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RESUMEN

RESUMEN de la Tesis de Gallegos Granados Melissa Zulahi, presentada
como requisito parcial para la obtencion del grado de MAESTRA EN CIENCIAS.

Tijuana, Baja California, México. Septiembre de 2021.

SINTESIS Y EVALUACION IN VITRO DE NANOPARTICULAS A BASE DE
BIOPOLIMEROS CARGADAS CON FLAVONOIDES PARA TRATAMIENTO DE

ENFERMEDADES CRONICO DEGENERATIVAS.
~ b

)
/
Resumen aprobado por: /

Dra. Rocio Alejandra Chavez Santoscoy

La quercetina es un componente bioactivo, que ha sido estudiado por sus
propiedades capaces de atenuar factores de riesgo para sindrome metabdlico. Sin
embargo, por su inestabilidad en el tracto gastrointestinal y su baja
biodisponibilidad, no es posible aprovechar sus propiedades en un 100%. Por
ende, la siguiente tesis tiene como principal estudio la sintesis y comportamiento
in vitro de nanoparticulas a base del biopolimero, inulina, cargadas con el
flavonoide mas comun en la dieta, quercetina. Estas nanoparticulas a base de un
polisacarido de tipo fructano actuan como un sistema de entrega, para la liberacion
de quercetina en una célula diana, garantizando la estabilidad de la molécula. En

primer lugar, se sintetizaron nanoparticulas de inulina cargadas con quercetina (Np



Inu-Quer) por el método de spray dryer. Se utilizé un disefio de experimentos de
tipo compuesto central de doble cara con un total de 21 experimentos. Donde se
probaron cuatro diferentes variables independientes, concentracion de inulina,
temperatura de alimentacion, temperatura de entrada, temperatura de salida. Las
variables de respuesta fueron: tamafio (nm), PDI, y Z-Average. La metodologia de
superficie de respuesta (MSR) se uso a fin de minimizar las variables dependientes.
En las nanoparticulas que se sintetizaron bajo las condiciones optimas obtenidas
(Inulina al 10%, 45 °-50 °C, 120 °C, 60 °C) se observd una disminucion en el
tamano a 260 nm aproximadamente con un PDI de 0.94+0.08. La microscopia de
fluorescencia indico un cargado de quercetina en las nanoparticulas de inulina, con
una eficiencia de aproximadamente de 71.11 % y un porcentaje de cargado de
73.33 £ 7.86 %. El ensayo de DPPH demostro la eficiencia de la pared de inulina
frente a estimulos de caracter in vivo. La cinética de liberacion in vitro mostré una
liberacidn especifica de colon de tipo inmediata, donde observamos una diferencia
significativa en la velocidad de liberacion de quercetina con relacion a la
temperatura del medio, demostrando que contamos con nanoparticulas
termosensibles y pH dependientes. En cuanto a la viabilidad celular observamos
efectos de ligera inhibicion sobre células Caco-2 de una manera dependiente de la
dosis y del tiempo de exposicidon. Esta tesis demuestra el potencial que posee la
inulina como nuevo material de transporte de moléculas inestables como un
sistema de administracion oral para la encapsulacion, proteccion y liberacion de

quercetina en colon para el tratamiento de enfermedades del sindrome metabdlico

Palabras clave: Quercetina; Inulina; Nanoparticulas; Sindrome metabdlico



ABSTRACT

ABSTRACT of the thesis, presented by Gallegos Granados Melissa Zulahi, in
order to obtain the MASTER IN SCIENCE. Tijuana, Baja California, México.

September, 2021.

SYNTHESIS AND IN VITRO EVALUATION OF NANOPARTICLES BASED ON
BIOPOLYMERS LOADED WITH FLAVONOIDS FOR THE TREATMENT OF

CHRONIC DEGENERATIVE DISEASES.

Approved by:

Ph.D. Rocio Alejandra Chavez Santoscoy

Quercetin is a bioactive component, which has been studied for its properties
capable of attenuating risk factors for metabolic syndrome. However, due to its
instability in the gastrointestinal tract and its low bioavailability, it is not possible to
take 100% of its properties. Therefore, the following thesis has as its main study
the synthesis and in vitro behavior of nanoparticles based on inulin biopolymer
loaded with the most common flavonoid in the diet, quercetin. These nanoparticles
based on a fructan-type polysaccharide act as a delivery system for the release of
quercetin in a target cell, guaranteeing the stability of the molecule. First, inulin

nanoparticles loaded with quercetin (Np Inu-Quer) were synthesized by the spray



dryer method. A double-sided core composite type design of experiments was used
with a total of 21 experiments. Where four different independent variables were
tested, inulin concentration, feed temperature, inlet temperature, outlet
temperature. The response variables were: size (nm), PDI, and Z-Average. The
response surface methodology (MSR) was used in order to minimize the dependent
variables. In the nanoparticles that were synthesized under the optimal conditions
obtained (Inulin 10%, 45 °-50 ° C, 120 ° C, 60 ° C) a decrease in size was observed
at approximately 260 nm with a PDI of 0.94+0.08. Fluorescence microscopy
indicated a quercetin loading in the inulin nanoparticles, with an efficiency of
approximately 71.11% and a loading percentage of 73.33 £ 7.86%. The DPPH test
demonstrated the efficiency of the inulin wall against stimuli of character in vivo. in
vitro release kinetics showed an immediate-type colon-specific release, where we
observed a significant difference in the release rate of quercetin in relation to the
temperature of the medium, demonstrating that we have thermosensitive
nanoparticles and dependent pH. Regarding cell viability, we observed effects of
slight inhibition on Caco-2 cells in a manner dependent on the dose and the
exposure time. This thesis demonstrates the potential of inulin as a new transport
material for unstable molecules as an oral administration system for the
encapsulation, protection and release of quercetin in the colon for the treatment of

metabolic syndrome diseases.

Keywords: Quercetin; Inulin; Nanoparticles; Metabolic syndrome
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GLOSARIO

%EE: Eficiencia de encapsulacion.

ABCA-1: El transportador ATP Binding Cassette A1.
AGCC: Acidos grasos de cadena corta.

ANOVA: Analisis de varianza.

ATP: Adenosin trifosfato.

Caco-2: Células de carcinoma de colon humano.
Cel/ mL: Células por mililitro.

CO? Didxido de carbono.

COX: Ciclooxigenasa.

COX-2: Ciclooxigenasa—2.

CTGF: Factor de crecimiento de tejido conectivo.
DAPI: 4,6 Diamidino2-phenylindole.

DLS: Dispersion de luz dinamica.

DMEM: Dulbecco modified Eagles minimal essential medium.

DP: Grado de polimerizacion.



DPPH: 2,2-difenil-1-picrilhidracilo.

ECNT: Enfermedades crénicas no transmisibles.

FBS: Suero bovino fetal al 10%.

FDA: Administracion de alimentos y Medicamentos.

GFP: Green fluorescent protein

GMPc: Guanosin monofosfato ciclico.

HDFa: Linea celular de fibroblastos dermales humanos.

HDL: Colesterol de lipoproteinas de alta densidad.

HepG2: Células de carcinoma hepatocelular.

IL: Interleucinas.

iINOS: Oxido nitrico sintetasa.

LOX: Lipoxigenasa.

LPS: Lipopolisacarido.

MCP-1: Proteina quimioatrayente de monocitos 1.

MPa: Megapascales.

NADPH: Coenzima Nicotiamida-Adenina Dinucleotido fosfato.



NF-kb: Factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B
activadas.

NF-kB: Factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B
activadas.

nm: Nandmetros.

NO: Oxido nitrico.

Np I: Nanoparticulas no cargadas.

Np 1-Q: Nanoparticulas de inulina cargadas con quercetina.

Np: Nanoparticulas.

PBS: Tampon de fosfato salino.

PDI: indice de polidispersidad.

PG: Prostaglandinas.

pH: Potencial de hidrégeno.

PI3K- Akt: Vvia de sefializacion de la fosfatidilinositol- 3-kinasa.
PKB: Proteina B quinasa

PLA2: Fosfolipasa A2.

PM: Peso molecular.

r?: Coeficiente de correlacion.
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RAW 264.7: Células de macréfagos murinos.

ROS: Especies reactivas de oxigeno.

rpm: Revoluciones por minuto.

SCFAs: Short-chain fatty acids.

SGLT-1: Sodium-Glucose Transporter — 1.

TNF-a: Factor de necrosis tumoral-a.

v/v: Volumen / Volumen.

a-SMA: a-smooth muscle actin.

ML: Microlitros.
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Figura 1. Ejemplo nanogel con red tridimensional reticulada (Escalona and Quintanar

2014). Imagen realizada con BioRender.com.

Figura 2. Estrategias de liberacion vectorizada de nanoparticulas en células diana.

Imagen realizada con Biorender.com.

Figura 3. Tipos de liberacidn en sistemas matriciales. Imagen creada en BioRender.com.

Figura 4. Estructura quimica de la inulina. Imagen creada por BioRender.com.

Figura 5. Tipos de flavonoides mas basicos segun su estructura (Cabrera 2009).

Figura 6. Representacion de los diferentes efectos de la quercetina en un sistema in vivo

(Zeng et al., 2021). Imagen realizada en BioRender.com.

Figura 7. Esquema farmacocinético de la quercetina. Tomada de Pérez-Vizcaino et al.,

(2012).

Figura 8. Vasodilatacidon producida por NO. Al producirse NO en los vasos sanguineos,
este activa a la molécula guanilato ciclasa, que se encarga de la produccion
de GMPc, principal dilatador de los vasos sanguineos (Mata et al. 2010).

Imagen creada en Biorender.com.
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Figura 9. A) Grafico de superficie para respuesta de tamafio (nm), p-value de 0.023. B)
Grafico de superficie para el analisis de la respuesta de PDI, con un total de
p-value de 0.683. C) Grafico de superficie para el analisis de la respuesta de

Z-Average, con un p-value de 0.217.

Figura 10. Diagrama para la sintesis de nanoparticulas cargadas de quercetina por el

meétodo de secado por aspersion. Imagen realizada por BioRender.com.

Figura 11. Polvo obtenido por el método de secado por aspersion. A) Np [-Q: polvo fino
color amarillo, con un rendimiento de casi un 60% B) Np I: Polvo blanco con

un rendimiento de casi un 65%.

Figura 12. A) Caracterizacion con agua de Np Inu-Quer y Np Inu por medio de dispersion
de luz dinamica. B) Caracterizacion en fase organica absoluto de Np Inu-Quer

y Np Inu.

Figura 13. Imagenes microscopia de fluorescencia A) Muestra de Np Inu-Quer sin
solucion filtro DAPI. B) Muestra de Np Inu-Quer sin solucion filtro GFP. C)
Muestra de Np Inu-Quer con solucion organica filtro DAPI. D) Muestra de Np
Inu-Quer con solucién organica filtro GFP. ***Los numeros en la imagen Ay
C senalan: 1) Np con déficit de carga. 2)Np con principio activo adherido a la

superficie de la matriz polimérica. Barra blanca representa 50 pm.
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Figura 14. Potencial zeta de muestras de Np Inu-Quer y muestras Np In, a una

temperatura de 37°C en solucion acuosa y solucidn organica.

Figura 15. Curva de calibracion de quercetina a pH 7.4 con una temperatura de 25 °C.

Con un r2de 0.9911.

Figura 16. Curva de calibracion de quercetina a pH 7.4 con una temperatura de 37 °C.

Con un r? de 0.9930.

Figura 17. Relacion entre temperatura y tamafio de Np Inu-Quer desde 20 °C a 50 °C en

una fase organica (Np Inu-Quer: etanol: agua 4:4:6 p/v/v).

Figura 18. Relacion entre temperatura y tamafio de Np Inu-Quer desde 20 °C a 50 °C en

solucién acuosa (Np Inu-Quer: agua 4:10 p/v).

Figura 19. Relacién temperatura-pH. Temperatura de 30°C a 40 °C a diferentes pH (2,

3,7.2,74,8).

Figura 20. Perfil de liberacion de quercetina (%) de Np Inu-Quer, a diferentes pH vy
temperatura de 37 °C. Letras diferentes entre los tratamientos de pH indican

(P <0.05) segun la prueba de Tukey.

Figura 21. Grafica de liberacién acumulada de Np Inu-Quer a pH 7.4 como simulador de

colén, con temperaturas de 25 °C y 37 °C.
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Figura 21. A) Grafica con el porcentaje de captacion de radicales libres de Np Inu-Quer
a diferentes temperaturas. B) Grafica con porcentaje de captacién de
radicales libres de Np In-Quer a diferente pH. *Letras diferentes representan

(P <0.05) segun prueba de Tukey.

Figura 22. Efecto de Np Inu-Quer a diferentes concentraciones (nM) en viabilidad celular
de linea Caco-2 a 24 y 72 horas. Valores son presentados en promedio +
desviacidn estandar. Se utiliz6 ANOVA con comparacion multiple de Dunnett,

donde **** indica p < 0.05.

Figura 23. Efecto de Np Inu-Quer a diferentes concentraciones (nM) en viabilidad celular
de linea HepG 2 a 24 y 72 horas. Valores son presentados en promedio +
desviacién estandar. Se utilizo ANOVA con comparacion multiple de Dunnett,

donde **** indica p < 0.05.

Figura 24. Efecto de Np Inu-Quer a diferentes concentraciones (nM) en viabilidad celular
de linea HDFA a 24 y 72 horas. Valores son presentados en promedio +
desviacidn estandar. Se utiliz6 ANOVA con comparacion multiple de Dunnett,

donde **** indica p < 0.05.

Figura 25. A) Dianas intracelulares de quercetina. Tanto los ROS como los estimulos
externos de inflamacién, activan una senalizacion intracelular capaz de
causas una inflamacion y/o dolor. Las flechas de color azul representan vias

estimuladas por quercetina, y flechas rojas representan vias inhibidas por
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flavonoides (Ferraz et al. 2020). B) Mediadores de inflamacion y dolor
inhibidos por inulina. Esquema representativo de lo obtenido por Khanna et

al. (2020). Imagen creada en BioRender.com.

Figura 26. A) La accion inhibidora de Np Inu-Quer, Np Inu, Quercetina e inulina sobre la
produccion de NO en células RAW 264.7. Efecto con concentracion 30nM,
24nM,12 nM durante 8 horas. B) Viabilidad celular de los extractos a 8 horas
en células RAW 264.7 a concentraciones de 30, 24,12 nM. Estimuladas con
10ug/mL de LPS. Cada tratamiento se realiz6 por triplicado. Se evalud con
ANOVA de dos vias, con comparacion multiple de Dunnett. Donde, * p <0,05,

**p <0,01, *** p <0,001 frente al grupo tratado con LPS.
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1. INTRODUCCION

En los ultimos 25 afios, las enfermedades créonicas no transmisibles (ECNT) se
han constituido como uno de los mas grandes retos para el sector salud, debido a
su incremento de mortalidad en México y el mundo (Barba,2018). Durante el 2017
en México fueron contabilizadas 622647 defunciones por ECNT correspondientes
al 88.6% del total de decesos de ese afio, de este porcentaje, el 20.1% representa
a muertes por enfermedades cardiovasculares, 15.2% diabetes mellitus y 12% a
tumores malignos, seguidas por enfermedades de higado, accidentes
cerebrovasculares etc. (Instituto Nacional de Estadistica y Geografia 2018). La pieza
clave para convertir a las ECNT en una nueva epidemia global tiene su origen en la
mejora del desarrollo social, de infraestructura y la urbanizacién propio del pais,
propiciando asi, cambios en el estilo de vida de la poblacion, dando paso a “nuevos
tipos de riesgo” como lo son estrés, tabaquismo, sedentarismo, y una dieta con
alimentos de alta densidad energética (Cordova-Villalobos et al., 2008; Barba, 2018).
Se estima que entre los afios 2010 y 2030 el costo de las ECNT sera de mas de 30

billones de ddlares a nivel mundial (Robles, 2018).

Se sabe que las enfermedades cardiovasculares, la diabetes mellitus y el cancer
estan intimamente relacionados con la condicion llamada sindrome metabdlico, que
por lo que se sabe, dichas enfermedades crénicas mantienen una estrecha relacion
con el desbalance metabdlico originado por malos habitos de vida como ingesta de

comidas poco saludables, inactividad fisica, exceso de alcohol y consumo de tabaco



y/o factores genéticos. Este sindrome se caracteriza por una serie de desérdenes
metabdlicos considerados como factor de riesgo (obesidad, resistencia a la insulina,
hipertensiéon y dislipidemia) para el desarrollo de enfermedades como son la
diabetes mellitus tipo 2 y enfermedades cardiovasculares (Lizarzaburu, 2014;

Carvajal, 2017)

Debido a este aumento de muertes en México a causa de las enfermedades
cronicas, como las enfermedades cardiovasculares, la diabetes mellitus y el cancer;
es de suma importancia buscar nuevas y mas eficaces alternativas terapéuticas, que
cumplan con requerimientos de seguridad y accesibilidad para la poblacion

mexicana.



2. JUSTIFICACION

Basandonos en la problematica planteada sobre la falta de un tratamiento 100%
eficaz y economico para los padecimientos relacionados con el sindrome
metabdlico, que aquejan a la poblacion mexicana se ofrece como una alternativa
terapéutica el uso de alimentos funcionales. Estos nacen de la demanda del
consumidor por alimentos capaces de aportar al organismo nutrientes como
proteinas, carbohidratos, lipidos, vitaminas y minerales, y a su vez un compuesto
activo que tiene beneficios fisiolégicos capaces de reducir enfermedades cronico-

degenerativas.

Entre los compuestos bioactivos presentes en los alimentos funcionales, los mas
estudiados son aquellos que actuan como antioxidantes, anticolesterolémicos,
anticancerigenos, etc. (Cruz, 2007). Un ejemplo son los compuestos fendlicos
llamados flavonoides que contienen en su estructura quimica un numero variable de
grupos hidroxilo-fendlicos, que cuentan con excelentes propiedades de quelacion de
hierro y otros metales de transicién, lo que les confiere una gran capacidad
antioxidante, desempenando un papel fundamental en la proteccion frente a los
fendbmenos de dafio oxidativo, ademas; poseen efectos terapéuticos en un elevado
numero de patologias, incluyendo la cardiopatia isquémica, la aterosclerosis y el

cancer (Martinez et al., 2002).

Uno de los flavonoides propuestos para este estudio es la quercetina, ya que ha

demostrado tener propiedades anticancerigenas, anti-mutagénicas, apoptdticas,
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anti-ateroescleroticas, antidiabéticas, antiinflamatorias, antibacterianas y antivirales

(Maalik et al., 2014; Ekstrom et al., 2011; Vicente et al.,2013).

Sin embargo, las caracteristicas farmacocinéticas de los flavonoides, no
presenta buena biodisponibilidad. En los alimentos, la quercetina se puede encontrar
en forma de aglicona, de glicésido o incluso en ambas formas. La estructura
mayoritaria en la que se presenta es unida a un azucar, en forma de glicosido (Figura
1). De este modo presenta una absorcion de 52% del total ingerido. El azucar unido
a la quercetina hace que la molécula sea mas hidrofilica y que tenga mayor peso
molecular. Por lo tanto, presenta menos capacidad de absorcién por difusion pasiva
y requiere transporte activo, a través, por ejemplo, del transportador de glucosa
sodio dependiente (SGLT1) localizado en la pared del intestino delgado (Vicente et

al., 2013).

OH
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HO @)
c |
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O4 O HoO OH
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Figura 1. Estructura quimica del flavonoide: Quercetina. Imagen tomada de Fortunato et al.

(2012).



