas
superficies con la misma frecuencia; ahora resulta energéticamente mas favorable que las
especies Zn—OH remanentes se depositen sobre los nucleos ya existentes. El crecimiento
ocurre entonces por incorporacion progresiva de mondmeros o especies precursoras, por
condensacion superficial, por reordenamientos estructurales internos y, en algunos casos, por
procesos de disolucion—reprecipitacion y maduracion de Ostwald, en los que particulas mas
pequefias y menos estables se redisuelven parcialmente para alimentar el crecimiento de otras

mayores.

En un sistema mediado por M. oleifera, este crecimiento no es libre ni isotropico: los
fitoquimicos adsorbidos sobre la superficie actian como capping agents, es decir, bloquean
o ralentizan el crecimiento de determinadas caras cristalinas, cambian la velocidad relativa
de expansion de los distintos planos y terminan modulando la morfologia. Esto explica por
qué el mismo ZnO puede formarse con diferencias de tamafio, ancho de pico en XRD, forma
y quimica superficial cuando cambia el volumen del extracto o la riqueza fitoquimica del

mismo%*%7.
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En sintesis, la formacién de ZnO a partir de extracto hidroalcohélico de hojas de M.
oleifera debe entenderse como un proceso donde los metabolitos vegetales no reducen al zinc
metalico, sino que dirigen la quimica de formacién del 6xido. Los polifenoles, flavonoides,
aminoacidos y proteinas del extracto participan en la complejacion del precursor, favorecen
una hidrolisis controlada, ayudan a estabilizar los agregados prenucleares, regulan el
crecimiento de los cristalitos y permanecen parcialmente adsorbidos como recubrimiento
superficial. Por eso, cuando se habla de “reduccién” en este sistema, lo mas correcto es
reinterpretarla como una accion redox/antioxidante auxiliar del extracto dentro de un proceso
mas amplio de complejacion, nucleacion y crecimiento del ZnO, y no como una reduccioén

metalica estricta.

A continuacion, se le va a dar marcha al analisis de los aspectos fisicoquimicos que se

desarrollan las nanoparticulas en aspectos como.
pH:

Esta variable constituye uno de los factores de mayor influencia en la formacion de
nanoparticulas de ZnO, ya que regula tanto la especiacion del zinc en solucion como el estado
de ionizacion de los metabolitos del extracto. Cuando el medio se desplaza hacia valores
alcalinos, aumenta la disponibilidad de especies hidroxiladas capaces de favorecer la
formacion del 6xido y de los intermedios previos a su consolidacion cristalina. En uno de los
trabajos analizados, la sintesis de Mo/ZnO-NPs a partir de extracto acuoso de hojas de M.
oleifera se llevd a cabo ajustando el sistema a pH 12, después de una primera etapa de
calentamiento y agitacion, lo cual sugiere que un medio fuertemente alcalino favorece la

precipitacion y posterior formacion del ZnO®,

De manera complementaria, otro estudio sefiala expresamente que el pH afecta la
eficacia de la sintesis y la estabilizacion nanoparticulada, porque altera la interaccion entre
los fitoconstituyentes y el precursor metalico. Asi, tedricamente, un pH elevado no solo
impulsa la conversion quimica del zinc hacia ZnO, sino que ademas favorece la exposicion

de grupos funcionales oxigenados del extracto vegetal, incrementando su capacidad de
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coordinar iones Zn*" y de adsorberse sobre la superficie naciente de los cristales, limitando

la agregacion excesiva®®.
Temperatura:

Es una de las variables mas influyentes porque controla la movilidad molecular, la
frecuencia de colisiones efectivas, la hidrolisis del precursor y la velocidad de reorganizacion
cristalina. En las sintesis verdes con M. oleifera revisadas, se emplearon temperaturas
cercanas a 80 °C. Estas condiciones sugieren que el calentamiento cumple una doble funcion:
por una parte, favorece la conversion quimica de las especies de zinc hacia el 6xido; y por

otra, ayuda a consolidar la red cristalina y eliminar solvente residual®.

