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Resumen

Las kafirinas son la principal proteina de almacenamiento del grano de sorgo, debido a
su inferior calidad nutricional y desempefio limitado en el tracto digestivo humano, los
esfuerzos de investigacion en los Gltimos afios se han dirigido a sus aplicaciones como
biomateriales alternativos de valor agregado. Las mismas pertenecen a la familia de las
prolaminas con propiedades caracteristicas Unicas como: su solubilidad en alcohol, su
insolubilidad en agua, conformacion alargada, alta hidrofobicidad, entre otros. Ademas,
estas proteinas tienen la capacidad de autoensamblarse en micelas inducido por la
polaridad del solvente, en un proceso denominado precipitacion anti-disolvente. Las
nanoparticulas organicas presentan las siguientes ventajas: biocompatibilidad,
biodegradabilidad, alta capacidad de union a farmacos, absorcion adecuada por las
células, targeting (orientacion), posibilidad de produccién simple y de bajo coste, entre

otros.

Sin embargo, el uso de kafirinas como carrier o nano-vehiculo sigue siendo escaso. En
esta tesis de maestria se ha trabajado bajo la hipdtesis de preparar y estudiar las
propiedades de nanoparticulas de kafirina y su uso en la encapsulacion de la hormona
progesterona. Para ello con un enfoque de biorrefineria se partié de DDGS (granos secos
de destileria con solubles) principal subproducto de la produccion de bioetanol. Luego de
estudiar diversas condiciones de purificacion, se evaluaron estrategias alternativas de
sintesis y se caracterizaron las nanoparticulas obtenidas. Las mismas presentaron (DLS,
PDly PZ de: 224 £ 8 nm; 0.255 £ 0.03; -35 £ 2mV, respectivamente) que fue corroborado
por SEM. La evaluacion de la estabilidad coloidal mostr6 a 4°C, efectos de agregacion y
degradacidon con el paso del tiempo, donde a pH mayores a 5, las nanoestructuras son
estables, ya que presentaron potenciales en el rango de -39 a -61 mV, lo suficientemente

alto como para evitar la agregacion de éstas.

Los estudios de encapsulacién mostraron una eficiencia del 88% y un rendimiento del
72% a 20 pug/mL de progesterona inicial, haciendo que ésta sea la mejor condicién, dentro
del barrido de concentraciones de 12 — 164 pg/mL de progesterona. Se ha caracterizado
fisicoquimicamente los nanoencapsulados los cuales no mostraron cambios significativos
con respecto a las nanoparticulas de kafirina. Ademas, las nanoparticulas y los
nanoencapsulados resultaron no ser citotoxicas en la linea celular de queratinocito
humano (HaCaT) mediante el ensayo de MTT a concentraciones de 10 — 100 pug/mL de

progesterona.



Finalmente, se logré demostrar la hipétesis de la tesis realizando ensayos en medio de
tracto digestivo simulado (ITG) de los nanoencapsulados y de las nanoparticulas de
kafirina, que fueron incubados durante 2 horas a 37°C y 150 rpm y mostraron la
liberacion del farmaco encapsulado. Se cuantifico la cantidad de progesterona dentro de
los nanoencapsulados y se corrobor6 su ausencia en las nanoparticulas de kafirina. Para

la cuantificacion de este se utilizaron distintas técnicas: colorimétrica, ELISA 'y ECLIA.

En consecuencia, este trabajo demuestra al mejor de nuestro conocimiento, por primera
vez el uso de nanoparticulas de kafirina sintetizadas a partir de un residuo industrial como

una nanovehiculo de progesterona.
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Abstract

Kafirins are the main storage protein of sorghum grain, due to their inferior nutritional
quality and limited performance in the human digestive tract, research efforts in recent
years have been directed to their applications as alternative value-added biomaterials.
They belong to the prolamin family with unique properties such as solubility in alcohol,
insolubility in water, elongated conformation, and high hydrophobicity, among others. In
addition, these proteins have the ability to self-assemble into micelles induced by the
polarity of the solvent, in a process called anti-solvent precipitation. Organic
nanoparticles have the following advantages: biocompatibility, biodegradability, high
drug binding capacity, adequate cellular uptake, targeting, and the possibility of simple
and low-cost production, among others.

Although the main storage protein of sorghum grain is kafirin, due to its nutritional quality
and limited performance in the human digestive tract, research efforts in recent years have
been directed to its applications as new value-added biomaterials. However, the use of
kafirins as carriers or nano-vehicles is still scarce. In this masterwork, we have worked
under the hypothesis of preparing and studying the properties of kafirin nanoparticles and
their use in the encapsulation of the hormone progesterone. For this purpose, using a
biorefinery approach, DDGS (dried distillers dried grains with solubles), the main by-
product of bioethanol production, was used as a starting point. After studying different
purification conditions, alternative synthesis strategies were evaluated and the
nanoparticles obtained were characterized. The same ones presented (DLS, PDI and PZ
of 224 £ 8 nm; 0.255 + 0.03; -35 + 2mV, respectively) which was corroborated by SEM.
The evaluation of colloidal stability showed at 4°C, aggregation and degradation effects
with the passage of time, where at pH higher than 5, the nanostructures with both
strategies are stable, since they presented potentials in the range of -39 to -61 mV, high
enough to avoid their aggregation.