Analizados estos datos de la capacidad de los flavonoides en enfermedades del
sindrome metabodlico se pretenden realizar estudios del comportamiento de la
quercetina en una matriz polimérica a base de inulina para su posible absorcion
completa y eficaz para su posterior utilizacién en el tratamiento de enfermedades

relacionadas con el sindrome metabdlico.
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3. ANTECEDENTES

3.1. NANOGEL

Un nanogel es una red polimérica tridimensional reticulada capaz de absorber
una gran cantidad de liquido sin disolverse debido a los enlaces fisicos o quimicos
formados entre sus cadenas (Escalona et al.,2014). Estas redes presentan una serie
de propiedades intrinsecas ideales para aplicaciones biomédicas, como un alto
contenido  acuoso, flexibilidad, @ compatibilidad celular y excelente
dispersidad/solubilidad en agua ademas de que se hinchan en presencia de ella,
aumentando apreciablemente su volumen mientras mantienen la forma hasta
alcanzar el equilibrio fisicoquimico (Molina et al.,2015). Representacion grafica en la

Figura 1.

Los nanogeles son materiales apropiados para aplicaciones en medicina debido
a su buena interaccion con los tejidos vivos, dado que por un lado muestran buenas
propiedades de biocompatibilidad, esto principalmente a su consistencia blanda,
elastica y contenido de agua (Pefiaranda et al.,2009). Por otro lado, son materiales
inertes por lo que las células y proteinas no tienden a adherirse a su superficie. La
termosensibilidad del nanogel es lograda gracias a la utilizacién de polimeros que
presentan cambios en su estructura cuando el ambiente en donde se encuentra
cambia de temperatura. Estos polimeros presentan una temperatura de transicion
de fase a partir de la cual su solubilidad en agua cambia drasticamente (Shang et

al., 2013).



Hasta hace poco, no habia consenso mundial sobre la definicion de nanogeles;
sin embargo, sobre la base de los resultados de varios grupos de investigacion, las
nanoparticulas de gel de <200 nm de tamano ahora se consideran nanogeles

(Yallapu et al., 2011)

rﬁh)

NP

; \

WY

Figura 1. Ejemplo nanogel con red tridimensional reticulada (basado en Escalona et al.,2014).

3 )

-

Imagen realizada con BioRender.com.

3.2. NANOPARTICULAS CARGADAS

Cuando nos referimos a un sistema de liberacién de farmacos por medio de
nanoparticulas es importante destacar que existen dos métodos utilizados para el
cargado de nuestro compuesto activo de interés: uno es el método de
adsorcion/absorcién, donde el principio activo es absorbido después de la formacion
de las nanoparticulas. El segundo método es el de incorporacion, nos referimos a

cuando el principio activo se incorpora en el mismo medio.

3.2.1. LIBERACION CONTROLADA DE FARMACOS A TRAVES DE
NANOPARTICULAS

Actualmente los métodos utilizados para evitar el desarrollo de enfermedades

del sindrome metabdlico, van desde el cambio del estilo de vida, pérdida de peso y



ejercicio. Esto también incluye el uso de farmacos para la reducciéon de estos

factores de riesgo. (Bahadori et al., 2019)

La administracion de nanocompuestos para la liberacion de farmacos es una de
las nuevas opciones terapéuticas estratégicas para la vectorizacién de principios
activos, asi como el aumento de la seguridad y eficacia de los tratamientos (Bahadori
et al.,, 2019). Un ejemplo de los sistemas convencionales es en las terapias del
cancer, algunos farmacos no distinguen entre las células malignas y normales y en
estos casos el farmaco puede ocasionar serios dafnos o incluso hasta la muerte, ya
que cuenta con limitaciones, desde las altas dosis no focalizadas y la baja eficiencia
(Yavuz et al.,2020; Escalona et al.,2014). Los sistemas conjugados polimero-
farmaco pueden disefarse para conseguir una vectorizacion del efecto hacia el
organo o ceélulas enfermas. Normalmente, la vectorizaciéon se logra uniendo al
conjugado soluble, receptores especificos como anticuerpos, hormonas o
carbohidratos, que idealmente seran reconocidos especificamente por receptores

de la superficie de las células de la zona dafiada (Reddy et al., 2012)

La liberacion del farmaco desde una matriz polimérica puede deberse a tres
tipos de mecanismos: liberaciéon desde la superficie de las particulas, difusién a
través de la matriz hinchada y liberacion debido a la erosion del polimero (Bencherif

et al., 2009)
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Sin embargo, es importante tener en cuenta el coeficiente de difusion del
principio activo a través del polimero, ya que esto garantizaria una velocidad de

liberacidén constante a un tiempo determinado (Escalona et al.,2014)

3.3. ADMINISTRACION PERORAL

Este tipo de administracion se centra en la liberacidon de farmacos a través de la
boca o tracto gastrointestinal (estdmago, Intestino delgado, colon). Por lo que se ha
estudiado a través de la ultima década la aplicacion de los sistemas de
nanoparticulas para su uso en la liberacion controlada de principios activos, ya que
estos tienen la capacidad de atravesar barreras biologicas a través de difusion
pasiva. También al modular sus propiedades de hinchamiento dependientes de un
estimulo externo (temperatura, pH, energia, etc.) para controlar sus caracteristicas
(tamario, forma, integridad fisica) podemos garantizar un aumento de tiempo de
permanencia en zonas diana, y a su vez la concentracion de principio activo deseado
liberandose en el lugar. Esto se utiliza comunmente para un tratamiento local o para

garantizar una absorcion sistémica (Martinez, 2017).

3.4. VECTORIZACION DE NANOPARTICULAS

Cuando nos referimos a vectorizacion, hablamos de una liberacion de principio
activo sobre un sitio especifico. Las estrategias para esta focalizacion son 3: Difusion

pasiva, difusion activa y la liberacion por estimulo (De la Torre,2019).
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La difusion pasiva u orientacidn pasiva, Figura 2.1, se da mediante la adicion de
un principio activo en un sistema de tamafo nano molecular o incluso
macromolecular, para que sea capaz de llegar a 6rgano o células dianas
pasivamente (Oropesa et al.,2012). La difusion activa u orientacion activa, Figura
2.2, se conoce que posee agente de direccionamiento, ya que va dirigida solo para
ciertos tipos de células, esto gracias a la conjuncion de ligandos selectivos en la
superficie de las nanoparticulas (Landin, 2016). Las interacciones entre estos
ligandos y los receptores que encontramos expresados en ceélulas, nos permiten
facilitar la internalizacién de las nanoparticulas. Este sistema garantiza un aumento

en la captacion de principio activo (David, 2017).

Mientras que la liberacion por estimulo, Figura 2.3, es caracterizada por
transportadores de farmacos que, al producirse un cambio, ya sea fisico o quimico
en el ambiente, suelen liberar su contenido. Este estimulo pueden ser cambios en
el pH, temperatura, cambios magnéticos, exposicion a luz o por biomoléculas
propias del ambiente. Para que este tipo de liberacion se lleve a cabo, los materiales
que conforman al transportador deben presentar sensibilidad fisica por medio de
protonacion especifica, escision hidrolitica, cambios moleculares o supra

moleculares (Mura S. et al. 2013).
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Figura 2. Estrategias de liberacién vectorizada de nanoparticulas en células diana. Imagen

realizada con Biorender.com.

3.5. NANOPARTICULAS ENTRECRUZADAS FiSICAMENTE

Cuando hablamos de métodos fisicos de entrecruzamiento nos referimos a la
reticulacion del farmaco en la matriz sin la necesidad de utilizar agentes quimicos,
ni foto-irradiacion que podrian ser toxicos para la salud y dafar la integridad de
células y proteinas. Estos agentes suelen ser un inconveniente a la hora de su
aplicacion in vivo, ya que es necesario extraer antes de su aplicacion, ocasionando
un gasto econdmico a nivel industrial (Hernandez, 2014). A través del tiempo estas
técnicas se han popularizado debido a que presentan una alternativa eficaz de bio-

produccion (Gomez, 2018). No obstante, debido a que el entrecruzamiento fisico
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depende de la interaccion de enlaces de hidrogeno o idnicas, incluso por
cristalizacidn, estos suelen ser sistemas inestables e impredecibles, ya que pueden
ser reversibles por factores externos como el cambio de pH, el nivel de fuerza iénica

del sistema de dispersion y la temperatura (Martinez, 2017)

3.6. LIBERACION CONTROLADA POR HINCHAMIENTO

Este sistema se caracteriza por la relajacion de las cadenas poliméricas que
permite el paso del principio activo al medio de disolucién, por lo tanto, la liberacion
del farmaco sera proporcional a la velocidad del hinchamiento del polimero

(Lizarzaburu, 2014; Martinez, 2017).

Una vez que se presenta el hinchamiento en el sistema polimérico, hay
presencia de dos caracteristicas: (1) La fase de hinchamiento: donde el estado vitreo
se separa del estado elastomeérico a determinada velocidad, (2) Interfase polimérica:
Donde se presenta una separacion entre el polimero hinchado y el medio de

disolucion. Representacion grafica en Figura 3.

La estructura quimica del material de matriz juega un papel importante en la
capacidad de hinchamiento del nanogel, ya que puede llegar a presentar cambios
conformacionales en presencia de estimulos como pH y/o temperatura. También la
presencia de grupos funcionales que llegan a presentar ionizacion en el medio. Se
sabe gracias a Ramirez et al. (2016) que la presencia de grupos funcionales

anionicos en los nanomateriales, determinan el grado de hinchamiento de las
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nanoparticulas, ya que se observa un aumento en el hinchamiento en presencia de
cambios de pH, mientras que con grupos cationicos hay una disminucion del

hinchamiento.

3.7. LIBERACION CONTROLADA QUIMICAMENTE

Este tipo de liberacion se caracteriza por la intervencion de algun disolvente o
estimulo en la matriz polimérica. Esta reaccién de liberacion puede deberse por un
ataque hidrolitico o enzimatico a un enlace con caracteristicas débiles, ionizacion o

protonacion (Saez et al., 2004)

Actualmente se conocen dos subtipos de liberacién controlada quimicamente
para sistemas matriciales. La liberacion llevada a cabo por la erosion de la pared
matricial y liberacion por la relajacion de las cadenas laterales del polimero (Zahin

et al., 2020):

3.7.1. LIBERACION POR SISTEMAS EROSIONABLES

La liberacién por erosién sigue otras leyes a diferencia de las demas, ya que la
fraccion libre es igual a la cantidad de matriz hidrolizada. La erosién tiende a no ser
una variable controlada, ya que tiende a ocurrir de forma gradual y la difusién de
nuestro principio activo no es despreciable (Costa, 2004). Una de las grandes
ventajas que posee la liberacion por erosion del polimero, es la biocompatibilidad

con el medio (Sevim et al.,2018).
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3.7.2. LIBERACION POR SISTEMAS CON CADENAS LATERALES

Este sistema se basa en la union quimica del farmaco o principio activo a las
cadenas poliméricas de la pared matricial. Esta unién llega a desprenderse por una

ruptura hidrolitica o de tipo enzimatico por parte de los enlaces (Martinez, 2017).

é - pn
= = Estimulo . Estimulo

¥ o v v v

Liberacioén por Liberacion Liberacion Libel_'acig‘;p
hinchamiento por pH : por erosion por difusion

Figura 3. Tipos de liberacion en sistemas matriciales. Imagen creada en BioRender.com.

3.8. MODELOS MATEMATICOS DE CINETICAS DE LIBERACION

Actualmente se cuenta con una serie de modelos matematicos con los cuales
es posible predecir la cinética y mecanismos de liberacion que llegan a presentar los

sistemas matriciales. Esto debido a que es normal encontrar mas de un sistema de
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liberacion (difusion, hinchamiento, erosion, etc.), Se debe considerar que la
liberacidon del principio activo esta estrechamente relacionada con la naturaleza del

principio activo, el agente encapsulante y el medio de disolucion (Caucoto, 2014).

Entre los modelos matematicos para prediccion de cinética de liberacion
encontramos a: Korsmeyer & Peppas, Higuchi, y Hixson-Crowell y se describen a

continuacion:

3.8.1. MODELO CINETICO KORSMEYER & PEPPAS

Este modelo se desarroll6 a fin de relacionar la liberacion del principio activo en
contraste con el tiempo, gracias a una ecuacion exponencial. Se emplea para
explicar el mecanismo en donde se presenta una erosion y/o disolucion de matriz.
Este modelo es principalmente, para un ajuste del 60%-70% de la cantidad de

principio activo liberado

Donde M: es la cantidad de farmaco liberado en t (tiempo), M« es la cantidad

total de farmaco liberado o que se liberara en un tiempo infinito, k es la constante
cinética, y n es el exponente difusional (Martinez, 2017). Un valor de n igual a 0.5,
nos dice que el mecanismo de liberacion es de tipo Fickiano; cuando n va de 0.5-1
nos indica un mecanismo de liberacién no Fickiano, y si n es igual a 1, es un

mecanismo de orden cero. Para valores que sobrepasan 1, la liberacion es debido
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a larelajacion de las cadenas poliméricas de la pared matricial (Jiménez, 2017). Esta

ecuacion no es mas que una forma generalizada de la ecuacion de Higuchi.

El uso de esta formula conlleva a un determinado perfil de condiciones que se

deben cumplir para su aplicacién:

e El vehiculo debe ser de geometria plana y no degradable.

e La liberacion debe ser unidimensional. Ya que solo presenta buenos
resultados cuando hay una relacion de diametro/ espesor o ancho/ espesor
de 10/1

e La difusién del principio activo debe ser independiente de la concentracion
del soluto.

e Como se menciona anteriormente Mt/Mc0<0.60.

Tabla 1. Exponente n en la ecuacion Peppas & Korsmeyer, mecanismo asignado para la

liberacion del farmaco de matrices poliméricas (Peppas, 1985).

Capa delgada Cilindro Esfera Mecanismo de Liberacién

0.5 0.45 0.43 Difusién "Fickiana"

0.5<n<1.0 0.45<n<0.89  0.43<n<0.85 Transporte anémalo

1 0.89 0.85 Transporte tipo |l

3.8.2. MODELO DE HIGUCHI
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Con este modelo se predice el proceso de liberacion a partir de la superficie o
cara de la matriz polimérica a favor del gradiente de concentracion. Es aplicable

cuando el hinchamiento y erosién tienden a un comportamiento depreciable.

M kt'2 (2)

Moo

En donde Mt representa la cantidad del principio activo en el tiempo (t), Mco es

la cantidad de principio activo que se liber6 a tiempo infinito y k es la constante de
velocidad de liberacion (Siepmann y Peppas, 2011). Esto dara lugar a una linea

recta si el sistema se ajusta al modelo.

El valor de n nos ayuda a la prediccion del mecanismo de liberacion, en general:

e Sinnes0.43-0.5: Indica liberacion por difusion de Fick (Se puede aplicar
Higuchi después).

e Sin es 0.85-1: Indica relajacién de las cadenas laterales del polimero
(Caso Il). Aqui la liberacion es independiente de la cantidad de farmaco
libre, ya que es constante con el tiempo.

e Sin se encuentra entre los dos casos anteriores; La liberacion se esta
llevando a cabo por mas de dos mecanismos (difusion, relajacion de
cadenas laterales), a esto se le conoce como transporte anémalo. Se
puede utilizar el modelo de orden uno o modelo de Peppas-Sahlin.

e Sines mayora 1: Se le conoce como transporte super caso Il, ya que

este presenta tiempos de liberacion muy elevados (Martinez, 2017).
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e Sin es <0.50: se confirma la existencia de otro método de liberacién

diferente al de difusion

3.8.3. MODELO DE WEIBULL

Este modelo se utiliza principalmente en la comparacion de disolucion de

farmacos de matrices poliméricas

M = My[1 — e=(t-Db/a] (3)

Donde M representa la cantidad de farmaco disuelto a t, tiempo, Mo es el total
del farmaco liberado, y T es el intervalo de tiempo analizado en el proceso. “a’ y “b”
son escalas de tiempo diferentes del tiempo y la forma de la curva de disolucion,

respectivamente.

Se utiliza “b” para la interpretacion de la mecanica de liberacion sobre tiempo.

Donde:

Tabla 2. Interpretacion de la mecanica de liberacidon con el valor de la potencia de tiempo (b)

con la ecuacion de Weibull (V. Papadopoulou et al., 2006).

b Interpretacion de la mecanica de liberacion

<0.35 Espacios altamente en desorden.
0.35-0.69 Difusién en un sustrato fractal.

0.69-0.75 Difusion en un espacio euclidiano normal.

Difusidon en un espacio euclidiano normal, con

0.75-1 . ) . , .
otros mecanismos implicados en la liberacion.
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3.9. NANOESTRUCTURAS EN ALIMENTOS

La encapsulacién de componentes activos se presenta hoy dia como una
tecnologia en expansion con un alto potencial de aplicaciones tanto como en el area
farmacéutica e industria alimenticia (Huang et al., 2010). Con un enfoque
nanotecnolégico se pretende generar una innovacion en las caracteristicas
organolépticas de los alimentos, como textura, sabor, atributos sensoriales, fuerza
de coloracion, procesabilidad y estabilidad durante la vida util, lo que lleva a una
amplia gama de posibilidades para la creacion de productos nuevos (Ezhilarasi et

al., 2013).

La efectividad de los productos nutracéuticos en la prevencion de enfermedades
depende de la preservacion de la biodisponibilidad de los ingredientes activos
(Singh, 2016). Esto representa un desafio formidable, dado que solo queda una
pequena proporcion de moléculas disponibles después de la administracion oral,
debido a un tiempo de residencia gastrico insuficiente, baja permeabilidad y / o
solubilidad dentro del intestino, asi como inestabilidad en condiciones encontradas
en el procesamiento de alimentos (temperatura, oxigeno, luz) o en el tracto
gastrointestinal (pH, enzimas, presencia de otros nutrientes), todo lo cual limita la
actividad y los posibles beneficios para la salud de las moléculas con funcion

nutracéutica (Tapal et al.,2012).

Se sabe que la adicidn o fortificacion con estos nanoencapsulados en los

alimentos que hacen parte de la canasta basica familiar, es una de las estrategias
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mas empleadas para prevenir y eliminar las deficiencias nutricionales y también para
la prevencion de enfermedades, gracias a que estos alimentos logran llegar a gran

parte de una determinada poblacién (Guerra et al., 2016).

Un ejemplo muy conocido de la aplicacion de nanoparticulas en alimentos son
las de oxido de hierro, usado como colorante alimenticio. Las nanoestructuras de
hierro son utiles para enriquecer ciertos alimentos y compuestos con este metal, ya
que la deficiencia de este micronutriente en la salud humana es una de las mas

comunes (Avalos, 2016).

En lo que respecta a la nanotecnologia en alimentos procesados. El uso de
nanoparticulas en diversos campos de la ciencia de los alimentos y la microbiologia
de los alimentos, incluido el procesamiento de alimentos, el envasado, el desarrollo
funcional de alimentos, la seguridad alimenticia, la deteccion de patdgenos
transmitidos por alimentos y la extension de la vida util de los alimentos y / o
productos alimenticios (Singh et al., 2017). El tamafio de particula puede afectar
directamente el suministro de cualquier compuesto bioactivo a varios sitios dentro
del cuerpo, ya que se observdo que, en algunas lineas celulares, solo las
nanoparticulas submicrométricas se pueden absorber de manera eficiente, pero no

las microparticulas de mayor tamano (Ezhilarasi et al., 2013).

Un sistema de administracion ideal debe tener las siguientes propiedades: (i)
capaz de administrar el compuesto activo con precision en el lugar objetivo (ii)

garantizar la disponibilidad a un tiempo objetivo y una velocidad especifica, y (iii)
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eficiente para mantener los compuestos activos en niveles adecuados por largos

periodos de tiempo (en condiciones de almacenamiento) (Singh et al. 2017).

Los ingredientes alimenticios nano-estructurados se estan desarrollando con la
afirmacion de que ofrecen un sabor, textura y consistencia mejorados (Singh et al.,
2017). La nanotecnologia aumenta la vida util de diferentes tipos de materiales
alimenticios y también ayuda a reducir el desperdicio de alimentos debido a la

infestacion microbiana (Pradhan et al., 2015).