Desde la optica cinética, mostré que el crecimiento temprano de ZnO ocurre con
mayor rapidez a 50 °C que a 40 °C, lo que confirma que un aumento de temperatura acelera
la fase inicial del proceso. La temperatura y la concentracion del zinc alteran la velocidad de
crecimiento nanoparticulas. En el sistema estudiado, a 50 °C el crecimiento temprano termina
mas rapido que a 40 °C, y el aumento del radio de particula ocurre en menos tiempo, lo que
confirma que el calentamiento acelera la cinética global del proceso. Asimismo, los
experimentos se realizaron con diferentes concentraciones iniciales de Zn?*, mostrando que

la disponibilidad del precursor influye en la evolucion temporal del sistema®.

En un sistema con extracto vegetal, este efecto térmico se superpone con la accion de
los metabolitos, de modo que la temperatura no solo acelera la reaccion, sino que también
influye en como esas biomoléculas se adsorben, complejan el zinc y modulan el crecimiento

superficial.
Tiempo de reaccion:

Regula la transicion entre las distintas etapas cinéticas. Durante los primeros momentos
predomina la generacion de especies reactivas y la nucleacion; después se desarrolla el
crecimiento de los nucleos y, en fases posteriores, la cristalizacion y estabilizacion. En los
estudios con M. oleifera se emplearon tiempos de calentamiento de una a varias horas, lo que
indica que la sintesis verde no depende solo de que se forme un precipitado inicial, sino de

permitir que el sistema evolucione lo suficiente para consolidar una estructura nanocristalina

definida®.
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En los estudios de sintesis verde de ZnO con extracto de hojas de M. oleifera, los
tiempos experimentales reportados para la formacion del nanomaterial se ubican
principalmente en escalas de horas. Parven et al. describieron un protocolo de reaccion de 2
horas, dividido en dos etapas de 1 hora a 80 °C, con ajuste intermedio a pH 12; mientras que
Parven et al. reportaron un tratamiento hidrotermal de 5 horas a 95 °C, seguido de 1 hora de

secado a 80 °C%°,

No obstante, estos trabajos no separan de forma directa el instante exacto de nucleacion
y crecimiento en segundos o minutos. Esa resolucion temporal fue descrita con mayor
precision por Herbst et al. en un sistema de ZnO monitorizado in situ, donde se observo que
la nucleacién y el crecimiento temprano a partir de donde los radios de las particulas
aumentan de 1,5 a 2,2 nm dentro de los primeros 500 segundos para temperaturas de 40°C,
y dentro de los primeros 200 segundos para temperaturas de 50°C. se concentran en los
primeros 1000 s (= 16.7 min), que la conversion del precursor alcanza cerca de 97 % a los
2000 s (= 33.3 min), y que posteriormente se desarrolla una segunda fase de crecimiento y

cristalizacion que puede prolongarse durante varias horas®’.

Después de la fase de crecimiento inicial, es decir, después de aproximadamente 1000
segundos, las nanoparticulas aumentan de tamafio inicamente, muy ligeramente a menos de
0,2 nm durante un periodo de 4,5 horas durante una segunda fase de crecimiento. Del analisis
numérico se deduce que el precursor de Zn>" es que consumid aproximadamente el 97% de

su concentracion inicial después de 2000 segundos, por lo que esta casi lleno®.

A partir de ello, puede inferirse que, en los sistemas con M. oleifera, la nucleacion
ocurre probablemente en una fase temprana de segundos a minutos, mientras que el
crecimiento, la maduracion cristalina y la estabilizacion por metabolitos vegetales contintian

a lo largo del intervalo térmico total descrito en cada protocolo.

4.3.2Caracterizacion de nanoparticulas

En este tipo de estudios, la caracterizacion no cumple una funcién meramente
descriptiva, sino confirmatoria e interpretativa. Su proposito no es solo demostrar que se
form6 ZnO, sino establecer si la ruta verde realmente modificd el material en términos de
tamafio cristalino, morfologia, composicion superficial, grupos funcionales asociados al

extracto y propiedades opticas. Los trabajos que me proporcionaste convergen precisamente
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en ese punto: el extracto vegetal no actiia como un simple aditivo, sino como un componente
que altera la nucleacion, el crecimiento y la quimica de superficie del ZnO, por lo que la
caracterizacion debe abarcar tanto la fase inorganica como la huella quimica del medio

biogénico®’.