Encapsulation studies showed an efficiency of 88% and a yield of 72% at 20 pg/mL of
theoretical progesterone offered, making this the best condition, within the range of
concentrations of 12 - 164 pg/mL of progesterone. The nanoencapsulates have been
physicochemically characterized and showed no significant changes with respect to the
kafirin nanoparticles. Furthermore, the nanoparticles and nanoencapsulates were found
not to be cytotoxic in the human keratinocyte cell line (HaCaT) by MTT assay at
concentrations of 10 - 100 pug/mL of progesterone.

Finally, we were able to demonstrate the hypothesis of the thesis by performing simulated
digestive tract (ITG) medium assays of the nanoencapsulated and kafirin nanoparticles,
which were incubated for 2 hours at 37°C and 150 rpm and showed the release of the
encapsulated drug. The amount of progesterone within the nanoencapsulates was
quantified and its absence in the kafirin nanoparticles was corroborated. Different
techniques were used for its quantification: colorimetric, ELISA, and ECLIA.

Consequently, this work demonstrates to the best of our knowledge, for the first time the
use of kafirin nanoparticles synthesized from an industry waste as a progesterone
nanovehicle.

Vi
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CT: tratamientos combinados

DDGS: granos secos de destileria con solubles
DLS: dispersién dindmica de luz

DSC: calorimetria diferencial de barrido
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MTT: 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol
NM: nanomaterial

Nps: nanoparticulas

NpsK: nanoparticulas de kafirina

NspK-Pr: nanoencapsulados de progesterona
OT: tratamientos originales

PDI: indice de polidispersidad

Pr: progesterona

PZ: potencial Z

R: rendimiento

SDS-PAGE: electroforesis en gel de poliacrilamida



SEM: microscopia electronica de barrido
SFG: jugo gastrico simulado

UHPLC: analisis en cromatografia liquida de ultra alta presion
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I. Introducciéon

Nanobiotecnologia

La nanobiotecnologiaes una rama de la nanotecnologia con aplicaciones o0 usos
bioldgicos y bioquimicos. La misma estudia elementos existentes en la naturaleza para
fabricar nuevos dispositivos. Logra maximizar las propiedades fisicoquimicas que surgen
de la manipulacién de la materia a escala nanométrica. Se trata de la ciencia, de
comprension, disefio, creacion y aplicacion de nanomateriales en todos los campos de la
ciencia, la ingenieria y la tecnologia. Transformandose en la revolucion cientifica y
tecnoldgica del presente siglo. De este modo, en los Gltimos quince afios se ha
incrementado considerablemente la investigacidon de nanomateriales, debido a los avances
tecnoldgicos y a las propiedades fisicoquimicas Unicas presentes en los mismos,

diferencidndose de los materiales de tamafio a escala real.>?

La nanociencia y la nanotecnologia no son nuevas, de hecho, los quimicos han fabricado
polimeros, incluso se han utilizado para crear los chips de computadora durante los
ultimos 30 afios. En efecto, la naturaleza ha fabricado estructuras diminutas altamente
precisas y funcionales durante miles de afios como ADN, proteinas, etc. Pero solo a partir
de la década de 1980 los humanos han sido capaces de fabricar nanoestructuras sintéticas.
Las mismas estan hechas de atomos que se definen con precisién en el espacio, tienen un

numero ilimitado de composiciones, tamarios, formas y funcionalidad.®>

La aplicacion de la nanobiotecnologia a la medicina se denomina nanomedicina. Esta
cubre las aplicaciones de las nanobiotecnologias en el diagndstico molecular ¢ también
conocido como nanodiagnostico. La aplicacion en la industria farmacéutica para el
descubrimiento y la administracion de farmacos se denomina nanobiofarmacéutico. Si
predominan las industrias de las comunicaciones y la ingenieria, las aplicaciones futuras
en la medicina y las ciencias de la vida se estan expandiendo rapidamente, hacia el
desarrollo de la medicina personalizada. El perfeccionamiento de los diagnosticos
moleculares, la combinacidn de diagndsticos con terapias y la administracion de farmacos

dirigidos desempefian un papel importante en esta aplicacion (Figura 1).36



|

Medicina
personalizada

Figura 1. Relacion de la nanobiotecnologia con otras tecnologias para el desarrollo de la medicina

personalizada, creado con BioRender.com.

Los problemas de toxicidad de las nanoparticulas son motivo de gran preocupacion, ya
que la evaluacién de riesgos presenta desafios debido a la falta de datos, complejidad de
los nanomateriales, dificultades de medicion, etc. La importancia las nanoparticulas se
debe a su pequefio tamafio, lo que permite su introduccion en partes del cuerpo donde las
particulas grandes no son capaces de entrar. Aunque esto puede implicar que las pequefias
puedan cruzar algunas de las barreras como la hematoencefalica y se alojen en el cerebro.
Los seres humanos estan expuestos a nanoparticulas generadas espontaneamente en la
atmosfera y muchas de ellas se excretan del cuerpo. La toxicidad es un problema para el
uso in vivo de nanoparticulas, no asi para el diagndéstico in vitro. Aunque algunas de las
nanoparticulas no son toxicas, otras si lo son; la tendencia actual es utilizar nanoparticulas

poliméricas degradables no toxicas, como es el caso del presente estudio.’