La nanotecnologia aplicada en la formacion de encapsulados, emulsiones,
matrices de biopolimeros, soluciones simples y coloides de asociacion ofrece
sistemas de entrega eficientes. Los nano-polimeros estan tratando de reemplazar
los materiales convencionales en el envasado de alimentos (Singh, 2016), esto
debido a la demanda mundial en material de productividad segura y sostenible para
evitar un impacto ambiental. Esta implementacion tiene como ventajas: Innovacion
tecnoldgica, tamafos compactos sin afectar el rendimiento, mayor conservacion de

alimentos y aumento de la vida util (Elizondo et al., 2011).

Las nanoparticulas tienen mejores propiedades de encapsulacién y eficiencia
de liberacion que los sistemas de encapsulacion tradicionales. Las nano-
encapsulaciones enmascaran olores, sabores, controlan las interacciones de los
ingredientes activos con la matriz alimentaria, controlan la liberacion de los agentes
activos, aseguran la disponibilidad a un tiempo objetivo y una tasa especifica, y los

protegen de la humedad, el calor (Ubbink et al., 2006), quimicos, o degradacién
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biolégica durante el procesamiento, almacenamiento y utilizacién, y también exhiben
compatibilidad con otros compuestos en el sistema (Weiss et al., 2006). Ademas,
estos sistemas de suministro poseen la capacidad de penetrar profundamente en
los tejidos debido a su tamafio mas pequefio y, por lo tanto, permiten el suministro
eficiente de compuestos activos a los sitios objetivo del cuerpo (Lamprecht et al.,

2004).

3.10. INULINA

Los enlaces B- (2-1) D-frutosil fructosa estan presentes entre las unidades de
fructosa de inulina y la configuracién 3 del carbono anomérico, lo que hace que no
sea digerible en el intestino delgado humano, sin embargo, puede ser fermentado

en el intestino grueso por la microbiota intestinal (Figura 4) (Shoaib et al., 2016).

El fructano de tipo inulina consiste en unidades de (-D-fructosilo unidas
linealmente (2 — 1), enlazadas al resto fructosilo de sacarosa. En la inulina de

achicoria, el numero de unidades de fructosa varia de 2 a 60 lo que indica una
combinacion de oligobmeros y polimeros (A.C Apolinario et al., 2014; Paixao et al.,

2013).

La inulina actua como fibra dietética, ya que es un ingrediente alimenticio no
digerible, siendo degradada solo por la microbiota del colon, lo que significa que
tiene accion prebidtica (Beirdo-da-Costa et al., 2013). Llevada a cabo la

fermentacién por bacterias sacaroliticas, se liberan metabolitos que llegan a
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promover funciones fisiolégicas como la proliferacion de mucosa, inflamacion,
carcinogénesis y eliminacion de compuestos nitrogenados (Marti del Moral et al.,

2003).

Figura 4. Estructura quimica de la inulina. Imagen creada por BioRender.com.

En el intestino, la inulina se convierte en acidos grasos de cadena corta (SCFAs,
del inglés short-chain fatty acids), que luego se convierten en cetonas saludables
que alimentan a los tejidos. Los SCFAs también pueden nutrir a las células del
intestino grueso y producir mas hormonas que controlan el apetito en el cuerpo
(Shoaib et al., 2016). También tienen influencia en el aporte de energia de los
colonocitos, esto origina un efecto protector contra enfermedades metabdlicas como

la diabetes, y contra la obesidad (Den Besten et al., 2013).
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El DP (Grado de polimerizacion) y las ramificaciones estan asociados a la
funcionalidad y propiedades fisico-quimicas de una macromolécula, siendo en
inulina vegetal relativamente baja (maximo < 200). Por otro lado, la inulina presente
en las bacterias tiene un DP muy alto, que oscila entre 10.000 y mas de 100.000;
ademas, una inulina bacteriana es un 5% mas ramificada que la inulina vegetal

(Apolinario et al., 2014).

Como se mencionaba anteriormente, las propiedades fisicoquimicas de la
inulina estan estrechamente relacionadas con su DP (Mudannayake et al., 2015). La
fraccion de cadena corta, oligofructosa, tiende a presentar una solubilidad mas alta
y con un caracteristico sabor mas dulce, que la inulina nativa, mientras que la
fraccion de cadena larga es menos soluble, mas viscosa y mas termoestable que la

inulina nativa (Apolinario et al., 2014).

En apariencia, se trata de un polvo blanco inoloro y de sabor neutro, con
particulas finas que tienen mayor claridad (Saavedra et al., 2014). La mayoria de
sus propiedades fisicas se establecen a partir de un sistema en estado sélido, donde

las moléculas tienen una movilidad restringida

La solubilidad de la inulina en agua aumenta notablemente con la temperatura,
observandose solubilidades casi nulas a 25 °C y alcanzando aproximadamente el
35% (p/v) a 90 °C. La solubilidad puede disminuir al aumentar el DP (Mudannayake
et al., 2015). Partes de la estructura molecular, especificamente los grupos hidroxilo,

son mas capaces de interactuar con el agua que otras partes. Esto proporciona a la
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inulina cierto caracter tensioactivo y es capaz de formar geles estables con agua en
concentraciones de 13-50%. Las propiedades gelificantes para inulina de achicoria
estandar e inulina de cadena larga pueden ser mayores del 25% y 15%,

respectivamente.

Sin embargo, la estabilidad quimica de la inulina disminuye en entornos acidos

a pH = 4 debido al tiempo de calentamiento y al aumento de temperatura, limitando

asi las aplicaciones de inulina en alimentos acidos, especialmente calentados a

temperaturas superiores a 60 °C (Oztlrk et.al., 2017).

3.11. USO DE INULINA COMO MATRIZ POLIMERICA

A través de los ultimos afos se ha estudiado la posibilidad de utilizar
ingredientes y/o materiales con la capacidad de poseer propiedades fisicas que
proporcionen una pared o matriz protectora en lo que respecta a la encapsulacion
de alimentos y farmacos. Este tipo de proteccién ofrece una estabilidad quimica, y

proteccion ante agentes externos.

Uno de los materiales que han presentado una excelente opcion para la
formacién de una matriz protectora es la inulina, que aparte de tener un costo bajo,

tiene propiedades benéficas para su consumo humano (Castel et al., 2018).

Las propiedades fisicoquimicas de la inulina como su capacidad de formar gel y

temperatura de transicion vitrea, entre otras, han sido estudiadas con el objetivo de
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tener informacién sobre el comportamiento reoldgico de esta, cuando es adicionada
a un sistema alimenticio. El gel de inulina es una red tridimensional de particulas sub
micrémicas insolubles con gran cantidad de agua inmovilizada la cual asegura la
estabilidad fisica. Cuando las concentraciones exceden el 15%, la inulina tiene la

capacidad de formar gel o crema (Mufioz et al., 2012).

La longitud, composicion y polidispersidad de las cadenas que incorporan
unidades de fructosa en la inulina dependen de la especie vegetal, la fase de su ciclo
de vida, la fecha de recoleccion y los procedimientos de extraccion y post extraccion

(Abed et al., 2016).

3.12. SINDROME METABOLICO

Se le conoce como inflamacién a la respuesta patoldgica a diversos estimulos
externos. Esta reaccion ha sido estudiada a través de los afos por su relacion
intrinseca en el desarrollo de muchas enfermedades crénicas (Inflamacion del
intestino, enfermedades cardiovasculares, diversos tipos de canceres,
aterosclerosis, enfermedades neurodegenerativas y artritis reumatoide) (T. Li et al.,

2019).

Es diagnosticada clinicamente cuando un individuo presenta tres o mas de las
siguientes condiciones: Aumento de la circunferencia de la cintura, hipertension,

resistencia a la insulina, triglicéridos altos y niveles bajos de colesterol HDL.
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(Algahtani et al., 2020). Su desarrollo se manifiesta por factores genéticos,

ambientales e ingesta de alimentos sin valor nutricional (Prieto-Gomez et al., 2017)

3.13. FLAVONOIDES

Los flavonoides son pigmentos naturales presentes en los vegetales, que
protegen al organismo del dafo producido por agentes oxidantes, como los rayos
ultravioleta, la polucion ambiental, sustancias quimicas presentes en los alimentos,
etcétera (Martinez-Florez et al., 2002). En la Figura 5, se presentan las estructuras

basicas de los flavonoides mas comunes.

Contienen en su estructura quimica un numero variable de grupos hidroxilo
fendlicos y excelentes propiedades de quelacion del hierro y otros metales de
transicion, lo que les confiere una gran capacidad antioxidante. Por ello,
desempeinan un papel esencial en la proteccion frente a los fendbmenos de dafio
oxidativo, y tienen efectos terapéuticos en un elevado numero de patologias,

incluyendo la cardiopatia isquémica, la aterosclerosis y cancer.

Algunos flavonoides, como la catequina y la quercetina pueden captar
directamente especies reactivas de oxigeno (ROS), como superodxido (O2-), agua
oxigenada (H202) o acido hipocloroso (HOCI), que pueden ser muy dafinos para
lipidos, proteinas y ADN. Los flavonoides actuan capturando radicales libres con
formacién del radical flavinico, mucho menos reactivo, ya que los electrones

desapareados estan mas deslocalizados. Los flavonoides también pueden quelar
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iones metalicos de transicion (hierro y cobre), lo que evitaria la formaciéon de ROS
obtenidos por la reaccion de Fenton (De Luis et al.,, 2008). La capacidad para
modular la actividad de muchas enzimas y, consecuentemente, interferir en los
mecanismos de sefializacidn y otros procesos celulares puede deberse, en parte, a
las caracteristicas fisicoquimicas de estos compuestos. La presencia de grupos
hidroxilos aromaticos, que son relativamente reactivos, permite el establecimiento
de puentes de hidrogeno o uniones covalentes y la posibilidad de formar complejos
con iones metalicos como el cobre (Cu?*) y el hierro (Fe?*). Esto ultimo limita la
actividad de estos iones para interactuar con proteinas, para hacerlo con moléculas
mas simples, tales como radicales o intervenir en reacciones de oxidacion y

reduccion (Alvarez et al., 2003)

Se ha propuesto que los flavonoides ejercen efectos beneficiosos en la
prevencion de una gran cantidad de enfermedades, incluyendo cancer,
enfermedades cardiovasculares y de caracter antiinflamatorio. Recientemente
hemos revisado la evidencia en constante crecimiento que respalda el papel
beneficioso de los flavonoles en enfermedades cronico degenerativas y los posibles
objetivos moleculares involucrados (Chavez et al., 2016; De Luis et al., 2008; Maalik
et al.,, 2014). Sin embargo, algunas preguntas fundamentales con respecto a la
eficacia, el mecanismo de accion y la biodisponibilidad de los flavonoides siguen sin

respuestas.

Pese a la amplia diversidad de efectos que han mostrado los flavonoides in vitro

y ex-vivo, estos han mostrado ser muy poco solubles, poco biodisponibles, y
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altamente bio-transformados en el organismo. A esto se le conoce como la paradoja
de los flavonoides (Pérez et al., 2012). Uno de los factores que afecta en la
solubilidad de este compuesto es que se encuentran presentes en formas
glicosiladas, con azucares asociados como glucosa o ramanosa comunmente, sin
embargo, también se encuentran azucares como galactosa, xilosa y acido

glucuronico.

0 oy

Flavonoides Isoflavoncides Neoflavonoides

OH OH OH
0 0 o

2'-0OH-chalcona 2'-0OH-dihidrochalcona 2'-OH-retro-chalcona

Aurona Auronol

Figura 5. Tipos de flavonoides mas basicos segun su estructura (Cabrera 2009).

Tras varios estudios, se llega a la conclusion que lo que podria alcanzar sus
objetivos bioldgicos son los metabolitos conjugados. Sin embargo, los niveles de los
metabolitos circulantes son bajos (menos de 1 micro Molar) y su vida media en

plasma es muy corta de 1 a 2 horas. La informacion disponible sobre los efectos in
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vitro de estos metabolitos indica que son menos activos que los compuestos

originales y, a menudo, totalmente inactivos (Barat et al., 2020).

3.14. QUERCETINA

El grupo mas representativo de flavonoides presente en los alimentos es la
quercetina, presente en cebolla (con 1.2 g/Kg de peso fresco), el vino tinto y el té
que contienen hasta 45 mg/L, manzana y frijol negro (Rodriguez, 2017). La
quercetina es un acido débil que presentan baja solubilidad en agua y posee un pKa
cercano a 6. También se informa que tiene efecto sobre el aumento de la apoptosis
celular mutada mediante la modulacién de las vias de sefalizacién celular, lo que
deriva en la inhibicion del crecimiento del cancer (Nam et al., 2016). Esta actividad
se llega a presentar contra diferentes lineas celulares de cancer como la leucemia
HL-60, cancer de colon SW-480, el cancer de mama murino 4T1 y las células
tumorales epidermoides A431 (Yuan et al., 2012; Shan et al., 2009; Kim et al., 2013;

Huang et al., 1999)

Sin embargo, la aplicacion de quercetina en productos farmaceéuticos todavia es
limitada debido a su escasa biodisponibilidad, naturaleza hidréfoba y baja
estabilidad. Después de la ingestion oral, los flavonoides estan sujetos a
modificaciones quimicas dentro del tracto gastrointestinal por las enzimas del
huésped y la microbiota y luego se metabolizan después de la absorcion en la pared
intestinal, el higado y los tejidos periféricos (Zeng et al., 2021). La matriz alimentaria

también puede influir en el metabolismo y la absorcidn gastrointestinal. Por lo tanto,
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dentro de nuestra dieta diaria habitual, una multitud de compuestos estan presentes
en la luz, la sangre y los tejidos gastrointestinales. Las concentraciones alcanzadas
para la mayoria de estas sustancias estan por debajo del rango micromolar

(Wandersleben et al., 2018)

La mayoria de la quercetina se metaboliza en el intestino y el higado después
de la administracién oral, y solo el 5,3% de la quercetina no modificada esta
biodisponible. Ademas, la quercetina se destaca por tener baja solubilidad y es
propensa a cambiar bajo condiciones encontradas durante el procesamiento de
alimentos y productos farmacéuticos e inestabilidad en medio fisiolégico (Li et al.,

2018; Kumari et al., 2010).

Makris y Rossiter (2000) comentan que la descomposicion oxidativa de la
quercetina se presenta en un medio de tampdédn de fosfato de pH 8. Las
concentraciones de quercetina llegan a disminuir después de 240 min a 97 °C hasta
un 16% con una velocidad de degradacion de 4.3x10°5 mM/s. A continuacion, en la

Tabla 3, se presentan las caracteristicas fisicoquimicas de la quercetina:
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Tabla 3. Caracteristicas fisicoquimicas de la quercetina (Nam et al., 2016).

Caracteristica Quercetina
Masa molar (g/mol) 302.238
pKa 6.38
Log P 2.16
Solubilidad Agua 0.00215
Metanol 27.8

3.14.1. PROPIEDADES ANTIINFLAMATORIAS

Poco se sabe sobre los mecanismos de accion que llega a presentar la
quercetina para ejercer sus propiedades antiinflamatorias. Una de las teorias mas
acertada es que inhibe la actividad del acido araquidénico por medio de la fosfolipasa
A2 (PLA2), ciclooxigenasa (COX) y la lipoxigenasa (LOX). Como también la
inhibicion de la enzima encargada de la produccion de 6xido nitrico (enzima é6xido
nitrico sintasa). El resultado de estas inhibiciones es la disminucién de mediadores
de la inflamacion como lo son acido araquiddnico, prostaglandinas, leucotrienos y

oxido nitrico (Pourcel et al. 2005).

Sin embargo, a diferencia de los demas flavonoides, quercetina y epicatequin-

3-galato, activan ATP-Binding cassette-A1, mejor conocido con el transportador

34



ABCA1. También reduce proteinas quimio atrayente de macréfagos tipo 1 (MCP-1)

e inhiben la produccién de PCR (Maravillas, 2017).

En la Figura 6, podemos observar las diferentes rutas que la quercetina es capaz
de tomar in vitro, atacando diferentes blancos terapéuticos a fin de causar un

beneficio protector en la salud del consumidor.

EFECTOS BIOLOGICOS

[ 1
I |
ERINCIIO | Quercetina '
| o ~ |
| Radicales [l P28 A " L | Produccion
| libres / \ prostaglandinas
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TERAPEUTICO |

SINDROME METABOLICO

Figura 6. Representacion de los diferentes efectos de la quercetina en un sistema in vivo

(Zeng et al., 2021). Imagen realizada en BioRender.com.

3.14.2. PROPIEDADES ANTIDIABETICAS
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Varios han sido los trabajos publicados que destacan las propiedades de la
quercetina como promotor de la adipogénesis. Perdicaro et al. (2020) mostraron
resultados donde quercetina redujo significativamente los tamafios de adipocitos en
ratas, especificamente en el tejido adiposo blanco del epididimo; mejoro la
angiogénesis y la adipogénesis y atenuo la resistencia a la insulina y la inflamacion.
Ellos confirman que el uso de quercetina en una dieta promueve una expansion
positiva en los adipocitos, logrando que mejore la angiogénesis y la adipogénesis.
Estos factores contribuyen en reducir la hipertrofia adiposa, la inflamacién y la

resistencia a la insulina.

3.15. METABOLISMO DE LA QUERCETINA

La quercetina es altamente sensible a la temperatura, encontrandose productos
de degradacion desde los 35 ° C. La degradacion térmica de quercetina disminuye
en medio acido, mientras que, en medio basico, la aglicona esta sujeta a procesos
de autooxidacion, independientemente de la temperatura. Se sabe gracias a Jing
Wang & Zhao que la velocidad de degradacion de quercetina a 37 ° C llega a

aumentar hasta 12 veces cuando se modifica el pH de 6.0 a 7.5 (Wang, 2016)

Se ha aclarado durante la ultima década que, a pesar de que la quercetina no
esta presente en el plasma como aglicona, si esta presente conjugada con acido

glucuronico y sulfato.
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Los glucdsidos son hidrolizados por la boca y las bacterias intestinales por la
lactasa floridizina hidrolasa en las células epiteliales, pero algunos también pueden
absorberse intactos a través del transportador de glucosa SGLT1 para hidrolizarse
intracelularmente. Estos glucosidos también son hidrolizados por la actividad
bacteriana en el colon donde se forman las aglicona (Kumari et al., 2010). La
quercetina se conjuga rapidamente con acido glucurdnico y / o sulfato durante el
metabolismo de primer paso en la pared intestinal o en el higado, donde puede ser
que una parte de los metabolitos también se metilan. Las enzimas responsables de
estos procesos metabolicos son UDP glucuronosiltransferasas, sulfotransferasas y
metiltransferasas y los principales metabolitos de la quercetina en el plasma humano
son la quercetina-3-glucurdnido, la quercetina-3 -Sulfato e isorhamnetina-3
glucuronico (3-Metil-quercetina-3-glucurénido) (Boelens et al., 2018). Estas
moléculas suelen retenerse en el intestino grueso por 6 horas en una administracion

oral (Figura 7).

Sin embargo, debido a la naturaleza de la molécula de quercetina, esta suele
presentar problemas de estabilidad quimica en medio alcalino, posiblemente por el
ataque de iones hidroxilos en el anillo C, que es donde se localiza el grupo hidroxilo,

anteriormente visto en la Figura 1.
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Figura 7. Esquema farmacocinético de la quercetina. Tomada de Pérez et al. (2012).

3.16. SECADO POR ASPERSION

El secado por aspersion se aplica ampliamente en la industria farmacéutica para
producir medicamentos, excipientes en bruto o hacer el proceso de
microencapsulacion. Esta técnica transforma las soluciones liquidas en polvo seco
en un solo paso y es factible para la ampliacion de la microencapsulacién en una
operacion de procesamiento continuo de particulas que se puede usar en una amplia

variedad de materiales (Karine et al., 2009).