Una primera técnica indispensable es la difraccion de rayos X (XRD), porque permite
confirmar la estructura cristalina del ZnO y verificar si el producto final corresponde a la fase
esperada. En el trabajo publicado en la revista RSC Advances, los patrones de XRD
mostraron una fase hexagonal tipica y los patrones de difraccion ZnO los cuales presentaron
los siguientes indices de Miller que incluyeron (100), (002), (101), (102), (110), (103), (200),
(112), (201) y (004), ademas, permitieron seguir los cambios inducidos por diferentes
cantidades de extracto de moringa. Los reflejos utilizados para estimar el tamaio cristalino
fueron (100), (002) y (101), justamente los mas representativos de la fase hexagonal del ZnO,
lo cual nos indica que el extracto no representa ninguna impureza a las nanoestructuras del
ZnO. A partir de la ecuacion de Scherrer, los autores estimaron tamafios promedio de
cristalito de 77.0 nm para el ZnO sin extracto y de 45.0, 44.0 y 35.0 nm para las muestras
obtenidas con 5, 10 y 15 mL de extracto, respectivamente, lo que indica que los
fitocompuestos de M. oleifera modificaron de manera real la cinética de formacion

cristalina®®.

Ademas, los resultados morfologicos evidencian que el extracto de hojas de M. oleifera
ejerce un efecto directo y dependiente de la concentracidn sobre el crecimiento estructural de
las nanoestructuras de ZnO. En ausencia de extracto, el ZnO presentd la morfologia tipica de
nanobarras con facetas hexagonales bien definidas, con diametros cercanos a 500 nm y
longitudes de varias micras, lo que indica un crecimiento cristalino preferencial en forma

alargada®.

95



Figura 8. Patrones de XRD de (a) ZnO puro y diferentes nanoestructuras de
ZnO0, incluyendo S-5, S-10 y S-15, y (b) desplazamientos de dos theta

correspondiente a angulos mas altos para los extractos.
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Fuente: imagen tomada de la referencia®

Sin embargo, al incorporar extracto de M. oleifera durante la sintesis, esta morfologia
comenzd a modificarse progresivamente. Con la adicion de 5 mL de extracto, las
facetas hexagonales aun se conservaron parcialmente, pero las nanobarras se
observaron mas cortas, lo que sugiere una interferencia inicial en el crecimiento

longitudinal del cristal®.

Cuando la cantidad de extracto aumenté a 10 mL, la estructura de nanobarras se
perdi6 por completo y dio lugar a una heteroestructura de ZnO, evidenciando un

cambio més profundo en la direccién y cinética de crecimiento®

Finalmente, con 15 mL de extracto, el efecto fue ain méas marcado, ya que la
morfologia original desaparecio totalmente y se transformo en particulas alargadas tipo
cono de tamafio mucho menor, lo que demuestra que un aumento en la concentracion
del extracto favorece la formacion de estructuras mas pequefias y con geometrias
distintas a las del ZnO puro. Este comportamiento puede explicarse por la presencia de
fitoquimicos como flavonoides, alcaloides, compuestos fendlicos, glucdsidos, acidos
fendlicos y taninos, cuyos grupos oxigenados con pares de electrones libres pueden
coordinarse con los iones Zn** durante el proceso de crecimiento y formar complejos

intermedios®
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Esta interaccion modifica la tasa de nucleacion y el crecimiento de determinadas caras
cristalinas, alterando de forma progresiva la forma, el tamafio y la orientacion de las
nanoparticulas. En conjunto, estos hallazgos indican que el extracto de M. oleifera no
solo participa como agente estabilizante, sino también como un modulador estructural
del ZnO, favoreciendo nanoestructuras de menor tamafio, mayor area superficial y,

potencialmente, un mayor niimero de sitios activos®.

© B
Figura 9. Imagenes SEM de (a) ZnO puro y (b—d) nanoestructuras de ZnO
sintetizadas con diferentes cantidades de extracto de hojas de M. oleifera , como

S-5, S-10 y S-15.