Perspectivas futuras de la nanobiotecnologia
Se espera que en la proxima década comprendamos mejor como recubrir o alterar
quimicamente las nanoparticulas para reducir su toxicidad en el cuerpo, lo que permitira
ampliar su uso para el diagndstico de enfermedades y la administracion de farmacos. La
finalidad de los nanodispositivos es mejorar la comprension del mecanismo de la
enfermedad y asi administrar terapias méas efectivas. La nanobiotecnologia podria
permitir intervenciones terapéuticas a nivel celular para corregir la causa de la
enfermedad. Finalmente, la misma proporcionara muchas herramientas para la

implementacion de la medicina personalizada en la segunda década del siglo XX1.78

Por un lado, se prevé un crecimiento global del sector impulsado por los avances
tecnoldgicos, asi como un mayor apoyo gubernamental, junto al aumento de la inversién
privada y la demanda creciente de dispositivos mas pequefios. Sin embargo, los riesgos
medioambientales y de seguridad de la nanotecnologia, en conjunto a las preocupaciones

relacionadas con su comercializacion, podrian obstaculizar la expansion del mercado.*®

Se estima que, Estados Unidos, Brasil y Alemania lideraran la industria nanotecnolégica
en el afio 2024, con una importante presencia de paises asiaticos como Japon, China,
Corea del Sur, India, Taiwan y Malasia. En particular la industria cosmética le arrebatara

el tercer puesto al sector biomédico encabezado por la electronica y la energia.’

En suma, la nanotecnologia es capaz de crear nuevos materiales y dispositivos que pueden
dedicarse a un amplio rango de aplicaciones en campos tan diversos como
la nanomedicina, nanoelectrénica, biomateriales, produccion de energia y productos de

consumo. Esto supondra una gran revolucion tecnoldgica y medioambiental.*

Aplicaciones farmacéuticas de la nanobiotecnologia

Entre las nuevas tecnologias, la nanobiotecnologia ha provocado un gran interés para su
aplicacion en la industria farmacéutica. Entre las aplicaciones méas importantes de la
nanobiotecnologia se encuentran  las &reas de descubrimiento, desarrollo y

administracion de farmacos.31112

Particularmente el uso de nanoparticulas ha hecho contribuciones significativas al
desarrollo de farmacos. La union multivalente de pequefias moléculas a nanoparticulas
puede aumentar la afinidad de unién especifica y revelar nuevas propiedades bioldgicas
de dichos nanomateriales. Ademas, se estan desarrollando algunos farmacos a partir de

nanomateriales, ejemplos bien conocidos de éstos son dendrimeros, fullerenos y los
-3-



nanoanticuerpos. Incluso la conjugacion de dendrimeros con farmacos de bajo peso
molecular ha sido de creciente interés recientemente para mejorar la farmacocinética,
direccion a sitios especificos y facilitar la absorcién celular. Por otro lado, los enlaces
especificos de fullerenos tienen numerosos puntos de union lo que permite el enlace

especifico de grupos quimicos. 101314

Se prevé un uso cada vez mayor de la nanobiotecnologia por parte de las industrias
farmacéutica y biotecnoldgica. La nanotecnologia se aplicard en todas las etapas del
desarrollo de farmacos hasta aplicaciones de diagnostico en ensayos clinicos. En un futuro
cercano, puede ser posible modelar completamente la estructura y funcion de una célula

individual mediante computadoras conectadas a sistemas de nanobiotecnologia.®

Uno de las principales dificultades en la administracion de farmacos es su solubilidad,
que es un factor esencial para su eficacia independientemente de la via de administracion.
También es un desafio importante para las comparfiias farmacéuticas que desarrollan
nuevos bioproductos, ya que casi el 50% de los nuevos medicamentos de base quimica

son insolubles o poco solubles en agua.®®

Con respecto al reto anterior, la nanobiotecnologia proporciona las siguientes soluciones

a los problemas de administracion de farmacos:

v~ aumenta el area superficial cuando el tamafio de la particula se reduce.

v" mejora la solubilizacién del farmaco.

v uso de vias de administracion no invasivas eliminando la necesidad de administrar
farmacos por inyeccion.

v~ desarrollo de nuevas formulaciones de nanoparticulas con estabilidades y vidas
medias mejoradas.

v" desarrollo de formulaciones para mejorar la absorcion de compuestos y
macromoléculas insolubles.

v~ mejora la biodisponibilidad, reduciendo potencialmente la cantidad de dosis
requerida y aumentando la seguridad mediante la reduccién de los efectos
secundarios.

v fabricacion de formulaciones con tamafios de particula, morfologia y propiedades
de superficie controlados serian mas eficaces y menos costoso.

v~ perfiles de liberacion sostenida.

v” mejora el cumplimiento de los regimenes farmacoldgicos del paciente.?°



El acoplamiento directo de farmacos a ligandos direccionadores restringe la capacidad de
acoplamiento a unas pocas moléculas de farmaco, pero el acoplamiento de nanosistemas
portadores de farmaco a ligandos permite el intercambio de muchas moléculas del mismo
por medio de un ligando dirigido a receptores. Los nanosistemas ofrecen oportunidades
para lograr la orientacion de farmacos con objetivos especificos de enfermedades. Las
nanoparticulas de polimeros biodegradables se han utilizado con frecuencia como
vehiculos de administracion de farmacos debido a su biodegradabilidad, buena
encapsulacion, liberacion controlada y baja toxicidad. Se han revisado varios sistemas de
nanoparticulas, procesos generales de sintesis, encapsulacion, liberacion controlada y
mejora del efecto terapéutico de farmacos nanoencapsulados (Figura 2).3%