Diferentes autores han confirmado que la utilizacion de esta técnica, garantiza
la estabilidad de las moléculas, asi como las propiedades; Un ejemplo de estudio es

el elaborado por F. Sansone et al. (2011) donde por medio de microscopio
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electronico de barrido (MEB) y dispersion de luz dinamica (DLS), llegan a la
conclusion que la técnica de secado por aspersion es idénea para microencapsular

y estabilizar flavonoides (Sansone et al., 2011).

Las nanoparticulas tienen mejores propiedades de encapsulacién y eficiencia
de liberacion que los sistemas de encapsulacion tradicionales. Las nano-
encapsulaciones enmascaran olores, sabores, controlan las interacciones de los
ingredientes activos con la matriz alimentaria, controlan la liberacion de los agentes
activos, aseguran la disponibilidad a un tiempo objetivo y una tasa especifica, y los
protegen de la humedad, el calor (Ubbink et al., 2006), quimicos, o degradacién
biolégica durante el procesamiento, almacenamiento y utilizacidn, y también exhiben
compatibilidad con otros compuestos en el sistema (Weiss et al., 2006). Ademas,
estos sistemas de suministro poseen la capacidad de penetrar profundamente en
los tejidos debido a su tamafio mas pequefio y, por lo tanto, permiten el suministro
eficiente de compuestos activos a los sitios objetivo del cuerpo (Lamprecht et al.,

2004).

Con esta técnica de encapsulacién, la morfologia de particulas obtenidas es
generalmente esférica, con un tamano que va de 10-50 ym. Sin embargo, este
tamano esta estrechamente relacionado con el fluido de alimentacion, asi como las
condiciones de operacion. Muchas veces esta técnica es considerada como ‘técnica
de inmovilizacion” mas que de encapsulacion, ya que parte de los activos tienden a

quedarse expuestos en la superficie de la particula (Caucoto, 2014).
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3.17. MODELOS IN VITRO

Uno de los recursos mas importantes para poner a prueba hipotesis en el
desarrollo de nuevos modelos experimentales es la utilizacion de modelos in vitro.
Estos simulan condiciones naturales que se aproximan a resultados que se podrian

presentar en experimentos in-vivo (Fina, 2013).

Estos modelos nos sirven como referencia de la capacidad de fungir como
herramientas para el analisis de su comportamiento in-vivo (Escobedo et al., 2015).
A continuacion, se mencionan algunos de los modelos celulares mas utilizados que
se aproximan a resultados que se podrian presentar en experimentos in-vivo (Fina,

2013).

3.17.1. MODELOS CELULARES DE HEPATOMA HUMANO

El hecho de que el higado sea el 6rgano mas activo en el metabolismo de los
farmacos lo convierte en una diana muy vulnerable. De hecho, la hepatitis toxica
constituye el 14% de los casos de lesion hepatica que ingresan en un hospital y son
una de las causas principales de fallo hepatico agudo requiriendo con frecuencia un
trasplante hepatico (Escalona et al., 2014; Yallapu et al., 2011). Ademas, la
hepatotoxicidad supone la causa principal de la interrupcion del desarrollo pre clinico
y clinico de nuevos medicamentos, asi como de la retirada del mercado o de

restriccion de las indicaciones de farmacos ya aprobados.
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La linea de hepatoma humano HepG2 es la mas utilizada y quiza por ello la
mejor caracterizada funcionalmente (Yuan et al., 2012). Se dispone de informacion
muy exhaustiva sobre los efectos de un elevado numero de compuestos
(hepatotoxicas modelo, farmacos, compuestos quimicos) sobre muchos parametros
indicativos de toxicidad celular (viabilidad, integridad de la membrana, proliferacion
celular, niveles de ATP, estrés oxidativo, potencial de membrana mitocondrial, etc.)
utilizando diferentes tecnologias (ensayos convencionales de toxicidad,
metabolomica, transcriptomica y analisis de imagen de alto contenido) (Huang et

al.,2010).

3.17.2. MODELOS CELULAR CACO-2

De las células mas utilizadas para la simulacion de mucosa intestinal se
encuentran las células aisladas de carcinoma de colon humano (Caco-2) la cual
puede llegar a presentar una alta diferenciacion. (Calderon., 2013). Esta linea
celular, pertenece a la lista de métodos aceptados por la Food and Drug
Administration (FDA) de Estados Unidos, para implementacion en analisis referentes

a permeabilidad y absorcion de farmacos (Martirosyan et al., 2016).

3.17.3. MODELO CELULAR MACROFAGOS MURINOS

La linea celular RAW 264.7 se utiliza para el analisis de la respuesta
inmunomoduladoras, ya que en presencia de LPS tiende a liberar citocinas.
(Karnjanapratum et al., 2011). Deriva de la linea celular de monocito/macrofago

RAW264.7. Gracias a su necesidad de LPS para la produccion de oxido nitrico (NO),
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hace que su tendencia sea mas parecida a la de un macréfago normal (Reales.,

2014).
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4. HIPOTESIS

Es posible elaborar un sistema de entrega de compuestos bioactivos,
basandonos en técnicas de vanguardia, para la utilizacién de biopolimeros en el
desarrollo de alimentos funcionales para su potencial uso como adyuvante en el

tratamiento y/o prevencion de enfermedades del sindrome metabdlico

5. OBJETIVO GENERAL

El objetivo principal de esta tesis es sintetizar y evaluar nanoparticulas a base
de la fibra soluble inulina cargadas con un compuesto fendlico por medio del método
de secado por aspersion para su posterior evaluacién como posible tratamiento para
la disminucién de la inflamacion en enfermedades del sindrome metabdlico. Con
esto propdsito se desarrollaron nanoparticulas con una matriz polimérica de inulina
cargadas con quercetina. En los capitulos 2 y 3 se estaran presentando y evaluando

los analisis elaborados en este proyecto.

6. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Optimizacion a base de un disefio de experimentos para la elaboracion
de nanoparticulas de inulina por el método secado por aspersion.
2. Encapsulacion de quercetina por el método de secado por aspersiéon a

una matriz polimérica de inulina.
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Caracterizacion de nanoparticulas cargas y no cargadas por medio de
dispersion de luz dinamica y evaluacion del potencial zeta.
Caracterizacion de nanoparticulas cargas y no cargadas por medio de
microscopia de fluorescencia.

Caracterizacion por su actividad antioxidante por medio de DPPH.
Evaluar la liberacion de los flavonoides previamente cargados en las
nanoparticulas.

Evaluar el porcentaje de cargado de los flavonoides en nanoparticulas.
Evaluacion de la citotoxicidad in vitro de nanoparticulas cargadas con
flavonoides en lineas celulares.

Evaluacion de la produccidn de 6xido nitrico de nanoparticulas cargadas

con flavonoides en lineas celulares.
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CAPITULO 2

7. MATERIALES

8. METODOLOGIA
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7. MATERIALES

Los materiales utilizados para la sintesis de nanoparticulas fueron los siguientes:
Quercetina >95% pureza (Sigma Aldrich), Inulina Microingredients ® (DP >23). Los

solventes utilizados, grado p.a. fueron adquiridos por Sigma Aldrich.

8. METODOLOGIA

8.1.DISENO DE EXPERIMENTOS

Se realizé un disefio de experimentos a partir de diferentes formulaciones de
acuerdo con un diseiio compuesto central de doble cara, utilizado normalmente para
la optimizacion de procesos, con 5 puntos axiales para disminuir la varianza en la
prediccion de las respuestas y 4 factores que incluyen parametros de control como
temperatura de entrada a la camara de secado, temperatura de la muestra de
entrada o temperatura de alimentacion, temperatura de salida, y la concentracion de
inulina en nuestra solucion inicial (Tabla 4). Cada uno de estos factores juega un
papel de gran importancia a la hora del secado. Un ejemplo es la temperatura de
entrada de la muestra, esta temperatura debe ser acorde a las propiedades
fisicoquimicas de la inulina a fin de elevar el rendimiento en la produccion y calidad
de nuestro producto final. El trabajar con temperaturas diferentes a las acordes con
las propiedades del material en cuestion, puede interferir con el flujo de la masa en

el equipo de secado por atomizacion y bajar el rendimiento del proceso (Toneli et
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al., 2010). Dentro de este orden de ideas se espera obtener 3 respuestas Tamarfo
de nanoparticulas, PDI y Z-Average (Beirao-da-Costa et al. 2013). Este disefio se

llevé a cabo gracias al programa Design Expert 11.

Se prepararon las soluciones de nanoparticulas no cargadas (Np Inu),
basandonos en las diferentes formulaciones que el disefio arrojo, esto para
posteriormente secarlo por medio del secador por aspersiéon. Como se muestra en

la Tabla 5, se realizaron en total 21 experimentos.

Tabla 4. Disefio experimental. Variables independientes.

Nanoparticulas de inulina

-1 0 1
Concentracion Inulina (%) ) 10 15
Tem. Alimentacion (°C) 40 50 60
Tem. Entrada (°C) 100 150 200
Tem. Salida (°C) 60 80 100
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Tabla 5. Formulaciones obtenidas por el método de disefio de experimentos compuesto

central de doble cara. Con un total de 21 experimentos.

TANDAR INUCL(I)l:f'(%) TEM. (,:‘(I:.;MEN. oM, o TEM.(?CA)LIDA
1 1 1 1 -1
2 1 1 L -
3 1 -1 1 1
4 -1 1 ul A
5 1 -1 - .
6 -1 - ! oL
7 -1 1 L 1
8 -1 -1 - i
9 -1 0 0 0
10 1 0 0 0
11 0 -1 0 0
12 0 1 0 0
13 0 0 1 0

14 0 0 1 0
15 0 0 0 A
16 0 0 0 1
17 0 0 0 0
18 0 0 0 0
19 0 0 0 0
20 0 0 0 0
21 0 0 0 0

8.2.SINTESIS DE NANOPARTICULAS

Dentro de este marco se consideraron los valores que se utilizarian para la
sintesis de nuestras nanoparticulas por método indirecto, basandonos en la

metodologia propuesta por Sansone et al. (2011), con ligeras modificaciones.

Para las nanoparticulas de inulina cargadas con quercetina (Np Inu-Quer) se

prepard una solucion madre de quercetina 450 mg en 5 ml y luego se afor6 para
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obtener una solucién etanol en agua (10:90 v/v), que fue sometida al sonicador de
frecuencia de 40 KHz a no mas de 25 °C por 30 min. Esta solucién fue afadida gota
a gota a la solucion de inulina. Fue dejada en agitacion magnética y a una

temperatura de 45-50 °C.

8.3.ENCAPSULACION POR EL METODO DE SECADO POR ASPERSION

Basandonos en los resultados obtenidos gracias al disefio de experimentos
propuesto, se utilizaron los siguientes parametros para el secado por aspersion con
el equipo a escala de laboratorio SprayDryer ADL311 Yamato. Para la temperatura
de entrada se us6 a 120 °C, temperatura de salida 60 °C + 2 °C y una presion de
0.15-0.2 MPa. La velocidad de alimentacién fue de 3 mL/min. El polvo obtenido se
mantuvo en bolsas herméticas oscuras a temperatura ambiente para sus posteriores

analisis.

8.4.CARACTERIZACION POR DISPERSION DE LUZ DINAMICA

El tamafo de las nanoparticulas se determind por dispersion de luz dinamica
(DLS) por medio del equipo Zetasizer DTS 1060 (Malvem instruments). Se realizaron
dos tipos de reconstitucion para las muestras. Una solucidn acuosa a una
concentracion de 0.4 mg/mL que se analizé con un indice de refraccion de 1.469,
absorcion 2.303 con 6ptica de dispersion de 173 °C a 633 nm (Charoenwongpaiboon
et al., 2019). La segunda muestra de nanoparticulas cargadas y no cargadas fue

reconstituida a 0.4 mg/0.3 mL etanol/0.7 mL H>O que fue leida a con un indice de
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refraccion de 1.450 y con una Optica de dispersion de 173°C a 633nm.Cada muestra

fue sonicada por 10 minutos antes de su lectura. Se leyo por triplicado.

Se determin6 el aumento de tamafo de las nanoparticulas una vez cargadas

con la siguiente formula:

Tamafio hyd (%) = % x 100 4)
S
Donde WD es el volumen de nanoparticula final y WS es el tamafo antes de

cargar quercetina. (Llopis, 2020).
8.5.DETERMINACION DE LA EFICIENCIA DE CARGA DE FLAVONOIDES

1. FLAVONOIDES TOTALES

A fin de determinar la cantidad total de flavonoides que estaban presentes se
hizo uso de la metodologia propuesta por Palma et al. (2014) con ligeras
modificaciones. Se dispersaron 100 mg de nanoparticulas cargadas en 4 mL de
agua: etanol: acetona (50:25:25 v/v/v) se agitaron por 1 min, se pasaron al ultra
sonicador por 20 min a temperatura ambiente y se centrifugo por 30 a 3500 rpm. Se
tomo una alicuota del sobrenadante para su lectura por medio del equipo de UV-vis

a 320 nm.

2. FLAVONOIDES LIBRES
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Para determinar la cantidad de flavonoides no encapsulados por la matriz de
inulina, se utilizé la metodologia propuesta por Palma et al (2014), con ligeras
modificaciones. Se colocaron 100 mg de Np Inu-Quer en 4 mL de metanol. Se agit6
muy suavemente de forma manual con un agitador. El metanol ayudo a extraer los
flavonoides de la pared sin romper la matriz polimérica. El sobrenadante fue
sometido a una solucion agua: metanol: acetonitrilo (45:40:15 v/viv) mas 1% de

acido acético glacial. El sobrenadante fue leido por medio del UV-vis a 320 nm.

3. EFICIENCIA DE ENCAPSULACION

La metodologia utilizada para la determinacion de flavonoides libre o no
encapsulados se llevé a cabo mediante el uso de la técnica de Palma et al (2014),
con ligeras modificaciones. Donde se pesaron 100 mg de nanoparticulas cargadas
y se dispersaron en 2 mL de metanol, posteriormente fueron agitadas por vortex 1

min.

Para la eficiencia de encapsulacion se leyo por medio de un espectrofotometro
GENESYS 10S UV-VIS (Thermo Fisher scientific) una concentracién de 2 mg/mL de
nanoparticulas cargadas con quercetina. Se compard con una curva de calibracion

predeterminada (r’=0.96). Y se utiliz6 la siguiente formula (Sun et al. 2018):

%EE = %xmo (5)
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Donde Qa representa los mg/mL de quercetina final y Qo representa la quercetina

inicial.

8.6.EFECTO DE LA TEMPERATURA SOBRE EL TAMANO DE NP INU-QUER

Las nanoparticulas cargadas fueron reconstituidas tanto en una fase organica
como en una fase acuosa (volver al apartado de caracterizacion para las
concentraciones) fueron sonicadas por 20 min a temperatura de no mas de 30 °C.

El tamafo de las nanoparticulas se obtuvo por medio de DLS.

8.7.LIBERACION IN VITRO EN FUNCION DEL TIEMPO

Para la cuantificacion de farmaco libre en funcion al tiempo se realizé en una
solucion con buffer PBS a pH 7.4 a temperatura de 25°C y 37°C. La solucion se

mantuvo en agitacidn magnética todo el tiempo.

El estudio de liberacion del farmaco “in vitro” fue seguido por espectroscopia

ultravioleta-visible utilizando un espectrofotometro DU 730 UV- Vis a 320 nm.

Durante 72 horas se determind la concentracion del farmaco liberado en la
solucion a diferentes intervalos de tiempo, para lo cual se extrajeron alicuotas del
volumen de la siguiente manera; 0,5,10,15,30 min, posteriormente se midi¢ cada 30

min hasta completar 3 horas, y para finalizar se leyeron a 24, 48 y 72 horas, se
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extrajo 1 mL de la solucion para su analisis y se reemplazé con un volumen igual de

medio fresco para garantizar las condiciones de inmersion.

La liberacion acumulada de quercetina se calculé a partir de una curva estandar,

y todos los experimentos se realizaron por triplicado.

8.8.ENSAYO DE VIABILIDAD CELULAR.

1. CULTIVO DEL LINEAS CELULARES.

Las células de cancer colorrectal humano (Caco-2), de carcinoma hepatocelular
(HepG2) y la linea celular de fibroblastos dermales humanos (HDFa) se cultivaron
en placas Petri con medio de Eagle modificado con Dulbecco (DMEM) suplementado
con suero bovino fetal al 10% (FBS) y 1% de la mezcla comercial de estreptomicina

y penicilina (Pen Strep Gibco ©).

Las células se incubaron a 37 ° C y con una humedad del 5% de CO?. A fin de
evaluar el efecto de las Np Inu, Np Inu-Quer, quercetina e inulina sobre la viabilidad,
las células se sembraron en placas de 96 pocillos (concentracion de 5 x10 5 cel./mL)
Las placas se dejaron reposar durante 24 h. Se agregaron diferentes
concentraciones de las muestras, Np Inu 4.2mg/mL, Np Inu-Quer 4.2mg/mL,
quercetina 4.3x10% mg/ml, e inulina con una concentraciéon de 3.3 mg/mL,

posteriormente las placas se incubaron por 48 horas.

2. ENSAYO DE PROLIFERACION CELULAR (MTS).
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Para este ensayo se hace uso de la sal de tetrazolio (3- (4,5-dimetiltiazol-2-il) -
5- (3-carboximetoxifenil) -2- (4-sulfofenil) -2H-tetrazolio) o mejor conocido como MTS
y etosulfato de fenazina (PES) como estabilizante. EIl MTS se caracteriza por
presentar bioreduccion en presencia a NADPH o NADH liberadas por enzimas
deshidrogenasas en células metabolicamente activas (Promega Corporation 2012).
Aqui el MTS+PES penetran a citoplasma de células viables donde es reducido a
formazan. Este formazan presenta una coloracion azul. Por eso es conocido como
un ensayo colorimétrico. A diferencia del ensayo MTT, el producto es soluble en
agua, por lo tanto, no es necesario agregar DMSO para eliminar los cristales de

formazan (Sancho, 2018).

La viabilidad celular se determin6 usando el kit de proliferacion celular Cell Titer
96 Aqueous One Solution. La absorbancia se midié6 a 490 nm con un lector de
microplacas de 96 pocillos (Synergy HT, Bio-Tek, Winooski, VT). La viabilidad celular
se calculd dividiendo la absorbancia de las células tratadas por la absorbancia de

las células de control (sin tratar), y esta relacién se expresé como porcentaje.

8.9.ENSAYO DE OXIDO NiTRICO

El papel que llega a presentar el NO en procesos bioldgicos es importante para
la regulacién de redes fisiologicas, ya que un aumento en la presencia de esta
molécula, puede llegar a asociarse con enfermedades de hipertension,
angiogeénesis, artritis, disfuncion cardiaca, entre otras (Mata et al., 2010).

Representacion grafica de vasodilatacion producida por 6xido nitrico en Figura 8.
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Figura 8. Vasodilatacion producida por NO. Al producirse NO en los vasos sanguineos, este
activa a la molécula guanilato ciclasa, que se encarga de la produccion de GMPc, principal dilatador

de los vasos sanguineos (Mata et al., 2010). Imagen creada en Biorender.com.

8.9.1. CULTIVO CELULAR RAW 264.7

Para este ensayo se utilizo la linea celular de macréfagos murinos RAW 264.7
Las células se cultivaron en placas de Petri con DMEM suplementado con 10% de
FBS y 1% de la mezcla comercial de estreptomicina-penicilina (Pen Strep Gibco ©)
y se incubaron a 37 ° C en presencia de 5% de CO2 (NuAire, Plymouth,
MINNESOTA). Las células se sembraron en placas de 96 pocillos (5 x 10 5
células/mL) y se dejaron adherir durante 24 h. Se agregaron 50 pL de las muestras
de Np Inu, Np Inu-Quer, Inulina y quercetina en concentraciones de 4.2 mg/mL,
4.2mg/mL, 3.3mg/mL, 4.3x10 -3 mg/mL respectivamente. A continuacion, la mitad
de los pocillos se estimularon con LPS a 10 pg/mL (concentracion final), mientras

que la otra mitad se utiliz6 como control para cada muestra.
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8.9.2. MEDICION DE LA CONCENTRACION DE OXIDO NiTRICO

La produccion de NO se midié indirectamente mediante la determinacién de
nitritos, utilizando el sistema de reactivos Griess a 490 nm. Los datos se expresaron
como porcentaje de inhibicion de la produccion de NO en relacion con las células de
control (no estimuladas con LPS) (Camarena-Rangel et al., 2020). La absorbancia

se midio con el lector de microplacas de 96 pocillos (Synergy HT KC4, Bio-Tek).