Fuente: imagen tomada de la referencia®

La microscopia electronica de barrido (SEM) constituye otra técnica fundamental,
porque traduce en evidencia visual lo que XRD y FTIR sugieren de manera indirecta.
En el estudio de 2025, el SEM mostré6 que el ZnO sin extracto presentaba una
morfologia tipica de nanorods con facetas hexagonales, mientras que la presencia del
extracto de moringa modificd progresivamente esa arquitectura hasta dar lugar a
particulas mas pequefias y morfologias elongadas diferentes. Los autores resumen que
la morfologia superficial cambid “de nanorods a nanoparticulas elongadas de tamafio

reducido”®.
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En continuidad con lo anterior, el microanalisis por energia dispersiva de rayos X (EDX
o EDS) es util para verificar la composicion elemental del material obtenido. En el
trabajo de Parven et al, los espectros EDX confirmaron que las muestras contenian
principalmente Zn y O, mientras que la sefial de carbono fue atribuida al precursor o a
residuos organicos asociados al extracto de moringa. El EDX sirve para mostrar que el
extracto no impide la formacion del ZnO como fase principal, pero si puede dejar una

impronta superficial coherente con su papel como agente biogénico®’.

Otra técnica decisiva es la espectroscopia UV-Vis, especialmente cuando el objetivo
es relacionar la formacién del ZnO con sus propiedades Opticas y su posible desempefio
funcional. En el estudio de RSC, la absorcion alrededor de 380 nm fue asociada al
comportamiento tipico del ZnO, y los autores aplicaron el analisis de Tauc para calcular

la energia de banda prohibida.

Los valores reportados fueron 3.00 eV para el ZnO puro y 2.86, 2.59 y 2.50 eV para
las muestras sintetizadas con 5, 10 y 15 mL de extracto, respectivamente. Esa
disminucién del band gap fue interpretada como consecuencia de cambios en tamatfio,
morfologia, estructura cristalina y quimica superficial. Esto es muy importante ya que
permite argumentar que la sintesis verde no solo produce ZnO, sino un ZnO con
propiedades electronicas modificadas por la interaccion con los fitoquimicos del
extracto. En otras palabras, UV-Vis no es unicamente una técnica de confirmacion de

nanoparticulas, sino una herramienta para vincular estructura con funcionalidad®’.
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Figura 10. Espectros de absorcion UV-visible de (a) ZnO puro, (b-d)
nanoestructuras de ZnO sintetizadas con extracto de hojas de M. oleifera, como

S-5,8-10 y S-15
Fuente: imagen tomada de la referencia®

El extracto de hojas de M. oleifera interviene en la nucleacion, el crecimiento y la
estabilizacion superficial del ZnO, entonces las técnicas de caracterizacion deben ser
capaces de detectar esos tres efectos. XRD demuestra cambios cristalinos y
disminucién del tamafio de cristalito; FTIR evidencia la participacion de compuestos
organicos del extracto; SEM revela la transformacion morfologica; EDX confirma la
composicion elemental predominante; y UV-Vis muestra la modificacion de las
propiedades Opticas del material. Asi, el valor de la caracterizacion no radica solo en
describir nanoparticulas, sino en sustentar que el método verde altera de forma

mensurable la naturaleza del ZnO respecto de una sintesis convencional®.
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CAPITULO V- CONCLUSIONES Y
RECOMENDACIONES
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Conclusiones

Se logro identificar, mediante revision bibliografica, que las hojas de M. oleifera contienen
metabolitos bioactivos, especialmente flavonoides, con potencial relevancia frente al cancer
de prostata asociado a PSMA. Entre los compuestos analizados, la isoquercetina, la
quercetina y el kaempferol destacaron como los metabolitos de mayor interés, debido a su
potencial citotoxico y a su recurrencia dentro de la evidencia cientifica evaluada en estudios
in vitro ¢ in silico. Aunque la relacion con PSMA se establecid de forma indirecta, los
hallazgos obtenidos a partir de la linea celular LNCaP resultan particularmente relevantes,
ya que este modelo prostatico es andrdgeno sensible y se encuentra estrechamente vinculado

con procesos bioldgicos asociados a la expresion y funcionalidad de la proteina PSMA.