Droga
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Figura 2. Enfoques de entrega a nanoescala para cargas de moléculas pequefas. Los

nanocristales de farmacos pueden formarse con la ayuda de estabilizadores. Los vehiculos
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farmacoldgicos liposomales pueden encapsular farmacos en la bicapa de la micela y/o como
cristales de farmaco en el interior. Las micelas poliméricas estdn compuestas por polimeros
anfifilicos que suelen encerrar el farmaco en el ndcleo. Los dendrimeros pueden disefiarse para
unir covalentemente el farmaco o encapsularlo entre subestructuras. Las nanoparticulas de silice
pueden incorporar o adherir firmacos dentro o sobre una matriz porosa. Finalmente, los sistemas
de nanoproduccidn basados en proteinas pueden incorporar farmacos en regiones hidrofébicas de
proteinas y/o entre componentes proteicos. Se muestran las LD= capacidad de carga (del inglés
Load Capacity) para cada nanoformulacion, basados en biobiografia. El farmaco o droga se
esquematiza como una esfera roja. Creado con BioRender.com , adaptado de Manzani et al.,
2021.Y

Los nanovehiculos con membranas asimétricas pueden permitir la insercion directa de
proteinas y por lo tanto su modificacion quimica. Los materiales nanoporosos con gran
area de superficie y volumen de poros son especialmente adecuados para los sistemas de
administracion de farmacos. Ademas, se pueden utilizar para la encapsulacion de células

en terapia hormonal >4



Nanomateriales

La Organizacion Internacional de Normalizacion (ISO) es una organizacion mundial de
organismos nacionales de normalizacion, define a los nanomateriales como materiales
con al menos una dimension externa que mide 100 nanémetros (nm) 0 menos o0 con
estructuras internas que miden 100 nm o menos.'® Dentro de los mismos, se encuentran
los nano objetos como un material con una, dos o tres dimensiones externas dentro de la

nanoescala (Figura 3).%

Nanomateriales
Nanoobjetos
Nanoparticulas Nanofibras Nanoplacas

@ |/

Figura 3. Clasificacién en base a la definicion ISO de nano objetos, que incluyen las

nanoparticulas (tres dimensiones), las nanofibras (dos dimensiones) y las nano placas (una

dimension). Creado con BioRender.com, adaptado de Krug et al., 2011.%°

Ademas, de la clasificacion de los nanomateriales (NM) segln ISO, también se los puede

definir seguin su: procedencia, naturaleza quimica, origen, y tamafo (Figura 4).

Por su procedencia se clasifican en primer lugar como naturales, producidos por
arboles, plantas, volcanes, etc. En segundo lugar, como incidentales producidos por la
combustion de vehiculos y/o en procesos industriales etc., artificiales (sintética)

producidos por diversos procesos de fabricacion ya sean top-down o bottom-up. 2*

Por su naturaleza quimica se pueden diferenciar en organicos o inorganicos, donde
los “suaves” son organicos y a menudo biodegradables, mientras que los “duros” son
inorganicos frecuentemente insolubles y no biodegradables.

Por su origen se pueden dividir en basados en carbono, es decir, compuestos de

carbono que suelen adoptar formas de esferas huecas, elipsoides, como por ejemplo



nanotubos y fullerenos. Como también basados en metales un ejemplo de éstos son DQ.

Como la mayoria de los nanomateriales, se pueden combinar. 2% %

Por su tamafio, para ser considerado un nanomaterial, al menos una de sus
dimensiones debe pertenecer al rango de escala entre 1 y 100 nandmetros, la distribucion

del tamafio se basa en la concentracion de la media de tamafio.?*

Clasificacion de Nanomateriales

VAN
( \
5 Naturaleza 2 S
[ Frocedendia J [ quimica Origen Dimensiones Tamafio
Natural Inorgénico Basados en Dimensién cero
Carbono
Sintética Organico Basados en Unidimensionales
Metales
Incidental Bidimensionales

Tridimensionales

Figura 4. Clasificacion de los nanomateriales segun: procedencia, naturaleza quimica, origen,

Dimensiones y Tamario. Creado con BioRender.com.

Por sus dimensiones, que se basan en el namero de dimensiones del material que
estan dentro del rango de la nanoescala (<100 nm). Las dimensiones espaciales son muy
variables y de una gran influencia en sus propiedades. Atendiendo a su aspecto

dimensional, pueden ser clasificadas en cuatro grupos.

> Dimensién cero (0D), donde ninguna dimension supera los 100 nm, el caso méas

comun son las nanoparticulas de Au y Ag, nanoarcillas, QD, etc.