8.9.3. MEDICION DE LA VARIABILIDAD CELULAR EN RAW 264.7

Para evaluar la viabilidad celular se hizo uso del kit CellTiter 96 AQueous One
Solution (Promega) para el ensayo de proliferacion celular. Se midi6 a una
absorbancia con ayuda de un lector de microplacas Synergy HT KC4, Bio-Tek. Para
obtener el porcentaje de viabilidad celular se dividi6 la absorbancia de las células

con los extractos por la absorbancia de las células control.

8.10. EVALUACION DE CAPACIDAD ANTIOXIDANTE (% DE INHIBICION DE

DPPH)

Para este ensayo se utilizo el método del radical libre 2,2-difenil-1-picrilhidracilo
(DPPH) descrita anteriormente por Kumari et al (2010), con ligeras modificaciones.
Donde primero se pesaron 2 mg/mL de nanoparticulas cargadas de quercetina y se
colocaron en diferentes soluciones con variables como temperatura y pH. Se

prepararon soluciones con temperaturas de 20°C,30°C,40°C, 50°C, 60°C,70°C y
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80°C. Mientras que las otras soluciones, constaban de pH de 2, 4, 7.2y 7.4. Se

utilizo una solucién metanoica de DPPH a una concentracion 0.10 mM.

En la placa se colocaron 100uL de muestra y controles. A cada pocillo se le
adicion6 200pL de la solucion de DPPH. Las mezclas se dejaron a temperatura
ambiente en tota oscuridad por 30 min. La lectura se llevo a cabo gracias al lector

de microplacas Synergy HT KC4 de BIO TEK, con una absorbancia de 517nm.

El porcentaje de captacion de radicales se calculd con la siguiente formula:

%DPPH = (152272) 5 100 (6)

A control

Donde A control representa la absorbancia de la muestra de control y A muestra
es la absorbancia obtenida del cada una de las muestras después de 30min con la

solucion DPPH.

Los resultados se realizaron por triplicado y son expresados por promedio con

su desviacion estandar correspondiente.
8.11. MICROSCOPIA DE FLUORESCENCIA

Para este ensayo se utilizo el equipo de microscopia de fluorescencia AMF4300

con sistema de imagen EVOS® FL, marca Thermo Scientific. Es un sistema de
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imagen digital invertido donde se utilizaron 2 filtros de fluorescencia como el DAPI

(352 -477 nm) y GFP (457 - 538 nm). Con una amplitud de imagen de 12.5 ym.

8.12. ANALISIS ESTADISTICOS

Todos los experimentos se replicaron un minimo de tres veces (n = 3). Los
valores se expresaron como la media = de, y se analizaron mediante un analisis

factorial de varianza (ANOVA). P <0,05 se considerd significativamente diferente.
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9. RESULTADOS Y DISCUSIONES

9.9. DISENO DE EXPERIMENTOS

El secado por atomizacién es uno de los métodos mas importantes para obtener
polvos. Sin embargo, el proceso de secado por aspersion frecuentemente da como
resultados materiales amorfos en lugar de cristalinos. El grado de cristalinidad es un
factor fundamental que puede influir en muchas propiedades fisicas de los polvos
secados por aspersion, como la pegajosidad, la porosidad, la solubilidad y la fluidez.
La cristalinidad de los polvos secados por aspersion esta fuertemente relacionada

con las condiciones de secado, como la temperatura del aire de entrada.

Debido a estas caracteristicas de los productos ricos en azucar, es importante
definir las condiciones de secado por atomizacién para obtener un producto final de
alta calidad. El proceso de secado por aspersion se basa en la produccién rapida de
un producto seco a un estado amorfo. Los materiales que tienen como caracteristica
ser azucarados cuando se encuentran en su punto vitreo, presenta propiedades
termoplasticas y se eleva su higroscopicidad, lo que dificulta su paso por la boquilla
de atomizacion causando adherencia a las paredes y obstruccion, bajando de esta

manera la calidad y rendimiento del polvo (Toneli et al., 2010).
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Figura 9. A) Grafico de superficie para respuesta de tamafio (nm), p-value de 0.023. B)
Grafico de superficie para el analisis de la respuesta de PDI, con un total de p-value de 0.683. C)

Grafico de superficie para el analisis de la respuesta de Z-Average, con un p-value de 0.217.

En cuanto a los resultados obtenidos, gracias al programa Design expert 11, los
graficos de superficie con ANOVA para modelo cuadratico se lograron constatar que

la concentracidn inicial de inulina en nuestra solucion juega un papel importante en
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el tamafio de las nanoparticulas, ya que presentan una proporcionalidad directa, al
igual que con la temperatura de alimentacién (Figura 9). Ambos factores muestran
una significancia de P-value < 0.05. Por consiguiente, mayor entrada de aire las
temperaturas dan como resultado muestras mas cristalinas. Un ejemplo es cuando
se trabajaban con temperaturas de entrada mas altas de 150°C, se obtenian
tamanos mayores a 250 nm con PDI por encima de 400. Esto fue reportado
anteriormente por Beirdo-da-Costa et al (2013), donde obtienen un tamafo de

particulas mas pequefias cuando la temperatura del secador era de 130-160°C.

En el analisis de varianza del modelo se obtuvo un valor F de 3.81, lo que implica
que el modelo es significativo. Mientras que en el analisis de varianza residual
obtuvimos un valor F de falta de ajuste de 1.02, lo que implica que la falta de ajuste
no es significativa en relacidon con el error puro. Existe un 54.47% de probabilidad
de que se produzca un valor F de falta de ajuste tan grande debido al ruido. Esta
falta de ajuste no significativa garantiza que nuestro modelo matematico propuesto

si muestre una tendencia real.

Es necesario puntualizar la importancia de la concentracién inicial de inulina. Ya
ha sido mencionado anteriormente que, a mayor material para secar, hay un
aumento en la viscosidad de la solucion, lo que deriva en un mayor tiempo en la
camara de atomizado del equipo de secado, esto dificulta la formacion de la gota y
es posible que la boquilla se tape (Walton, 2000). Es posible observar en la Figura
9.A que al variar la concentracion de inulina (%) en la muestra, hay un aumento de

tamano en la Np; Mientras que en las Figuras 9.B y 9.C a mayor concentraciéon de
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inulina y mayor temperatura de alimentacion, la inulina tiende a tener un efecto de
aumento de polidispersidad y Z-Average, debido a la formacién de aglomerados por

las propiedades anteriormente mencionadas (Palma et al. 2014).

Para el presente trabajo se trato optimizar los diametros de nanoparticulas para
que estos fueran minimos, a fin de obtener un producto capaz de presentar una
difusion homogenizada en un sistema in vitro. Los datos experimentales de tamarios
fueron descritos con éxito por modelo cuadratico y con un nivel de confianza de 95%.
A continuacién, en la Tabla 6, se presentan los valores obtenidos para la formulacién

de Np Inu e Np Inu-Quer:

Tabla 6. Formulacion final para la sintesis de nanoparticulas de inulina. Para minimizacién de

tamafio, PDI, Z-Average.

Formulacion Final

Tg;" E:{f;g;a Temperatura Temperatura de Concentracion
(°C) de salida (°C) alimentacion (°C) de inulina (%)
120 60 45-50 9

9.10. SINTESIS DE NANOPARTICULAS

Para la obtencidon de nanoparticulas optimizadas en cada respuesta estudiada,
se considerd la minimizacion del tamano, PDI y Z-Average. Asi que gracias al
programa Desing Expert 11 se obtuvo una funcion de deseabilidad considerando las

variables de respuesta que nos proporcionaran los valores mas bajos.
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En la Figura 10, es posible observar el diagrama de flujo utilizado para la sintesis

de Np Inu y Np Inu-Quer:

Figura 10. Diagrama para la sintesis de nanoparticulas cargadas de quercetina por el método

| i En una solucion
| |\ § ' de 5ml de etanol
| \ 3 agregar 450mg
f= ; | — de quercetina,
__.__, y [ p disolver bien, y
L =3 = ‘ Secar la solucion a:
; p— agregar 40 mlL T.Entrada: 120°C
= ; = de agua T. Salida: 60°C
K - T. Feed: 45-50°C
.
& <

Mantener en agitacion 60 min
_____ - EEEEEE TR o antes de secar a una
temperatura de 45-50°C
-
S
25°C
Created in BioRender.com bio

de secado por aspersion. Imagen realizada por BioRender.com.

9.11. SECADO POR ASPERSION

El secado por aspersion se caracteriza por la rapida evaporacion del agua en
una solucién densa de material de pared, lo que resulta en la formacion de una
coraza que es capaz de atrapar el material del nucleo. Esta propiedad tiene la
capacidad de aumentar la eficiencia de encapsulacion y la estabilidad del producto
(Castel 2018). Considerando los datos proporcionados para la minimizacion de la

respuesta de tamafio y PDI, se concluyé que las mejores condiciones para el secado
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por aspersion para inulina eran: Temperatura de entrada: 120°C, temperatura de

salida de 60°C y una temperatura de alimentacion de 45 a 50°C.

De esta optimizacion se obtuvieron dos polvos finos de nanoparticulas cargadas
y no cargas (Figura 11). El rendimiento de recuperacion del secado por aspersion
se calcul6 considerando el peso de la masa total de solidos inicial y el peso de la
masa recuperada del vaso recolector del equipo por 100. El rendimiento en la
recuperacion de nanoparticulas fue de 56.8 + 49% y 649 + 3.3% para
nanoparticulas blanco y nanoparticulas cargadas respectivamente. Aunque se sabe
que la degradacién de flavonoides ocurre mas rapido en presencia de calor debido
a reacciones de oxidacion, se podria decir que la recuperacion de quercetina por el
meétodo de secado por aspersion fue alta. Esto comparado con la recuperacion
obtenida por Bustos-Garza, et al. (2013) donde en sus formulaciones con inulina por
secado por aspersiéon obtienen hasta un 35%. También encontramos articulos como

J. Toneli et al. (2010) donde su maximo rendimiento es de 72%.
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Figura 11. Polvo obtenido por el método de secado por aspersion. A) Np Inu-Quer: polvo fino
color amarillo, con un rendimiento de casi un 60% B) Np Inu: Polvo blanco con un rendimiento de

casi un 65%.

9.12. CARACTERIZACION POR DLS

En lo que respecta a la determinacion de tamano de nanoparticulas por DLS, se
observa una distribucion unimodal donde es posible observar un rango de tamarnos
para nanoparticulas cargadas de 289.75 + 16.3 y 231.4 + 10.32 nm disueltas en fase
acuosa y fase organica respectivamente, y un rango entre 102.68 + 12.8 y 118.15 +

6.57 para las nanoparticulas no cargadas en fase acuosa y fase organica
respectivamente (Figura 12). Por ende, se observa un aumento de tamafo alto en

las nanoparticulas, 182.1% y 95% respectivamente.

Se decidieron hacer estas dos dispersiones en diferentes solventes para

observar si habia un cambio en el comportamiento de tamafio de las nanoparticulas,
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y se logré observar una disminucion tanto en diametro como en el indice de
polidispersidad cuando estas eran disueltas en medio organico. El PDI para
nanoparticulas cargadas disuelta en agua fue de 0.94 + 0.08, mientras que dispersas
en medio organico nos arrojaba un PDI mas bajo de 0.464 + 0.12. Pese a que se
aplicé una minimizacion del factor PDI, no hubo una disminucion del mismo. Esto es
comun en sistemas que se encapsularon por secado por aspersion (Castel et al.,
2018) Otro factor que menciona Lopez et al. (2020) es el aumento en la
concentracion de inulina, ya que en sus estudios, observo, que un aumento en la
concentracion, aumentaba también las propiedades reoldgicas, dando lugar a geles

con un tamafio de particula mayor, asi como un aumento en la polidispersidad.

Se sabe, que el tamafo de particula juego un papel importante en la
internalizacion celular. Garrido et al. (2021) comentan sobre su hallazgo en el campo
de internalizacion de nanoparticulas de silice con acido hialurénico, que sus Nps de
179 nm lograron una internalizacion eficiente en células MDA-MB-231 de cancer
mamario y MCF10A derivada de epitelio mamario no tumoral, en comparacion como

Nps por encima de 250 nm.

Se han determinado que las nanoparticulas que poseen tamarnos de diametro
menores a 200 nm también suelen presentar absorcidn por parte de las células, sin

embargo con una menor eficiencia (Yin et al., 2005)
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Figura 12. A) Caracterizacion con agua de Np Inu-Quer y Np Inu por medio de dispersion de

luz dinamica. B) Caracterizacién en fase organica absoluto de Np Inu-Quer y Np Inu.

Durante la ultima década, los nanomateriales han venido a ejercer un gran
impacto en la mejora de las terapias, al mejorar la eficacia terapéutica, asi como la
reduccion de la toxicidad en células no diana. Una de sus principales ventajas, es el
tamano, ya que, con este, es capaz de tener efectos mas rapidos y eficaces al lograr
pasar por barreras biologicas o celulares que otros farmacos no pueden (Lakshmi et

al., 2019).
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9.13. MICROSCOPIA DE FLUORESCENCIA

Con ayuda del equipo de microscopia de fluorescencia se confirma la presencia
de particulas de tipo esféricas, esto gracias a las propiedades fluorescentes que
presenta la quercetina (Alva et al., 2018). En general se observan nanoparticulas
esféricas con apariencia lisa y presencia de aglomeraciones en las nanoparticulas
sin medio. Mientras que las nanoparticulas en fase organica muestran una menor
polidispersidad y reduccion en el tamafo. El tamafio de las particulas polvo fue
medido a partir de estas imagenes gracias al programa Imaged, donde se
presentaron diametros de 78.83+20.87 nm para Np secas y 42.62 + 19.33 nm para
Np en medio organico (Tabla 7), con una gran variacion de diametro (Coeficiente de
variacion= 26.47% y 45.4, respectivamente). No se midieron Np Inu-Quer en fase
acuosa ya que no se lograron observar en el microscopio, esto debido a que el
enlace de hidrogeno intermolecular entre los grupos polares del soluto y el agua
excede varios enlaces de hidrogeno intramoleculares, esto forma un angulo de
diedro lo que imposibilita la transferencia de carga intramolecular en estado excitado
(Alva et al.,, 2018). Esto también puede estar relacionado a lo mencionado
anteriormente por Charoenwongpaiboon et al. (2019), donde comentan que la
adicién de inulina puede llegar a promover la disolucion de quercetina, ellos
observan un aumento de su solubilidad de hasta 4.3 veces en comparacién a la

quercetina pura.
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Tabla 7. Tamafo promedio y tamafios minimos y maximos de nanoparticulas cargadas con
quercetina. Microscopia de fluorescencia. Cuando hay presencia de diferentes letras en la misma

columna, quiere decir que hay una diferencia significativa (p < 0.05).

Tamano Tamano
A 0,
Muestra Tamaiio (nm) CV (%) Max. (nm)  Min (nm)
Np Inu-Quer Sin | 7883 +20.87 a 26.4 89.41 61.31
Solucion
Np Inu-Quer Sol. | 42.62+19.33b 45.4 54.17 29.04
Organica

Las imagenes A y B de la Figura 13 muestran las fotografias de las muestras
tomadas por el equipo de microscopia de fluorescencia AMF4300. Es evidente, al
ver la Figura 13 notar que no se cuenta con un cargado del 100% en algunas
nanoparticulas, incluso es posible decir que hubo un cargado poco eficiente en
algunas de ellas; Asimismo la presencia de Np que cuentan con quercetina adherida
a la superficie de la matriz polimérica. A su vez, las muestras secas presentan zonas
con un alto grado de aglomeracién (Ojo: Para el analisis de la Tabla 7, solo se
midieron particulas no aglomeradas) a diferencia de las particulas sometidas a una
reconstruccion en una fase organica. Esta presencia de aglomeraciones y variacion
en el cargado del principio activo se ve influenciado por: (1) El choque entre
particulas en el equipo secado por aspersion, ya sea en la zona de secado o en la
zona del ciclon, o el efecto de altas temperaturas en la inulina, que deriva de una

adhesion entre particulas de diversos tamaros (Morelo et al., 2019; Sansone et al.,
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2011). (2) Por la velocidad de secado, al no presentar la velocidad requerida puede
llegar a evaporar el agua de forma muy rapida, como consecuente se presenta una
contraccion de las Np al momento del secado. Este fenbmeno es reportado en otros
tratamientos de inulina como material de pared por medio del secado por aspersion
(Bustos et al., 2013). Donde utilizan una velocidad de aspiracién de 32.9 m? h-1,
presion 4.0 MPa y una temperatura de alimentacién de 25 °C, temperatura de

entrada 120 °C y de temperatura de salida 70 °C.

Ya que este es un analisis cualitativo, no se podria definir la superficie de las
nanoparticulas, sin embargo, autores que han trabajado el secado por aspersién con
inulina como material polimérico, muestran resultados en su mayoria de superficie
lisa. Tal es el caso de Leite et al. (2008) que obtuvieron microparticulas esféricas,
lisa y algunas con superficies rugosas; Ellos utilizan temperaturas de entrada de
186-193 °C. Leite et al mencionan que la presencia de una superficie lisa y la alta
unién entre particulas chicas y de gran diametro, es caracteristico de productos
amorfos. La presencia de rugosidad es planteada por Ré | (1998), cuando se
presenta un proceso lento de formacion de pelicula o pared en el secado por
atomizacion; un aumento de temperatura de entrada elevara la velocidad de
formacién de la pelicula en la gota. Beirdo-da-Costa et al. (2013) observaron que
con una concentracion menor al 10% de inulina y a temperaturas de 130-160 °C
obtenian microparticulas de 3 a 4.5mm, con superficie lisa y sin rugosidades. Otro
ejemplo de obtencidn de particulas con superficie lisa por medio de secado por
aspersion es J. Toneli et al. (2010) con temperaturas de entrada de 210 °C y

temperatura de alimentacion de 25 °C obtuvo un polvo con caracteristicas esféricas
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de superficie lisa, con un tamafio de 2.20 mm Por lo tanto, es posible concluir que la

inulina como matriz polimérica ofrece una electricidad en el proceso de secado que

A) B)

=] Fa
mejora la superficie de la pared, haciéndola lisa y sin rugosidad si es tratada con las

condiciones de secado y de concentracion correctas.

Figura 13. Imagenes microscopia de fluorescencia A) Muestra de Np Inu Quer sin solucion
filtro DAPI. B) Muestra de Np Inu Quer sin solucion filtro GFP. C) Muestra de Np Inu Quer con

solucién organica filtro DAPI. D) Muestra de Np Inu Quer con solucién organica filtro GFP. ***Los
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nuameros en la imagen A y C sefialan: 1) Np con déficit de carga. 2)Np con principio activo adherido

a la superficie de la matriz polimérica. Barra blanca representa 50 um.

9.14. EFICIENCIA DE ENCAPSULACION Y PORCENTAJE DE CARGA

Afin de evaluar la capacidad de encapsulacion de las Np Inu-Quer, se determind
la quercetina total y libre en las muestras. Estos valores nos ayudan a observar tanto
la quercetina que no pudo ser encapsulada ni de forma fisica ni quimica, asi como

el grado de encapsulacidén que puede llegar a tener a poseer la inulina.