Los resultados del analisis in silico del acoplamiento molecular, en conjunto, la evaluacion
permitio identificar que compuestos como la isoquercetina, la quercetina y el kaempferol
presentan afinidades de union favorables hacia el PSMA (—8.423, —8.232 y —7.707 kcal/mol,
respectivamente), con capacidad de interaccion directa o indirecta con el entorno catalitico,
incluyendo residuos clave como His553, Asp387, Glu425 y Asp453, asi como proximidad al
centro binuclear de Zn**. La quercetina destacd por la mayor afinidad global, asociada a
interacciones aromadticas y electrostdticas relevantes; la isoquercetina mostré una mayor
estabilizacion mediante puentes de hidrogeno, atribuida a su estructura glicosilada; mientras
que el kaempferol presentd una afinidad menor debido a la presencia de mas interacciones
desfavorables. Desde un punto de vista farmacocinético y toxicologico, los metabolitos como
la quercetina y el kaempferol mostraron perfiles mas equilibrados desde el punto de vista de
la biodisponibilidad tedrica y las propiedades fisicoquimicas compatibles con una mejor
disposicion sistémica, mientras que la isoquercetina, aunque presentd interacciones
moleculares relevantes, evidencid mayores restricciones farmacocinéticas asociadas a su
mayor polaridad y complejidad estructural. No obstante, su afinidad por PSMA la mantiene

como un compuesto de interés.

Se concluye que los metabolitos de M. oleifera, en especial los flavonoides y compuestos
fenodlicos priorizados, presentan un potencial tedrico relevante para la sintesis verde de

nanoparticulas de 6xidos metalicos, debido a que pueden participar tanto en la reduccion de
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los precursores metalicos como en la estabilizacion de las nanoparticulas formadas.
Asimismo, se determin6 que el proceso de sintesis depende de variables fisicoquimicas
criticas, entre ellas el pH, la temperatura, el tiempo de reaccion, la concentracion del extracto
vegetal y la concentracion del precursor metalico, ya que estas condicionan el tamafio de
particula, la morfologia, la dispersion y la estabilidad coloidal de las nanoparticulas

obtenidas.
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Recomendaciones

Se recomienda que la Universidad impulse el desarrollo de lineas de investigacion
integradas en farmacognosia, modelado in silico y nanotecnologia verde, enfocadas en
metabolitos de Moringa oleifera como la isoquercetina, la quercetina y el kaempferol. Estas
investigaciones pueden complementarse con ensayos experimentales accesibles, tales como
evaluacion de capacidad antioxidante, estudios de estabilidad y caracterizacion basica de
extractos, con el fin de fortalecer la correlacion entre los resultados computacionales y el
comportamiento biolégico real, promoviendo asi una formacion cientifica aplicada y

sostenible.

Se recomienda ampliar para futuras investigaciones el andlisis de los metabolitos
priorizados de M. oleifera, particularmente isoquercetina, quercetina y kaempferol, hacia
otros modelos oncologicos distintos al cancer de préstata, como lo es el cancer de mama,
debido a que la evidencia reciente ha sefialado la presencia de PSMA principalmente en
contextos mas agresivos como el cancer de mama triple negativo. En este sentido, resulta
pertinente considerar estudios in silico y preclinicos que permitan explorar si la afinidad
molecular observada frente a PSMA y las propiedades bioactivas de estos metabolitos

podrian tener aplicabilidad en este tipo de neoplasia.

Desde una perspectiva ambiental, se recomienda fomentar la sintesis verde de
nanoparticulas, utilizando extractos vegetales como agentes reductores y estabilizantes, lo
cual reduce el uso de reactivos toxicos y promueve practicas de laboratorio mas sostenibles.
Asimismo, la implementacion de protocolos de manejo adecuado de residuos quimicos y el
uso eficiente de recursos contribuiria a consolidar una cultura institucional alineada con
principios de quimica verde. Se recomienda a la universidad promover el desarrollo de
investigaciones experimentales en el campo de la sintesis verde de nanoparticulas,

particularmente a partir de extractos vegetales como M. oleifera, considerando que dispone
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de equipos de laboratorio tale como espectrofotometros UV-VIS, HPLC y FTIR ya que

pueden servir como base para iniciar este tipo de estudios.
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