» Unidimensionales (1D), se definen como peliculas delgadas que se han

desarrollado y utilizado durante décadas en campos como la quimica y la
ingenieria y la fabricacion de elementos electronicos. El ejemplo méas comdn es
el grafeno, una red de panal de abeja hecha de &tomos de carbono, con muchas

aplicaciones prometedoras en areas relacionadas mayoritariamente a la energia.


https://www.nanowerk.com/what_is_graphene.php

> Bidimensionales (2D), a diferencia de las anteriores, dos dimensiones se

encuentran fuera de la nanoescala. En particular, sus nuevas propiedades
eléctricas y mecanicas son objeto de una intensa investigacion cientifica en los
ultimos afios. Dentro de esta clasificacion se encuentran, en primer lugar, los
nanotubos de carbono que han asumido un papel importante en el contexto de los
NM, debido a que son mecénicamente fuertes, flexibles y pueden conducir la
electricidad extremadamente bien. En segundo lugar, se encuentran
los nanotubos a base de 6xido se estan cuyas aplicaciones son fotocataliticas y
almacenamiento de energia. Por su parte, aqui también se encuentran los
nanocables que son cables ultrafinos o conjuntos lineales de puntos, formados por
autoensamblaje. Estos han demostrado caracteristicas Opticas, electronicas y
magnéticas notables. Como también se encuentran los biopolimeros, como las
moléculas de ADN, que ofrecen una amplia gama de oportunidades para la

organizacion de las nanoestructuras.

» Tridimensionales (3D) son materiales que no tienen ninguna dimension en la

nanoescala, por lo que los electrones no estdn confinados y pueden moverse
libremente. Dentro de esta tipologia se encuentran materiales nanoestructurados,
dispersiones de nanoparticulas y las multicapas. Aqui se encuentran los
dendrimeros, que son moléculas poliméricas esféricas, que se utilizan en
aplicaciones convencionales, como revestimientos y tintas, a su vez pueden actuar
como moléculas trasportadoras y podrian usarse en la administracion de farmacos.
En este grupo de nanomateriales de tres dimensiones se encuentran las

nanoparticulas.?22

Ademaés de lo anteriormente mencionado, los nanomateriales también pueden presentar
una amplia variedad de formas: esférica, cilindrica, elipsoidal, tubular, helicoidal,

campaniforme, arrecifal, dendritica, en forma de zig-zag o en forma de caja o de jaula.?*

A modo de resumen, los NM se pueden crear a partir de minerales o sustancias quimicas
y sus propiedades fisicoquimicas son diferentes que cuando presentan un tamafio micro
0 macro. La composicion, el tamafio de las particulas, la forma, los revestimientos
superficiales y la fuerza de los enlaces de las particulas cambian. EI motivo es que al

reducirse el tamafio a escala nanométrica, aumenta el area superficial, lo que favorece una
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mayor interaccion entre a&tomos y moléculas cercanas, dando lugar a diversas atracciones
y repulsiones que provocan efectos superficiales, electronicos y cuénticos, afectando a

los comportamientos opticos, eléctricos y magnéticos de los materiales. 2
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Nanoparticulas

Las Nanoparticulas (Nps) tienen propiedades dependientes del tamafio que son nuevas 0
mejoradas en comparacion con particulas a escala macroscopica, ejemplos son su
reactividad quimica y su comportamiento 6ptico. Ademas, las nanoparticulas también se
pueden organizar en capas sobre las superficies, proveyendo una gran area superficial, y
por ende una mejor actividad relevante como por ejemplo catalizadores. A medida que el
material se reduce a nanoescala, sus propiedades fisicoquimicas cambian, por ejemplo,
dos nanoparticulas de oro pueden exhibir un comportamiento diferente (distintas
temperaturas de fusién, conductividades eléctricas y colores) simplemente por diferencias

en el tamafios de las mismas.31°

Las Nps pueden (1) aumentar la biodisponibilidad de los medicamentos reduciendo su
tasa de degradacion (2) realizar una actividad protectora contra la degradacion de los
farmacos (3) mejorar la solubilidad de los farmacos hidrofobicos (4) controlar la
liberacion de farmacos (5) modificar la farmacocinética (6) aumentar selectivamente la

captacion celular y (7) dirigirse especificamente a los lugares de la enfermedad.?%%’

Las Nps pueden dividirse en dos categorias: A) inorganicas y B) organicas, basadas en
polimeros (Figura 5) siendo estas Ultimas las mas interesantes en el campo biomédico,
debido a su alta versatilidad. Si bien, los polimeros sintéticos son méas estables y permiten
obtener nanoparticulas mas reproducibles, suelen ser bioincompatibles. Los
investigadores han centrado su atencién en los polimeros naturales como por ejemplo las
proteinas, debido a su renovabilidad, biocompatibilidad, biodegradabilidad y no
toxicidad. Otra ventaja de las proteinas es la posibilidad de utilizar varias metodologias

para cargar farmacos, gracias a su estructura primaria definida.42128
Organico Inorganico
Nanoparticula
de silica

Puntos
cuanticos

@ o

Nanoparticula
de oro

Pclimerosoma Dendimero

Micela Nanoesfera Nanoparticula de
Polimérica Polimérica oxido de hierro

-11-



Figura 5. Clases de las nanoparticulas A) Inorganicas B) Orgéanicas. En las primeras se
encuentran los puntos cuanticos, nanoparticulas de oro, de éxido de hierro, de silica, etc. Mientras
gue en B) Organicas, se encuentran, dendrimeros, nanoesfera polimérica, micela polimérica, etc.
Creado con BioRender.com, adaptado de Mitchell et al., 2021.2