Se obtuvo una eficiencia de carga del 71.11% y un porcentaje de cargado de
73.33 £ 7.86 % en las nanoparticulas. Esto garantiza una aplicacion terapéutica in
vivo ya que presenta una excelente eficiencia de encapsulacién junto con un tamario
de particulas menor, capaz de atravesar barreras fisioldgicas, logrando que llegue a

tener una accion dual.

Sansone et al. (2011) proponen la utilizacion de polimeros de recubrimiento
como celulosa acetato-ftalato (CAP), agentes de hinchamiento o tensoactivos como
potenciadores de la velocidad de disolucién de flavonoides como quercetina para la
elaboracién de microparticulas por secado por aspersion, donde la combinacion que
presentaba mayor %EE fue CAP/Quercetina/ Croscarmelosa de sodio, con un

rendimiento de 82.4% y un tamafio de particula de 31.45 pm.

Otro ejemplo es Morelo et al. (2019) donde encapsularon flavonoides

(Quercetina y epicatequina) en una matriz de inulina por secado por aspersion donde
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obtuvieron un rendimiento de 78.1 =+ 1.0% con una temperatura de alimentacion de
90 °C y de entrada de 160 °C. Sin embargo, este tratamiento presento

irregularidades en la superficie y aglomeracion.

P. Robert et al. (2012) presentan eficiencias de encapsulacion que varian desde
42.6% hasta 96.4%, utilizando diferentes tipos de inulina como material de pared
(Nativa y acetilada) siendo la inulina nativa la que presento mayor eficiencia de

encapsulacion para acido galico (83%).

En contraste a que se obtuvo niveles aceptables de eficiencia de carga en

comparaciéon con otros autores, se podria deber a diversos factores:

(1) El porcentaje de cargado es mayor a la eficiencia de cargado, esto debido
a que se obtuvo 0.520 + 0.09 mg/mL de flavonoides libres o adheridos a
la capa externa de nuestro material de encapsulacion. Que en SEM
podriamos distinguirlos como cristales incrustados en la superficie de la
matriz polimérica. Esto nos habla que casi un 30% de quercetina no pudo

ser encapsulada

(2) Al colocar las muestras en medio acuoso puede haber una ligera liberacion
por poros del material, debido a la relajacion de las cadenas poliméricas.

Esto ocurre normalmente en materiales hidrofilicos
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9.15. POTENCIAL ZETA

El potencial zeta es un valor que representa el comportamiento electrostatico de
particulas coloidales en el medio; esta relacionado con la tendencia de agregacion
de las particulas en solucion, por lo que se considera que refleja la estabilidad del
sistema coloidal. Esta propiedad esta ligada al grado de adhesion que pueden llegar
a presentar. Esto es importante ya que puede aumentar el tiempo de liberacion de

un farmaco aumentando asi la eficiencia terapéutica (Zahin et al., 2020).

Se realizaron dos lecturas para cada nanoparticula, una en un medio acuoso y
otra en un medio organico, como se muestra en la siguiente Tabla 8. En lo que
respecta a las nanoparticulas cargadas obtuvimos un potencial de -0.178 + 0.06 en
medio acuoso y un potencial de -13.28 + 4.3 reconstituidas en etanol. Para las
nanoparticulas blanco se obtienen -11.09 £+ 1.5 y 1.4 £ 1.9 en agua y etanol

respectivamente. A continuacidon, se muestran los valores en la Tabla 8:

Tabla 8. ANOVA potencial zeta de muestras a 37°C. Cuando hay presencia de diferentes

letras en la misma columna, quiere decir que hay una diferencia significativa (p < 0.05).

Fase organica Fase acuosa
Np In-Quer -13.2814.3 -0.178+0.06 »
Np In 1.4£1.9p -11.09+1.5
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Con este orden de ideas, es posible notar que las nanoparticulas muestran una
tendencia a ser negativas esto debido a que la inulina posee una carga negativa
deébil. Sin embargo, se encontraron cambios importantes cuando se dispersaron las
muestras en una fase organica, haciendo que se aumentara la negatividad de las
Np Inu-Quer. Esto se le atribuye a la presencia de grupos hidroxilo en nuestro
material de pared que es la inulina (Xu et al., 2020), o al enlace de hidrégenos con
agua y la desprotonacioén de los grupos carboximetilicos que posee (Afinjuomo et al.,
2019). Pero vemos una variacion entre los tratamientos, donde se observa un
potencial zeta de -13.28+4.3 en fase organica y un potencial zeta -0.178+0.06 en
fase acuosa. El valor negativo sugiere una tendencia a agregacion entre particulas.
Sin embargo, otros autores has reportado la misma tendencia negativa para
particulas con inulina. Jiménez et al. (2019) obtienen un valor de -10 + 1,8 mV para
Np de inulina que después de 15 dias presentan estabilidad. Ante esto, es posible
destacar que disueltas en una fase organica presentan una mejor estabilidad, asi

como una excelente dispersion.

Pese a la presencia negativa en la pared polimérica, es posible ver en la Figura
14 que no se observa gran agregacion en Np Inu-Quer con medio organico, aunque
en la Tabla 8 se nos muestra un potencial zeta de -13.28. Peng et al. (2019)
mencionan que la presencia de otro compuesto en Np a base de inulina, puede llegar
a afectar la carga neutra de la inulina. Ya que observaron, que Np con pared de
inulina, formaba cadenas fuertes, lo que ocasionaba una repulsion estérica entre
particulas. Por lo que se garantizaba la estabilidad y la baja agregacion en

almacenamiento prolongado.
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El potencial zeta también nos es util para la determinacién de la compatibilidad
entre proteinas. Esta compatibilidad esta mediada por el pH, fuerza iénica y la
biocompatibilidad del polimero. Estos factores determinaran la interaccién con el

material de pared o su segregacion (Lopez et al., 2019).

Jiménez-Rodriguez et al (2021) concluyen que “la estabilidad de una
nanoemulsion no solo se encuentra influenciada por las caracteristicas eléctricas de
la capa superficial, sino por las fuerzas estéricas promovidas por los cambios
fisicoquimicos y conformacionales del polisacarido” esto después de analizar el

polisacarido de Agave salmiana para la estabilizacién de nanoemulsiones.

Potencial zeta a 37°C

Np In-Q= Aa
T
Np In= %
>
o
Qo
N
(]
—
V]
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Np In-Q = 3
=

Bl Sol. Etanol

Npin- mm Sol. Acuosa Bb

T T T
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Figura 14. Potencial zeta de muestras de Np Inu-Quer y muestras Np Inu, a una temperatura
de 37°C en solucién acuosa y solucion organica. Donde letras diferentes representan diferencia

significativa (p < 0.05).
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9.16. DISENO DE LA CURVA DE CALIBRACION

Se llevo a cabo un barrido de absorcion con ayuda del espectrofotometro a fin
de encontrar las longitudes de onda maxima y minima de nuestro principio activo

quercetina. Esto nos dio como resultado picos de 318nm y un maximo de 574nm.

Una vez obtenidos los picos caracteristicos se realizaron dos curvas de
calibracion a fin de tener un calculo sobre una concentracién conocida de quercetina
pura a 25°C y otra a 37°C, donde fue necesario establecer la linealidad de ambos
modelos. Se realizaron por triplicado. Los modelos se muestran en las Figuras 15y

16.

A partir de una solucion madre, se realizaron 9 diluciones seriadas de
quercetina. Las lecturas obtenidas debian brindar una absorbancia alrededor de 1.
Al realizar la regresion lineal de los datos obtenidos, donde el eje de la variable
independiente (x) representa concentracion en mg/mL, y el eje de la variable

dependiente (y) representa la absorbancia (nm). Se obtiene la siguiente ecuacion.

y=1110x - 1.139

Donde 1.110 representa a m (pendiente), y, -1.139, como b (Ordenada al origen)

con un coeficiente de determinaciéon de 0.9911.
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Figura 15. Curva de calibraciéon de quercetina a pH 7.4 con una temperatura de 25°C. Con un
r’de 0.9911.

Curva de calibracién pH 7.4 a 25°C

Absorbancia

0.5+

1 1 1
1.0 1.2 1.4 1.6 1.8 2.0 2.2
Concentracion (mg/mL)

Con respecto a la curva de calibracién para quercetina con una temperatura de

37°C a un pH de 7.4 se obtuvo la siguiente ecuacion:

y = 2.229x — 2.847

Donde 2.229 representa a m (pendiente), y -2.847, b (Ordenada al origen) y un

coeficiente de determinacion de 0.9930.
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Figura 16. Curva de calibraciéon de quercetina a pH 7.4 con una temperatura de 37°C. Con un

r>de 0.9930.

De esta forma es posible concluir que el analisis matematico es selectivo y

sensible para la determinacion de quercetina.

9.17. EFECTO DE LA TEMPERATURA SOBRE EL TAMANO DE

NANOPARTICULAS CARGADAS

Como es bien sabido la inulina posee en su estructura (2—1) de residuos [-D-
fructosilo unidos con un grupo terminal de (1<>2) a-D-glucosa. Gracias a esta

configuracion, la inulina tiende a tener caracteristicas de carbohidrato no reductor
(No forma aldehidos o cetonas). Comunmente los carbonos anoméricos (Glucosa y

fructosa) son aldehidos y cetonas, respectivamente, donde las cetonas presentan
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un mayor grado de reactividad en solucion. Los fructanos pueden llegar a ser

degradados por medio de enzimas (Rios et al., 2019).

Generalmente la degradacion de inulina se lleva a cabo por enzimas de tipo

fructano-exo-hidrolasas (exoinulasas y exolevanasas como la 2,1- [3-D-
fructanohidrolasa y la 3-D-fructofuranosilfructohidrolasa) que tienen la capacidad de
romper enlaces [3 (2—1), esto conlleva a la liberacion de fructosa y polisacaridos de

cadena corta. Estas estructuras presentan un rango de temperatura de 45 °C hasta

55 °C y un pH optimo de 5 a neutro (Chacoén, 2006).

La inulina presenta insolubilidad a temperaturas menores a 25 °C, por eso es
posibles ver en la Figura 17 que a temperaturas menores a 28 °C nuestras
nanoparticulas tienden a presentar tamaros de particula mayores a 450 nm diluido

en una fase organica y entre 400 nm cuando es disuelta en medio acuoso.

Tabla 9. Disposicién de tamafios de particulas y PDI a temperaturas de caracter in vitro.

Fase Organica Fase Acuosa
Temperatura.
(°C)
Tamaro (nm) PDI Tamafio (nm) PDI

34 104.98+21.23 0.585+0.03 278.30+£21.33 1.00+0
36 110.05+13.6 0.573+0.10 218.4151.6 1.00+0
38 111.99+17.97 0.5810.14 164.9+0.99 1.00+0
40 173.13165.4 0.6410.05 222.7+23.1 1.00+0
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De las principales caracteristicas que posee la inulina es la alta movilidad
conformaciones de sus cadenas. Estudios anteriores han constatado que al agregar
un tratamiento térmico a inulina de temperaturas entre 135 a 190 °C, disminuye la
cantidad del fructano (Bohm et al., 2005). Se observo que el contenido de inulina

disminuia con el aumento de temperatura y la duracion del calentamiento.

Gracias al estudio realizado podemos constatar que, a temperaturas mayores a
28 °C, la inulina presente como matriz de pared llega a presentar solubilidad tanto
en medio acuoso como en una fase organica. Ante este orden de ideas es preciso
notar que el etanol suele afectar la conformacién de la inulina, ya que observamos
que a los 32 °C se aumenta la solubilidad de manera lineal con la temperatura y se

mantiene de esta forma hasta los 44 °C.
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Figura 17. Relacion entre temperatura y tamafio de Np Inu-Quer desde 20°C a 50°C en una

fase organica (Np Inu-Quer: etanol:agua 4:4:6 p/v/v).
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Mientras que, en la muestra disuelta en agua, notamos mayor estabilidad en la
solubilidad, sin embargo, después de los 28°C, al igual que en la Figura 17 (etanol)
tiende a disminuir en menor medida el tamafio de particula, manteniendo su tamafno

de forma lineal a temperaturas de 30°C a 36°C.

Estos resultados demuestran que el tamafo de las nanoparticulas a base de
Inulina depende en gran medida de la temperatura del medio. Ya que en base a
nuestro analisis es posible visualizar que a menor temperatura mayor sera el tamafo
de particula. Este resultado concuerda con los obtenidos por Charoenwongpaiboon
et al. (2019) donde obtienen tamafios de particula de inulina sin cargar de 95.9,

115.7, 150.5, 207.3 y 238.5 nm con temperaturas de 50, 40, 30, 20 y 4°C

respectivamente.
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Figura 18. Relacion entre temperatura y tamafio de Np Inu-Quer desde 20°C a 50°C en

solucion acuosa (Np Inu-Quer: Agua 4:10 p/v).
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9.18. EFECTO DEL PH SOBRE EL TAMANO DE NP INU-QUER

La estabilidad de las nanoparticulas a diferentes pH se evalu6 mediante el
equipo DLS. Se presentaron diferencias significativas entre los tratamientos. Los

resultados son mostrados en la Figura 19.

Como se habia analizado en la seccidn pasada, la inulina es un material capaz
de formar redes tridimensionales, esta estructura se caracteriza por la absorcién de
agua en el medio en el que se encuentre, lo que desencadena un hinchamiento que
da un aumento de volumen. Sin embargo, tanto el pH como la temperatura podrian

afectar la capacidad de absorcion del gel (Lopez et al., 2020)

Estos resultados sugieren que la capacidad de la inulina para la formacion de
redes poliméricas se rige por uniones débiles no covalentes. Ya que el cambio de
pH en el medio de disolucion, modifico de forma significativa los tamafos de
particula. En general, a pH 2 se registran formas inestable de tamafo de particula,
que va desde los 1400-800 nm. Mientras que a pH 8, 7.4,7.2 haya mas estabilidad
y menor tamafo. Interesantemente, se observé que el diametro de la mayoria de los
tratamientos se intentaba estabilizar a un tamafo aproximado de 700-600 nm a una

temperatura de 40°C.

Si se comparan estos resultados con los del punto “9.9. Relacion temperatura-
tamario” es preciso observar, que, en efecto, el pH puede llegar a presentar cambios

en las propiedades de nuestros materiales. En este caso en particular, es preciso
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decir que nuestras nanoparticulas al interactuar con pH acido en el medio, son mas

propensas al hinchamiento.

A partir de estos datos, decidimos realizar una cinética de liberacién a los
diferentes pH, a fin de descartar la degradacion del polimero a temperatura de 37

°C.
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Figura 19. Relacion temperatura-pH. Temperatura de 30°C a 40°C a diferentes pH (2, 3, 7.2,

7.4, 8).

9.19. EFECTO DEL PH EN NP INU-QUER SOBRE LA LIBERACION DE

QUERCETINA

Debido a que nuestras nanoparticulas se pretenden administrar por via oral, se

evalua su estabilidad en las diferentes condiciones de pH que pueden presentarse
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en un sistema in vitro. Fueron agregados 1.5 mg/mL a diferentes pH por 15 minutos.
Los resultados en las Figura 20 muestran una degradacion de la matriz polimérica a
pH acidos, esto puede ser debido a la presencia de enlaces facilmente hidrolizados
de la inulina (Pitarresi et al., 2009). Los resultados muestran diferencias significativas
en cada tratamiento. Donde su mayor liberacion se da a pH basicos, iguales a las

condiciones presentes en el colon.

Hay estudios que mencionan la descomposicidén de la inulina en ambientes de
pH <4, ya que propicia el aflojamiento de las cadenas poliméricas. Esto esta
estrechamente relacionado con el porcentaje de concentracion de inulina, siendo la
de concentracion de 25% la que presentaba una estructura mas compacta

(Glibowski et al., 2011).

Perfil de liberacion
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Figura 20. Perfil de liberacion de quercetina (%) de Np Inu-Quer, a diferentes pH y
temperatura de 37°C. Letras diferentes entre los tratamientos de pH indican (P <0.05) segun la

prueba de Tukey.
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De esta forma se confirma su paso por el estbmago sin una degradacion total
de las nanoparticulas. Sin embargo, no podemos olvidar que en el fluido intestinal
es capaz de sufrir degradacion por enzimas conocidas como Inulinasas. Autores han
documentado que estas enzimas son capaces de degradar la matriz polimérica,

aumentando la concentracion de principio activo en el medio (Pitarresi et al., 2009).

9.20. CINETICA DE LIBERACION

Se observa en la grafica de perfil de liberacion (% Liberado vs Tiempo) que en
ambas temperaturas se presenta un comportamiento bifasico donde en la primera
fase (0 a 15 min) se le conoce como fase de explosion, donde se le atribuye al
flavonoide presente en la parte superficial de la matriz. Y en la segunda fase
poseemos un perfil de liberacidén constante o paulatino después de 60 min. Lo que
nos indica una liberacion de tipo sostenida. Aqui se presenta el porcentaje de la

liberacion de la quercetina encapsulada.

En lo que se refiere a la primera fase de explosion, se ha reportado con en otros
estudios con inulina como material de pared. Un ejemplo es Beirdo-da-Costa et al.
(2013) donde se encapsula aceite esencial de orégano en inulina para su liberacion.
Ellos reportan una fase explosiva de liberacion de aceite de orégano en los primeros
75 min, En donde observan que es debido a la expansion o hinchamiento del
polimero cuando entra en contacto con medios acuosos. Esta relajacion de las
cadenas puede ser la principal causa de la liberacion precipitada de nuestra

quercetina, al tratarse de un polimero con propiedades hidrofilas.
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Otro estudio referente a liberacion controlada por microencapsulado de
flavonoides en polimero insoluble (Inulina) llego a presentar el mismo
comportamiento bifasico, donde se observd que microparticulas sin un agente
canalizador, aumentaba el tiempo de liberacion, obteniendo liberacion del 60% en el
primer dia, mientras que las que poseian algun tipo de agente canalizador
presentaban tiempos mas prolongados, alcanzando el 30% al 4to dia (Palma et al.,
2014). Hasan et al. (2007) hablan de que la liberacion inmediata también se puede
deber al pequeno diametro de sus nanoparticulas, lo que da lugar a una gran
superficie de intercambio con el medio, y también debido a la porosidad de su

material de pared.

La cantidad de quercetina liberada a 37 y 25°C a pH 7.4 se midi6 a 320 nm.
Como podemos observar en la Figura 21, obtenemos una liberacion en un tiempo
muy corto. Esto nos hace pensar que no hubo una buena encapsulacion de nuestro

compuesto.

Sabemos que para que se lleve a cabo una liberacion de farmaco son
necesarios factores como el tiempo y el medio de liberacion (Pourtalebi et al.,2020)
Para tener un analisis matematico del comportamiento que llega a presentar la
matriz polimérica en la liberacién de quercetina, se utilizaron primero el modelo de

Weibull para obtener una interpretacion sobre la cinética de liberacion.
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Cinetica de liberacién a pH 7.4
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Figura 21. Grafica de liberacion acumulada de Np Inu-Quer a pH 7.4 en condiciones similares

de coldn, con temperaturas de 25°C y 37°C.

Las Nps presentaron un mejor ajuste utilizando la funcion de Weibull. A partir de
aqui se utilizd esta ecuacion como una funcion de ajuste, donde los valores de “b”
nos permiten obtener una interpretacion sobre la mecanica que poseen las
nanoparticulas (Tabla 10). Al realizar el analisis por medio del programa Origin 2018,
obtuvimos una “b” de 0.93 para las dos liberaciones como se muestra en la Tabla
10. Gracias a la Tabla 2 podemos visualizar que contamos con una difusién normal,

pero que presenta mas de 1 mecanismo de liberacion.

Tabla 10. Modelos matematicos utilizados para la prediccién de la mecanica de liberacion. =
Para este modelo se utilizaron las primeras 3 horas de liberacién a fin de descartar un efecto burst.

Donde, en el modelo Weibull "b” es el valor de la potencia del tiempo. Para el modelo de Krosmeyer
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& Peppas, “k” es constante cinética, y "n” exponente difusional. Y en el modelo de Lindner Lippold,

“b" es la representacion del efecto burst.