Cada clase de Nps tiene numerosas y amplias ventajas e inconvenientes, por su lado, las
organicas tienen como ventajas: control preciso de las caracteristicas de las particulas;
flexibilidad de carga util para cargas hidrofilicas e hidrofdbicas; facil modificacion de la
superficie, etc. Mientras que como desventaja se encuentran la posibilidad de agregacion
y toxicidad. Por su lado, las ventajas de las inorganicas son: sus propiedades eléctricas,
magnéticas y Opticas; variabilidad de tamafio, estructura y geometria, como desventaja

presentan limitaciones de toxicidad y solubilidad.?"?®

Aplicaciones de las nanoparticulas
Las mismas tienen una gama de aplicaciones, a corto plazo, en nuevos cosméticos, textiles
y pinturas, asi como métodos de administracion dirigida de farmacos a sitios especificos

del cuerpo.2®%

En el diagndstico médico, las Nps se utilizan cada vez mas como medios de
contraste; también son una herramienta en la terapia del cancer como agentes de
administracion de farmacos. Asimismo, las mismas son prometedoras en medicina

regenerativa.?>?*

Ademas, las Nps se han desarrollado como una estrategia importante para suministrar
drogas convencionales, proteinas recombinantes, vacunas y nucleétidos. Las Nps y otros
sistemas de administracién de drogas coloidales modifican la cinética, la distribucién
corporal, la liberacion de una droga asociada, el direccionamiento de las drogas en un
tejido especifico y la reduccion de los efectos secundarios. Por lo tanto, las Nps en el
sector de la biotecnologia farmacéutica mejoran el indice terapéutico y proporcionan
soluciones para posibles problemas de administracion de nuevas clases de farmacos

biotecnoldgicos, incluidas las proteinas recombinantes y los oligonucleétidos. 1033

En suma, una de las aplicaciones mas prometedoras de las Nps es en el campo de la
medicina. El desarrollo de nuevas terapias y medicamentos basados en la nanotecnologia
crece rapidamente, debido a las ventajas con respecto a las terapias tradicionales. Esto ha
impulsado la diversificacion y produccion masiva de los nanomateriales de interés

biomédico. Es importante considerar que las propiedades Unicas de los nanomateriales
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influyen en sus interacciones con los factores del entorno y con los seres vivos. Por tanto,
es fundamental evaluar la toxicidad potencial que podrian presentan los nanomateriales

de interés biomédico en el ambiente y en los sistemas biol6gicos.®202

Destino e impacto de las nanoparticulas en el cuerpo humano
Después de la inhalacién, las particulas pequefias pueden penetrar a través de los
diferentes compartimentos tisulares de los pulmones y alcanzar los capilares o células,
como los eritrocitos. Estas particulas luego son trasladadas por la circulacion a otros
6rganos como higado, bazo, rifiones, corazon y cerebro, donde pueden depositarse. Por
lo tanto, pueden ir a lugares del cuerpo que un mineral promedio no puede. Lo cual es
motivo de preocupacion en la administracion dirigida de terapia contra el cancer. La
decision final de utilizar una terapia basada en nanoparticulas puede depender de una

evaluacion de riesgo vs beneficio.>**

Los impactos bioldgicos de las Nps dependen del tamafio, composicion quimica,
estructura superficial, solubilidad, forma, agregacion, etc. Estos pardmetros pueden
modificar su captacion celular, union a proteinas y dafio tisular. Los efectos de las Nps
dependen de las rutas de exposicion que incluyen el tracto gastrointestinal, la piel, los

pulmones (Figura 6).202°

Nanoparticulas N g [l
de oro . & Nanotubos de carbono
)
I 4 v..
------ | N
----- \ h @
- .
.“
Nanoparticulas de s, Particulas tipo Liposomas

oxido de hierro S virus

0

Nanoparticulas Puntos
de plata Quanticos

Figura 6. La diversidad de nanofarmacos disponibles favorece que puedan tener aplicaciones y

vias de administracion diversas. Creado con BioRender.com, adaptado de Mufioz et al., 2018.8
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Debido a la gran diversidad de materiales utilizados y la amplia gama de tamarios de las
Nps, los efectos variardn mucho. Es concebible que determinados tamafios de algunos
materiales puedan tener efectos toxicos. En este punto, no se puede hacer una declaracion
categorica sobre la seguridad de las Nps, la investigacion actual esta tratando de encontrar
formas simples de controlar el grado de toxicidad de una nanoparticula. Este control
significa que la particula sera toxica solo bajo ciertas circunstancias deseables. El uso de
nanoparticulas degradables y de entrega dirigida, como son nanoparticulas proteicas,

puede superar algunos de los problemas asociados con la toxicidad.>10-3

Por ende, las Nps proteicas puede generar complejos que son mas moviles y pueden
ingresar a sitios que normalmente son inaccesibles. La desnaturalizacion o degradacién
acelerada de proteinas en la superficie de estas puede provocar cambios funcionales y

estructurales, incluida la interferencia con enzimas.31%%/
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Nanoparticulas proteicas

Son nanoparticulas coloidales formadas por polimeros, es decir, macromoléculas
compuestas de un gran nimero de unidades repetitivas. Su organizacion es sobre una
arquitectura molecular de tipo cadena que exhibe una multiplicidad de composiciones,
estructuras y propiedades. Las proteinas y los péptidos son uno de los campos de
investigacion mas importantes y fundamentales de la nanomedicina. Ejemplos de los
mismos son: insulina, vacunas, anticuerpos y proteinas recombinantes, las cuales se
utilizan en el desarrollo de nuevos sistemas de administracién de farmacos para mejorar

su funcién y propiedades.638

Las propiedades de las nanoparticulas dependen de sus caracteristicas fisicas, quimicas y
morfolégicas. Las nanoparticulas coloidales se sintetizan mediante diferentes vias, sin
embargo, se considera que existen cuatro principales, cada una de ellas presentan como
objetivo la encapsulacion de agentes farmacéuticos y su administracion dirigida con fines
terapéuticos. Segun el método de preparacion, existen dos tipos de nanoparticulas
poliméricas: nanoesferas y nanocapsulas. Las primeras son sistemas matriciales esféricos,
que tienen el agente activo disperso en una matriz polimérica de manera homogénea.
Mientras que las segundas, son sistemas vesiculares que envuelven el agente dentro de
una cavidad rodeada por una cubierta polimérica, que controla su liberacion dependiendo
de su naturaleza. Estas diferencias hacen que ambos tipos de nanovehiculos tengan
distintas propiedades en cuanto a la forma de liberar la sustancia bioactiva. La seleccién
de la nanoparticula dependera del método de elaboracion, las propiedades gquimicas,

fisicas y caracteristicas del farmaco a encapsular.?®

Existen distintos métodos de elaboracién de nanoparticulas que permiten el
encapsulamiento de moléculas hidrofobas e hidrofilas. Los principales métodos de
sintesis de nanoparticulas son: (1) Método emulsidn/evaporacion (2) Método de doble o
maltiple emulsion (3) Método de difusion de emulsificacion (4) Metodo de

Nanoprecipitacion.

(1) Consiste en la emulsion de dos fases, una acuosa con un agente emulsionante y
una fase organica inmiscible en agua, con un principio activo y un polimero que
formara la matriz. Para formar una fase dispersa homogénea se requiere una sonda
de ultrasonido, una vez formada la emulsién, comienza la evaporacién del

solvente organico. El polimero precipita encapsulando principios activos
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hidrofobos, la polimerizacion de una emulsién permite crear nanoparticulas de
tamafio y morfologia controlada.

(2) Este método ha permitido encapsular moléculas hidrofilas gracias a la doble
emulsion. Aqui, una molécula hidrofila se une a un surfactante y se disuelven en
agua. La emulsion esta compuesta por la dispersion de la fase acuosa en una fase
orgénica, que presenta un polimero disuelto. Finalmente, la emulsion es sometida
a evaporacion.

(3) Utiliza un solvente parcialmente soluble como acetona, en el que se disuelven
polimeros o compuestos bioactivos, después, se emulsionan en una fase acuosa
que contiene un estabilizador que evita la agregacion de las gotas en la emulsion.
Por ultimo, se agrega agua a la emulsion para que se disuelva el solvente y se
precipiten las nanoparticula.

(4) En este método, moléculas bioactivas y el polimero se disuelven en acetona y se
afiade una solucién acuosa que contiene tensioactivos, la acetona es evaporada y

las nanoparticulas permanecen en una suspension acuosa,

Dado que este es el método seleccionado para la sintesis de las nanoparticulas de esta
linea de investigacion, se esquematiza el método de nanoprecipitacion (Figura 7).

\, Fase acuosa
|
; Tensoactivos

Evaporacion del
solvente

Fase orgénica Suspensién acuosa
Solvente + de Nanoparticulas
Polimento hidrofobo @ poliméricas

Figura 7. Método de sintesis de nanoparticulas poliméricas (nanoprecipitacién). Adaptado de

Urrejola et al.,2018. * Creado con BioRender.com.

De esta manera, en la sintesis de nanoparticulas hay muchos enfoques que se basan en un
equilibrio entre las fuerzas electrostaticas y repulsivas de las cadenas de proteinas.
Usualmente para estabilizar las condiciones se utilizan agentes tensoactivos o
surfactantes, que disminuyen la tension superficial. La sintesis y caracterizacion
fisicoquimica de las nanoparticulas se ve afectada por: pH, fuerza idnica, disolvente
utilizado, temperatura.163°-4!
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Caracterizacion, propiedades y disefio de nanocomplejos

Las caracteristicas y propiedades de los nanomateriales pueden variar producto de la

diversidad en los parametros y disefios utilizados para su sintesis.

Existen variados materiales empleados como componentes principales de la matriz,
pueden tener origen lipidico, proteico, polimeros naturales, semisintético y sintéticos. La
estructura quimica del polimero determinard el comportamiento en términos de

encapsulacion, degradacion y liberacion de moléculas.®

Se emplean procesos de sintesis especificos para producir las diversas nanoparticulas,
recubrimientos, dispersiones o compuestos. Las condiciones definidas de produccion y

reaccion son cruciales para obtener tales caracteristicas de particulas deseables (Figura
8) 14,16,42

Sintesis de
nanoparticulas

Multifuncionalidad Composicién quimica ‘

Figura 8. Representacion esquematica de diversas propiedades fisicogquimicas de los
nanomateriales que pueden optimizarse desde la sintesis de nanoparticulas, como son el
ensamblaje, forma, tamafio, composicion, funcionalidad y modificaciones superficiales. Creado

con BioRender.com, adaptado de Daima et al., 2015.1!