Muestrasy | Modelo Weibull ModeloPKrosmeyer & Modelo Lindner Lippold *
medios de cppas
difusion b r? k n r? k b n r2
25°C 093 | 09414 | 7109 | 048 | 09362 | 766 | -0.019 0.46 0.9832
37°C 093 | 09402 | 87.01 | 057 | 09374 | 82.27 | -0.016 0.57 0.9897

Este resultado con la ecuacion de Weibull, coincide con los valores de n en la
ecuacion de Korsmeyer & Peppas, donde en las dos condiciones de temperatura,
obtenemos una esfera con un tipo de difusién No Fickiano de tipo anémala. Este tipo
de mecanismo se rige por la difusion e hinchazén de la matriz polimérica. Este
reordenamiento de las cadenas y el proceso de difusion crean efectos andmalos en
la difusion dependientes del tiempo (Peppas, 1985). Este tipo de difusion es normal
en polimeros vitreos, cuando la temperatura del ambiente es menor que su Tg
(Temperatura de transicion vitrea). En el transporte que nosotros presentamos, la
velocidad de liberacion del disolvente y la relajacién polimérica posee magnitudes

similares (Klech y Simonelli, 1989).

También se hizo uso de la ecuacion de Lindner y Lippold que se utiliza para
describir mas de un tipo de liberacion en una matriz polimérica, donde se observa
un coeficiente b (Efecto burst) muy bajo negativo, lo que nos indica que este efecto
no estad presente en las nanoparticulas, por lo que podemos suponer que la

quercetina se encuentra encapsulada dentro de la matriz polimérica y no en su
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superficie. Y sus valores de n concuerdan con los de Korsmeyer & Peppas (Aragon

etal., 2012)

Los resultados de liberacidn son utiles para evaluar la aplicabilidad que podrian
llegar a tener las nanoparticulas sintetizadas en alimentos. Cuando la liberacion
tiende a ser lenta, normalmente estas son aplicadas a formulaciones de alimentos
funcionales. Por el contrario, cuando el principio activo presenta una liberaciéon
rapida, este queda expuesto fuera de la matriz polimérica perdiendo su proteccion.
En este analisis se comprobd que la tasa de liberacion de quercetina presenta una
cinética alta, lo que sugiere que su aplicacion presentaria mejores resultados en
mezclas secas o alimentos instantaneos a fin de mantener el valor nutricional de la
quercetina. Esto concuerda con la aplicacién que le otorga Robert et al. (2012) a sus

microparticulas de inulina cargadas con acido galico ante una liberacion rapida.

9.21. EVALUACION DE CAPACIDAD ANTIOXIDANTE (PORCENTAJE DE

INHIBICION DE DPPH)

Uno de los principales intereses que tiene la industria alimentaria es la
preservacion de las propiedades quimicas de las moléculas para su posterior
consumo (Shahidi et al., 2020). Una de las principales desventajas que posee la
quercetina es su oxidacion a altas temperaturas y su fotosensibilidad. Por ende,
investigaremos si la inulina como material de encapsulacién juega un papel

importante en la optimizacion de la estabilidad de las propiedades de la quercetina.
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La quercetina contiene en su estructura dos grupos OH en el anillo B en posicion
orto, esto da como resultado un aumento en el tiempo de induccion. Por lo tanto,
mientras mas grupos hidroxilo presentes, mayor sera su capacidad antioxidante,

esto fue mencionado previamente por Hill et al. (2015).

Este estudio se utilizoé para demostrar que el uso del polimero inulina mejora la
biodisponibilidad de la quercetina y mantiene sus propiedades sin alterar. Las Nps

fueron sometidas a diferentes estimulos que se encuentran en un sistema in vitro.

Los resultados arrojaron diferencias significativas no muy altas entre los
tratamientos de temperatura, mostrando actividades antioxidantes altas en 30°C y
80°C. esto es equiparable con los resultados obtenidos en el capitulo 7.9 Relacion
temperatura-tamario. Donde comentamos que a temperaturas de 28°C en adelante
se llega a presentar un aumento de la solubilidad de la inulina, esto conlleva a una
liberacién de quercetina al medio, que a su vez aumenta el porcentaje de radicales

libres.

Como observamos en los datos de pH, vemos un mayor porcentaje de radicales
libres a pH basico, siendo el mas alto a 7.4 (Tabla 11). Esto esta relacionado con los
resultados del capitulo 7.70 Relacion pH- tamario. Donde vemos una disminucion

del tamafio de particula a pH basico.

Este hallazgo sugiere que la estructura del complejo dependera en gran medida

del pH del medio.
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También podemos decir que se logro una alta eficiencia de encapsulacion del
flavonoide, ya que los valores de porcentaje de captacion de radicales libre para
quercetina libre arrojaron un total de 72.41%. con esto podemos decir que el uso de
inulina como material de encapsulacion desempefia un papel importante en la
proteccion y estabilidad de la quercetina, ya que no se observan alteraciones de su
capacidad antioxidante a temperaturas altas o en ambientes de pH extremos. Estos
resultados son equiparables a los obtenidos por Beirdo-da-Costa et al. (2013),
Charoenwongpaiboon et al. (2019), Bustos et al. (2013) donde mostraron que la
inulina proporciona una estabilidad térmica en varios compuestos. Como conclusion
mencionan que la inulina representa hoy en dia, el material de encapsulacion del

futuro para diversos campos, industria alimentaria y en medicina.

En el caso del aumento del porcentaje de captacion de radicales libre a pH 7.4
en comparacion con el total original de la quercetina libre (72.41%), observamos
diferencia significativa. Esto es explicado por la accidén sinérgica que proporciona la
inulina a la quercetina. Otros autores atribuyen el aumento de la actividad
antioxidante a un efecto de tipo sinérgico positivo entre la matriz polimérica y el

principio activo (Mu et al., 2021).

El menor efecto de antioxidante lo vemos a pH 2, esto es comparable con los
resultados obtenidos anteriormente por Sedaghat et al (2019) donde lo atribuyen a
una cristalizacién de la quercetina a pH<2, lo que deriva en una disminucién en la

solubilidad a este pH.
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Temperatura (C)

Tabla 11. Porcentaje de captacion de radicales libres en Np Inu-Quer a diferentes estimulos
(temperatura y pH). * Medias con letras iguales no son significativas. ANOVA y prueba de Tukey (p

>0.05).

Captacion de radicales libres (%)

Temperatura (X +D.E) pH (X + D.E)
(°C)
20 67.67+0.005 a=* 2 67.70+0.056 =
30 68.02+£0.006 b 4 70.68+0.02 ab
40 67.04+0.008 ¢ 7.2 71.38+0.004 c
50 63.17+0.026 d 74 77.50+0.015 d
60 65.54+0.003 e
70 64.34+0.004 £
80 68.61+0.003 ¢
A) B)
% ° 7.4 d
70 f
60 e 7.2
50 d 3
) .
30 b
20 a
0 20 40 60 80 100 0 2 4ID e o

% de cap. de radicales libres
% de cap. de radicales libres

Figura 22. A) Grafica con el porcentaje de captacion de radicales libres de Np In-Quer a
diferentes temperaturas. B) Grafica con porcentaje de captacion de radicales libres de Np In-Quer a

diferente pH. *Letras diferentes representan (P <0.05) segun prueba de Tukey.
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9.22. ENSAYO DE VIABILIDAD CELULAR

La adicidn de sistemas de nanoparticulas cargados con componentes activos
puede llegar a causar complicaciones en la salud si no se modela el potencial de los
ingredientes en sistemas in vitro. Esto debido a las interacciones que puedan llegar
a presentar los componentes alterando sus propiedades fisicoquimicas, influyendo
en su paso a través del tracto gastrointestinal y en su biodisponibilidad (Martirosyan

et al., 2016).

En la ultima década han surgido las investigaciones referentes a las propiedades
terapéuticas que presentan los flavonoides, como su accion antioxidante y
anticancerigeno. Estos han llegado a presentar accidn protectora de dafo del ADN

en células Caco-2 y HepG-2 (Wang y Zhao, 2016).

En esta seccidén evaluaremos la viabilidad de las Np Inu-Quer en células del
tracto gastrointestinal mediante sistemas de cultivo in vitro que consta de Caco-2,
células de carcinoma hepatocelular (HepG-2) y células de tipo fibroblastos dermales

humanos (HDFa).

Cabe destacar que se presentan los datos de viabilidad celular obtenidos de los
ingredientes puros: inulina y quercetina. A las mismas concentraciones de las Np,
tanto cargadas como no cargadas. A fin de poder comparar datos. Las viabilidades

se presentan en la Tabla 12.
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9.22.1. VIABILIDAD EN CELULAS Caco-2

Como hace mencion Vila Vecilla (2016), las células Caco-2 llegan a mostrar una
diferenciacién enterocitica, de mejor morfologia y funcionalidad, en comparacion a
otras lineas celulares de adenocarcinoma de colon. Es capaz de expresar actividad
hidrolitica de enzimas del intestino delgado, ejemplo la sacarasa-isomaltasa,
lactasa, aminopeptidasa N, y dipeptidil-peptidasa IV. Mas el uso de ensayos
colorimétricos, como lo es el MTS, nos ayuda a evaluar la actividad mitocondrial de
la célula (Yuan et al., 2012). Este estudio nos ayuda a comprender la dinamica en la
absorcion de un compuesto bioactivo. Si esta llega a presentar un dafio por la
exposicion a estos principios activos veremos un deterioro en la absorcion del

compuesto.

En lo referente a los nanomateriales utilizados como posibles transportadores
para su aplicacion en modelos celulares, es importante connotar que citotoxicidad
tendra una respuesta en relaciéon con la concentracion aplicada y al tiempo de

exposicion al compuesto a la hora del conteo celular.

Los resultados del ensayo MTS, para la evaluacién de la viabilidad celular en
contacto con diferentes concentraciones de Np Inu-Quer se muestran en la Figura

23.

En base a la recopilacion de datos sobre los efectos anticancerigenos de la
quercetina, se esperaba que, una vez expuestas las Np en linea celular de

adenocarcinoma humano, disminuiria el porcentaje de proliferacion celular. Sin
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embargo, a primera vista podemos observar que a concentraciones arriba de 60 nM,
se presentan dos tipos de efectos, un efecto citotoxico con diferencia significativa
entre las células control, y un segundo, efecto prooxidante que aparece cuando el
tiempo de exposicion a las nanoparticulas aumenta a 72 horas. Este efecto de
comportamiento bifasico o “growth hormesis” se ha presentado anteriormente en
células Caco-2. Dihal et al. (2006) atribuyen este fendmeno de proliferacion celular
a 96 h, al grado de diferenciacion de las células Caco-2 y la presencia de metabolitos
de quercetina. También fue observado en otras lineas celulares como HCT-116,
HT29 y MCF-7 por Van Der Woude et al. (2003). Ambos autores formulan la teoria
de una interaccion con el receptor de estrogeno (ER) y el agonista quercetina. En
nuestro caso, un aumento de la concentracion de Np por arriba de 60 nM, pudo
haber actuado como un fitoestrégeno, capaz de activar proteinas tirosina quinasa
intracelulares, que esto desencadena un estimulo para la proliferacion celular (Dihal

et al., 2006; Van Der Woude et al., 2003).

En lo correspondiente a la comparacidon con quercetina e inulina libres,
conseguimos ver que ambos tienen la misma tendencia a aumentar el porcentaje
viabilidad celular después de 72 horas. En la Tabla 9 obtenemos el potencial de la
quercetina pura como inhibidor de crecimiento celular dependiente de tiempo (72 h)
y dependiente de dosis (3.7-15 nM). Estos mismos resultados ya habian sido
presentados por Huang et al., (1999), donde observan el mismo comportamiento de
la quercetina a concentraciones de entre 10 + 50uM en células A431. Este efecto es

observable en un tiempo de 12 a 72 horas. Ellos afirman que tanto la quercetina
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como la luteolina son dos inhibidores de la actividad de la tirosina quinasa y

mediadores de EGFR.

Las nanoparticulas cargadas no muestran actividad anticancerigena hacia las
células de Caco-2 en concentraciones por debajo de 30 nM. Esta inhibicidn es
dependiente de la concentracion y el tiempo de exposicion en las células. La dosis
estimada de inhibicion de crecimiento (IC50) para Np Inu-Quer fue de 65 nM.

Mientras que para Np-Inu, inulina y quercetina fue de 7.5 nM.

Aun no se cuenta con informacion concreta sobre el papel que juega la
quercetina en el efecto antitumoral. Sin embargo, los mecanismos mas aceptados
son su participacion en la inhibicion de la tirosina quinasa (PI3K)- Akt/PKB (proteina
B quinasa), inhibicidn de vias de sefializacion miogénicas, modificacién de vias de
tumorogénesis, y con interaccion con receptores y proteinas especificos. (Darband

et al., 2018).

Nuestros resultados demuestran que las Np Inu-Quer modulan la proliferacion
celular de Caco-2 de forma bifasica. Por lo tanto, su efecto depende de la
concentracion administrada. En conclusion, podemos decir que las Np Inu-Quer no
muestran efectos anticancerigenos a las concentraciones propuestas en células de

carcinoma humano (Caco-2).
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Viabilidad celular linea Caco-2 24 y 72 horas
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Figura 23. Efecto de Np Inu-Quer a diferentes concentraciones (nM) en viabilidad celular de
linea Caco-2 a 24 y 72 horas. Valores son presentados en promedio + desviacion estandar. Se

utilizo ANOVA con comparacion multiple de Dunnett, donde **** indica p < 0.05.

9.22.2. VIABILIDAD CELULAR EN CELULAS HepG2

Para la determinacion de los efectos citotoxicos de las Np Inu-Quer, se probd su
viabilidad celular en la linea HepG2.Se comparo la viabilidad con muestras de inulina
y quercetina a las mismas concentraciones (Tabla 12). Gracias a eso se observo
que quercetina e inulina presentan un efecto de antiproliferativo en todos los

tratamientos. Llegandose a presentar una disminucién de la viabilidad en relacion al
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tiempo. Para estas muestras se obtuvo un IC50 de 7.5 nM para quercetina, y un

IC50 de 3 nM aproximadamente para inulina.

Las Np Inu-Quer influyeron en la disminucion de la viabilidad celular. Al igual
que en el apartado 7.14.1 Viabilidad de células Caco-2, obtenemos un efecto
bifasico producido por la presencia de quercetina, donde hay un aumento en la
proliferacion celular a las 72 horas a concentraciones 60-120 nM. Y un efecto
antiproliferativo a concentraciones por debajo de 15 nM, con un IC50 de 55 nM. Aqui
se mostro diferencia significativa en las 72h de la exposicidn. Lo que indica que se
redujo la toxicidad de los compuestos individuales. Esta diferencia entre compuestos
puede ser explicada por el potencial sinérgico que ofrece la conjugacion de inulina-
quercetina. Zhang et al. (2018) muestran los mismos resultados de sinergia entre
quitosano e inulina en células HepG2. Sin embargo, no se sabe aun el mecanismo
detras de esta actividad. Se informado también que un aumento de los productos de
oxidacion de quercetina, pueden llegar a causar citotoxicidad. Estos radicales libres
podrian participar en el aumento de ROS lo que induciria un efecto apoptdtico
(Nishimura et al.,, 2017). Se ha encontrado que la actividad antioxidante o
prooxidante dependera del modelo celular utilizado. El efecto prooxidante de la
quercetina se ve presente en células de cancer agresivas con proliferacion activa

(Kim et al., 2017).

Como podemos observar, las Np Inu-Quer inducen la muerte celular en células

HepG2 inhibiendo el crecimiento de células cancerigenas. Por lo tanto, podemos
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decir que la encapsulacion de quercetina con inulina mejora su eficacia como

inhibidor de la proliferacion de cancer de higado de forma in vitro.

Viabilidad celular linea HepG2 24 Y 72 horas
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Figura 24. Efecto de Np Inu-Quer a diferentes concentraciones (nM) en viabilidad celular de
linea HepG 2 a 24 y 72 horas. Valores son presentados en promedio +desviacion estandar. Se

utilizo ANOVA con comparaciéon multiple de Dunnett, donde **** indica p < 0.05, ***p < 0.01, ** p <

0.001, * p < 0.0001.
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9.22.3. VIABILIDAD CELULAR CELULAS HDFa

Se trataron células HDFa con Np Inu-Quer a diferentes concentraciones para la
evaluacion de posibles efectos citotoxicos aplicando el método del ensayo MTS. El
ensayo dio como resultado un valor de IC50 de 45 nM para células HDFa. En la
Figura 25 podemos observar una inhibicion del 50% de la proliferacion celular a las
24 horas a una concentracion de 120 nM, con un efecto de citotoxicidad significativo.
A su vez, vemos un efecto proliferante a las 72 horas del tratamiento. Lo que nos
dice que las Np Inu-Quer es capaz de disminuir la poblacién de fibroblastos de HDFa
de una forma dosis-tiempo dependiente. En las concentraciones mas bajas de 15
nM- 3.7 nM desaparece por completo el efecto proliferante, aqui encontramos una
disminucién de la poblacion tanto en las 24 como en las 72 horas. A la concentracion
mas baja (3.7 nM) no hay variabilidad en la viabilidad celular en comparacion con
las células no tratadas. Por lo tanto, a 3.7 nM las células de HDFa no mostraron

signos de toxicidad a esta concentracion.

En la Tabla 12 se puede corroborar que quiza el ingrediente que este causando
la proliferacion en células HDFa, es la inulina, ya que a concentracién de 120 nM a
24 horas presenta una viabilidad sin diferencia significativa contra control, sin
embargo, a las 72 horas su viabilidad aumenta hasta un 175% siendo p <0.001. Es
preciso remarcar que hay una diferencia en los fendbmenos de la viabilidad de Np
Inu-Quer en comparacion con sus materiales (Inulina, quercetina). Se propone la
teoria que estas diferencias notorias se deben a los tamanos de particula, que son

internalizadas con mayor velocidad.
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Otra interpretacion para el efecto prooxidante de la quercetina, puede ser debido
a su participacion en la activacion de vias. Dinda et al. (2016) mostraron que una
fraccion de Caléndula Officinalis mostraba efectos activantes de la via PI3K para la
proliferacion de fibroblastos HDFa y por la expresion de a-SMA y CTGF. Los
flavonoides son conocidos por su potencial de inhibicion de quinasas e inhibidores
de la activacion de vias de sefalizacion de y Akt,, encargados de la viabilidad celular

por medio de la regulacion de la apoptosis (Moskot et al., 2015).

También se ha encontrado que la topografia presente en la pared matricial,
juego un papel importante en la adhesién y la proliferacion celular (Krivorotova et al.,

2016).

Con este analisis se comprob? la viabilidad celular que desempanan las Np Inu-
Quer sobre fibroblastos humanos como células normales de la linea HDFa a
diferentes concentraciones, donde es encontré que a dosis altas y exposicion
prolongada se presenta una actividad de tipo citotoxica. De las concentraciones
analizadas en este ensayo, la concentracion que demostrd no tener efecto citotoxico

en las células HDFa es a 3.7 nM.
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Viabilidad celular HDFA 24 y 72 horas
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Figura 25. Efecto de Np Inu-Quer a diferentes concentraciones (nM) en viabilidad celular de
linea HDFA a 24 y 72 horas. Valores son presentados en promedio + desviacion estandar. Se utilizo

ANOVA con comparaciéon multiple de Dunnett, donde **** indica p < 0.05, *** p < 0.01, ** p < 0.001,

*p < 0.0001
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Tabla 12. Resultados de viabilidad celular por ensayo MTS en las diferentes lineas celulares. Los resultados se presentan como un
porcentaje promedio + Desviacion estandar. Donde la notacion (*) indica (p. value < 0.05), (**) p. value < 0.01, (***), p. value < 0.001, y (****)

p. value < 0.0001, que indica diferencia significativa de las muestras control.

% DE VIABILIDAD CELULAR

Linea Concentracioén 120 60 30
celular (nM)
Tiempo (h) 24 72 24 72 24 72
Np Inu-Quer 52.2£3.0 ** 200.4£19.3 ™ 542%52 ** 1422£10.5 *** 784+69 98.9+2.8
Np Inu 12g'56 t 1431 £19.3 *** Q7.4 +12.7 86.3+ 0.4 93.8 9.1 774 £4.0
Caco-2 108.5 +
Quercetina oo 137.0£48 * 99174 106.1+10.2 91.7 £6.8 84.7 0.8
Inulina 1015'2 * 176.9£7.2 *** 902+ 10.4 1112415 89.8 + 7.1 79.1£4.9
Np Inu-Quer 69.7£3.9 * 207.2£151 ** 80.16.0 136.3£13.7 ** 77589 85.1+7.6
Np Inu 12;'97 T« 1293174 = 1205+49 71.6 121 99.0+0.9 617604’-’
HepG2 ) '
Quercetina | 1; . 102.5 + 10.2 100.4 + 5.1 73.6+0.3 98.0 1.8 64.2£2.0 **
Inulina 173?'2 o 11712111 139.2£11.6 * 604%1.0 * 1321155 * 50.4%1.0 **
Np Inu-Quer  46.5(5.1 *** 167.648.2 *** 63.9%6.2 * 120604 50.8£4.8 *** 114.1#3.1
Nplnu  91.0%4.2 172.4+15.0 *** 6.7 +8.7 63.6£9.8 * 7524107 91.3+4.4
HDFa
Quercetina  82.842.6 93.5+6.4 76.8 £ 6.7 917498 58.6£4.9 ** 742457
Inulina ~ 91.0+11.7 124.3+10.1 812462 73.8+95 71.541.8 48.5813.1 ***
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Tabla 12. Resultados de viabilidad celular por ensayo MTS en las diferentes lineas celulares. Los resultados se presentan como un
porcentaje promedio + Desviacion estandar. Donde la notacion (*) indica (p. value < 0.05), (**) p. value < 0.01, (***), p. value < 0.001, y (****)

p. value < 0.0001, que indica diferencia significativa de las muestras control.

% DE VIABILIDAD CELULAR

Linea CO”‘(’ﬁ,t\;I?Cié” 15 75 3.7
celular o (h) 24 72 24 72 24 72
Np Inu-Quer 82.8+07  852+0.2 87.9+07 81.2+48 86.7 + 8.1 75847 *
Np Inu 823+72 81857 107.8 + 38,5 51.9+23 ** 895+43 89528
CR02  iemelina 915114  760£40 * 722545 553+6.9 *** 858+7.9  69.4+35 **
Inulina 742+57 68472 * 87.8+11.2 76.9 + 16.1 53.0£12.0 * 84617
Np Inu-Quer 77.7+72  663%17 * 911110 572+34 ** 815+16  67.5t44 **
Np Inu 936+09  662:10 * 116.2+03 80.2+28 1122+99  90.7+45
NOPSZ  uercetina 108877  B62E62 % 724113 51.3+55 ** 811+93  743%13 *
Inulina ~ 1103+15  69.4%1.0 ** 1053 +2.1 62.4+1.9 ** 1133+163  59.2+3.4 *+**
Np Inu-Quer  66.2¢5.8 * 77.0+7.6 73.3+11.9 68.8£3.5 *  69.2:7.2 85.1+6.5
Np Inu 84.4+9 4 113.147.4 102.2+2.9 103.4417.2 68.0+4.7 82.4+2.7
OF8  Guercefina 9584 71.5:0.8 *  47.4305 ** 64269 **  68.1+7 72.9+6.1
Inulina 52.3:3.6 ** 51.2822 **  72.1+21 65.2:5.3 **  72.9+0.9 73.845.7
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9.23. ANALISIS DE OXIDO NiTRICO

Los liposacaridos (LPS) son estimuladores de la respuesta inflamatoria, que
activan, en los macréfagos, mediadores como el oxido nitrico (NO) que se
consideran de caracter proinflamatorio, las prostaglandinas (PG) y citocinas como el
factor de necrosis tumoral (TNF-a), e interleucinas IL-1, IL-6, e IL-8(T. Li et al. 2019).
En este analisis, se observaron los efectos inmunomoduladores de Np Inu-Quer, Np
Inu, quercetina e inulina utilizando células RAW 264.7 estudiando la cantidad
liberada de 6xido nitrico (NO). En la Figura 27.A se presenta la actividad de NO
inducida por las muestras a concentraciones de 30, 24 y 12 nM, es expresada como

él % de produccion de nitritos liberadas en las células RAW 264.7.

Podemos observar que los niveles de produccion de NO, comparables con la
cantidad de NO producida por el control positivo LPS, tiene poca actividad
estimulante en las concentraciones de 30, 24 y 12 nM, para todas las muestras. Se
realizo un ensayo de viabilidad para descartar cualquier potencial de citotoxicidad
para las 4 muestras, en las mismas células. Se observo que la disminucion en la
produccion del 6xido nitrico, no mostro efecto toxico en las células RAW 264.7 en el
rango de concentraciones de 30 a 12 nM en comparacion con las células de control
sin tratamiento inducidas por LPS (Figura 27.B). Sin embargo, logramos notar una
disminucién de la viabilidad con una diferencia significativa de p <0,001 con Np Inu

a 30 nM
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En cuanto a la produccién de NO inducida por LPS, se observo una notable
disminuciéon para todos los tratamientos en una relacion dependiente de la
concentracion. Se pueden observar disminuciones del porcentaje de NO de hasta el
96% (Quercetina 30nM-12nM). Las 4 muestras redujeron la produccion de NO a

menos del 10% en las células tratadas con LPS, en comparacion con el control.

La quercetina ha demostrado en investigaciones pasadas inhibir la produccion
de ARN m y NO de iNOS en macrofagos activas con LPS/ IFN-y, sin presentar efecto
sobre la activacion de NF-kB (Figura 26.A). Los macréfagos activados suelen liberar
factores celulares como NO, TNF-a y PGE2, esto inhibe el crecimiento de células de
tipo cancerigenas. EI NO juega un papel importante en la regulacion de la respuesta
inmunitaria contra tumores (Karnjanapratum et al., 2011). Por lo tanto, la
considerable disminucién en la produccién de NO de macrofagos murinos por las
Np Inu-Quer, Np Inu, Quercetina e inulina sugieren que podrian actuar como
modificadores de la respuesta bioldgica y, por consiguiente, son capaces de
estimular el sistema inmunolégico. T. Li et al. (2019) lograron observar que la
quercetina inhibia el aumento de NO con células estimuladas por LPS. Ellos
comentan que es debido a la supresion del ARNm del éxido nitrico sintasa (INOS)
Quercetina también ha demostrado disminuye la quinasa C-Jun N-terminal (JNK) /

p38/ activador de la proteina 1 (Byun et al., 2013).

El potencial antiinflamatorio de la quercetina se le atribuye a la inhibicion de
citocinas proinflamatorias, esto debido a la capacidad reductora de la actividad

mieloperoxidasa (MPQO), estrés oxidativo, reduccion de COX-2, activacion de
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NLRP3, p65, NF-Kb y la senalizaciéon de MAP quinasa, aumenta la produccion de
TNF-a, IL-18 e IL-6 (Figura 26.A). No obstante, también ha sido estudiada por su

potencial efecto analgésico, por activacion de la via Nrf2 / HO-1 (Ferraz et al., 2020).

Le et al. (2014) demostraron por primera vez el potencial de la quercetina como
potencial tratamiento de la atrofia muscular inducida por obesidad. Estos efectos se
asociaron con la supresion de la repuesta inflamatoria, ya que se observé una
disminucién de los receptores inflamatorios TLR4 y 4-1BB, asi como la inhibicion de

sus vias de senalizacion.

Otras vias que puede llegar a tomar la quercetina es el aumento de en la
produccion de NO por la activacion de la via PI3K/Akt y AMPK. Taguchi et al. (2020)
presentan en su investigacion el potencial uso de la quercetina como promotor en la
produccion de éxido nitrico para el tratamiento de la disfuncion endotelial por las
complicaciones vasculares comunmente vistas en personas con diabetes mellitus.
Aqui la quercetina activa la produccion de e NOS y la produccion de NO, que
conlleva a la vasodilatacion en la aorta de ratones con diabetes mellitus por la
activacion de la via de sefalizacion PI3K/Akt y AMPK. Sin embargo, es importante
resaltar que para este ensayo se utilizdé una concentracion de quercetina de entre

9000 nM a 5000 nM.

111



A) B)

INULINA

X A

MAPKs
| .
> Y
P38

/ = // L-;..-“»-. C::% iNOS — NO J
COX-2, TNF-q /

LR 65 | 72— [ 2, TNE- -

J IR [P oaonat ¥ HO- SR % TVODET }\X'

o Transcripcion ||

ACTIVACION

INHIBICION

ACTIVACION

INHIBICION

MECANISMO DE DOLOR E INFLAMACION MECANISMO DE DOLOR E INFLAMACION

Figura 26. A) Dianas intracelulares de quercetina. Tanto los ROS como los estimulos externos
de inflamacion, activan una sefializacion intracelular capaz de causas una inflacion y/o dolor. Las
flechas de color azul representan vias estimuladas por quercetina, y flechas rojas representan vias
inhibidas por flavonoides (Ferraz et al. 2020). B) Mediadores de inflamacién y dolor inhibidos por
inulina. Esquema representativo de lo obtenido por Khanna et al. (2020). Imagen creada en

BioRender.com.

No obstante, es importante enfatizar que la inulina también llega a presentar
propiedades antiinflamatorias presentes en concentraciones menores a 24 nm
(Figura 26.B). Como es posible observar en la Tabla 12. Las Np Inu y la inulina
comercial no presentan ninguna diferencia significativa en cuanto a la disminucion
en la produccion de NO. Con esto podemos constatar que no hubo alteracion de las
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propiedades antiinflamatorias de la inulina cuando esta paso por el proceso de

secado por aspersion a una temperatura de 120°C.

En la Figura 26.B vemos el mecanismo de accion de inulina sobre vias
inflamatorias. Lee et al. (2018) hablan de la capacidad de los probio6ticos de inhibir
COX-2 por la supresiéon de la via de sefalizacion NFkB en células RAW. Por otra
parte, Li et al. (2019) observaron que en células HT-29 habia una reduccion en la
expresion de p38 por la inhibicion de MAPK. Estos resultados se obtuvieron de la
combinacidén de dos prebidticos de tipo Lactobacillus y Bifidobacterias. Khanna et al.
(2020) postula que la actividad antinflamatoria de los probidtico se da por diversos
factores, como la inhibicion de NO, citocinas proinflamatorias y la disminucion en la

regulacion de COX-2 por la inhibicion de la via MAPK, asi como supresion de NFkB.

Otro efecto importante que se observa es el efecto sinérgico de inulina y
quercetina en las Np Inu-Quer desde su administracion en una concentracién de
30nM. Nosotros proponemos que esta diferencia en el porcentaje de produccién de

NO puede llegar a ser por dos factores:

1. Tamafo de particula: Las nanoparticulas obtenidas por el método de
secado por aspersion presentan un tamafno promedio de 110.05+13.6 nm
a una temperatura de 37°C con una liberacién de quercetina de casi el
90% a las 2 horas. Mientras que la inulina comercial muestra tamanos

<500um. Esto da como resultado una rapida internalizacion de los
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compuestos activos a través de receptores de membrana TLR4 o IFN-y

por difusion pasiva.

2. Inhibicién y activacion de vias de sefalizacion: Con base al estudio
realizado sobre los mecanismos de accion de ambas moléculas, podemos
decir que ambos actuan como inhibidores de las mismas vias de
sefalizacion de la inflamacion, asi como reguladores de agentes
proinflamatorios. Por ende, obtenemos una mejor y mas rapida respuesta

en cuanto a la disminucion de NO.

Hasta el dia de hoy, los mecanismos de accion por los cuales la quercetina e
inulina demuestran su potencial antiinflamatorio no han sido aclarados, esto debido,
en el caso de la quercetina a la capacidad que tienen la molécula de ser multi-diana.
Mientras que en el caso de la inulina puede ser debido a su reciente descubrimiento
como nano encapsulador para alimentos. Sin embargo, con los resultados obtenidos
podemos notar ambos ofrecen una respuesta bioldgica de tipo terapéutica para la
regulacion en la disminucion de NO, inhibiendo o activando proteinas reguladoras,

esto en relacion a la concentracion anadida.

Los resultados de la actividad antioxidante de las Np Inu-Quer, comprobaron
reducir la actividad antiinflamatoria producida por la liberacion de éxido nitrico en
células RAW 264.7. De esta forma podemos decir que el uso de la nanotecnologia

en el area de liberacion de compuestos activos ofrece una ventaja en la regulacion
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de actividades bioldgicas. También que el uso estratégico de los ingredientes puede

llegar a potencializar efectos terapéuticos.
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Figura 27. A) La accion inhibidora de Np Inu-Quer, Np Inu, Quercetina e inulina sobre la
produccion de NO en células RAW 264.7. Efecto con concentracion 30nM, 24nM,12 nM durante 8
horas. B) Viabilidad celular de los extractos a 8 horas en células RAW 264.7 a concentraciones de

30, 24,12 nM. Estimuladas con 10ug/mL de LPS. Cada tratamiento se realiz6 por triplicado. Se
evaluo con ANOVA de dos vias, con comparacion multiple de Dunnett. Donde, * p <0,05, ** p <0,01,

*k%k

p <0,001 frente al grupo tratado con LPS.

Tabla 13. Comparaciéon multiple de Tukey para resultados de produccion de NO (%) por
grupos de concentracion (%). Los resultados se presentan como un porcentaje promedio +

Desviacion estandar. Letras iguales representa diferencia significativa, donde p < 0.05.

Produccién de NO (%)

Muestras  Np Inu-Quer Np Inu Quercetina Inulina
% 30 4.741.34 abcd 12+2.68 abcd 24.3£1.34 abc 22.1+2.68 abd
c

0

§ 24 0£0.23 ac 1.37+0.05 b 292+0.18 ac 1.66+0.09 d
c

3

S 12 088%0.05 a 0.44%0.09 b 0.94+0.22 ¢ 1.14%0.03 d
o

116



10.

CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos gracias a este trabajo de investigacion permiten

concluir que:

1.

4.

La velocidad de rotacion de la bomba peristaltica esta relacionada con la tasa
de atomizacion del producto, la tasa de produccion en masa del proceso y la
calidad del producto final. La temperatura de entrada juega un papel importante
en las propiedades fisicas de la inulina atomizada en la alimentacion del secado
por atomizacién, lo que interfiere con el flujo de la masa y rendimiento del
proceso de secado. Por consiguiente, en relacion con este tema, la solubilidad
de las nanoparticulas dependera de la temperatura del medio.
La optimizacion para la sintesis de Nps cargadas de quercetina por el método
de spray dryer nos permitid obtener una técnica de fabricacion eficaz y eficiente
para su posterior aplicacién en la fabricacidon a nivel industrial.
La determinacién de tamafo de nanoparticulas dio como resultado una
respuesta dependiente a la temperatura del medio, con un diametro de 289.75
+16.3 nm para Np Inu-Quer. Donde la eficiencia de cargado fue de 71.11% vy
un rendimiento de recuperacion de 64.9+3.3%. Gracias a esto se confirma un
encapsulado exitoso.
La incorporacion de dos tipos de ingredientes con efecto terapéutico en un
mismo vehiculo de transporte, representa hoy en dia un reto en los sistemas

de liberacion controlados, ya que los resultados muestran que a través de la
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ingesta por via oral, se optimizan los efectos terapéuticos de cada principio
activo.

5. La encapsulacion de principios activos de tipo flavonoides por el método de
secado por aspersion es una herramienta que nos ayuda a potenciar los
beneficios terapéuticos del principio activo, ya que protege la molécula de
condiciones que pueden afectar su estabilidad, asi como enmascarar su
caracteristico sabor y controlar su liberacién a nivel in vitro. Como conclusion
obtenemos una liberacion controlada que tiene efectos importantes en la
prolongacion de la vida media de quercetina al ser transportada por una matriz
polimérica de inulina, ya que se demostro que al ser sometida a condiciones de
pH y temperatura in vitro, esta presenta actividad de liberacion en condiciones
de pH 7.4. Obteniendo de esta forma Np dependientes de pH.

6. Los datos obtenidos en el analisis de inhibicion de DPPH arrojaron que la
quercetina liberada por las nanoparticulas en distintas condiciones, aun
mantiene sus propiedades antioxidantes, aunque se sometid a altas
temperatura en el secador por aspersion. Por lo que el encapsulado por medio
de inulina resulto efectivo para la proteccion de la quercetina.

7. Laliberacion in vitro de la quercetina mejora cuando se encuentra en un medio
basico a temperatura de 37 °C; esto debido a las propiedades prebidticas
propias de la inulina, ya que observamos que es capaz de pasar a través del
pH del estobmago sin transformarse por un proceso de hidrolisis, donde se
constata que es capaz de alcanzar sitios con pH basicos como el colon. Sobre
este orden de ideas, podemos decir que gracias a esto es capaz de estimular
selectivamente la microbiota intestinal. En conclusion, se cuenta con Np
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termosensibles y sensibles a pH, capaces de liberar mas del 90% del principio
activo a las 3 horas de administracion en condiciones similares a colon.
Aplicando los modelos matematicos anteriormente planteados, la liberacién de
la quercetina se rige por mas de dos procesos, difusion y relajacion de las
cadenas poliméricas de Nps esféricas, y por un mecanismo de liberacion no
Fickiano.

8. Entema de viabilidad celular, las Np Inu-Quer tienen una tendencia a presentar
citotoxicidad en relacidon concentracidn-tiempo dependientes. Las
nanoparticulas tienden a mostrar efectos sinérgicos en linea celular Caco-2 a
concentraciones arriba de 60nM, dado que a 24 horas muestra una disminucién
en la viabilidad de estas, mientras que ha a 72 horas, presenta un efecto
proliferativo. Sin embargo, a partir de 30nM no se presenta disminucion
significativa de la viabilidad. Por lo tanto, podemos decir que las Np no
muestran efecto anticancerigeno en células de cancer de colon. Mientras que
en células HepG2 si es posible visualizar un campo terapéutico anticancerigeno
a concentraciones por debajo de 15nM, también concentracion-Tiempo
dependientes.

9. Las Np Inu no muestran citotoxicidad en HDFa, por debajo de una
concentracion de 30nM, por lo que podemos decir que son optimas para ser
utilizadas como vehiculo para farmacos.

10.Las Nps, después de una larga explosiéon en las lineas celulares (72h)
mostraron un efecto prooxidante a concentraciones arriba de 60nM; Este

aumento, al ser mas alto que los ingredientes en su forma comercial, es debido
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11.

a la adhesion a la membrana celular, su rapida internalizacion y el efecto
sinérgico de ambos compuestos.

Se encontré que las Np Inu-Quer no presentan efectos citotoxicos sobre la
proliferacion celular de células RAW 264.7 en un rango de concentracion de
30-12 nM. EI NO actua como regulador de la inflamacioén, se llega a presentar
tanto en procesos fisioldgicos como patologicos. EI NO es producido en
macrofagos maduros (Shim, Lee, 2018). En base a los resultados obtenidos en

el apartado “9.15 Analisis de 6xido nitrico” podemos decir que las Np Inu-Quer,

a concentraciones entre 24 y 12 nM son capaces de suprimir la produccion de
oxido nitrico en macrofagos murinos. De esta forma se comprueba que las Np

Inu-Quer muestran propiedades antiinflamatorias.
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Figura A.12.1. Fotografias por Microscopia electronica de barrido de Np Inu-Quer.
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Figura A.12.2. Fotografia por Microscopia Electrénica de barrido de Np Inu.
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