-17 -



Ventajas y desventajas de nanoparticulas proteicas

Las propiedades de las nanoparticulas de proteinas las han convertido en una de las
opciones importantes en la administracion de farmacos y la ingenieria de tejidos. Algunas

de las ventajas mas importantes son:

v" Biocompatibilidad

Las proteinas se encuentran entre las principales biomoléculas que componen el cuerpo
de todos los organismos vivos y, por lo que, tienen poca toxicidad, en comparacion con
los polimeros sintéticos. Al absorber agua y crear una repulsion espacial, las proteinas
pueden aumentar la estabilidad de las nanoparticulas y también reducir el reconocimiento
de los nanovehiculos por parte del sistema inmunitario.

v' Biodegradabilidad
Estas moléculas se descomponen en el cuerpo y los aminoéacidos que producen son

utilizados por los tejidos circundantes para fabricar proteinas o producir energia.

v" Posibilidad de produccidn facil y barata

Las proteinas son abundantes en la naturaleza y son fuentes renovables por plantas,
animales, humanos y otros organismos.

v" Alta capacidad de unién a farmacos.

Las proteinas generalmente tienen muchos tipos de grupos funcionales por lo que tienen
la capacidad de unirse y transportar cantidades significativas de farmaco mediante
diferentes mecanismos, como interacciones electrostéaticas, interacciones hidrofébicas y
enlaces covalentes.

v" Direccionamiento

La estructura y secuencia de la proteina, junto a la presencia de numerosos grupos

funcionales pueden permitir la union del farmaco a sitios especificos de la proteina. 141641

A pesar de las diversas ventajas mencionadas con respecto al uso de nanoparticulas de
proteinas en la administracién de farmacos, existen algunas desventajas o limitaciones
para el uso de estos polimeros naturales en las industrias farmacéutica y médica, algunas

de las mas importantes son:

. Las proteinas son polimeros naturales y la mayoria son mezclas heterogéneas de

diferentes tamafios con diferentes pesos moleculares. Esta caracteristica reduce la
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posibilidad de reproducibilidad y la posibilidad de diferencias en las caracteristicas del
producto en diferentes momentos durante la produccién en masa y los usos farmacéuticos
industriales. Para superar este problema, los investigadores buscan producir proteinas
recombinantes utilizando técnicas de ingenieria genética. Las proteinas producidas por
estos métodos son de un solo tamafio y tienen un peso molecular fijo y especifico. Al
disefiar su estructura, es posible conectar diferentes grupos a su superficie, como factores

de orientacion y también ajustar la tasa de liberacion del farmaco.

. Inmunogenicidad: el cuerpo humano ha mostrado una respuesta inmune a las

proteinas extrafias y los diferentes grados de inmunogenicidad se encuentran entre las

limitaciones de las nanoparticulas de proteinas.

. Consequir un patrén de liberacion adecuado: dado que las proteinas suelen ser

moléculas hidrofilas, la mayoria de ellas tienen tasas de liberacion lentas y donde las
nanoparticulas se hinchan cuando entran en el organismo absorbiendo agua y el farmaco
se libera al exterior. Por lo tanto, las moléculas enlazadoras quimicas, como el
formaldehido y el aldehido glutérico, suelen utilizarse para estabilizar su estructura

cuando se preparan nanoparticulas de proteina.

. La posibilidad de transmitir enfermedades animales como la locura bovina a los

humanos cuando se usan fuentes de proteina animal para producir nanoparticulas.®
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Kafirina

El uso de nanovehiculos de proteina vegetal es un nuevo enfoque en la administracion de
farmacos, a diferencia de los nanovehiculos de proteinas animales, las proteinas vegetales
como zeina, gliadina y kafirina tienen una capacidad de liberacién de farmacos més
prolongada debido a su naturaleza hidrofoba. Ademas, debido a la alta hidrofobicidad, se
pueden producir nanoparticulas estables de proteinas vegetales sin la necesidad de
tratamientos quimicos y fisicos ni el uso de moléculas quimicas de union, que usualmente
se usan en la fabricacion de nanovehiculos de proteina animal. Las proteinas vegetales
estdn ampliamente disponibles y son mucho mas baratas que las proteinas animales,
tampoco corren el riesgo de transmitir enfermedades animales a los humanos. La
presencia de diferentes grupos funcionales en estas proteinas hace posible cambiar la
superficie de las nanoparticulas resultantes para regular las propiedades fisicoquimicas y
unirse al sitio de unign.164344

El creciente interés de la investigacion en biomateriales basados en proteinas se ha visto
estimulado por la demanda de alternativas a los polimeros sintéticos tradicionales que
tengan propiedades funcionales ampliadas para dar lugar a un espectro mas amplio de
aplicaciones. La zeina (prolamina del maiz) ha recibido una creciente atencion de la
investigacién, debido a que considerada proteina referente. Debido a sus propiedades
unicas, como su solubilidad en alcohol acuoso, su naturaleza altamente hidrofobica y no
alergénica, su excelente propiedad de barrera al oxigeno, su reducida susceptibilidad a la
degradacidn proteolitica y su capacidad para soportar el pH gastrico, la zeina se considera
superior a otras proteinas, especialmente en las aplicaciones de envasado de alimentos y
suministro de farmacos. Actualmente, los proyectos de investigacion destinados a
explorar la encapsulacion de compuestos bioactivos y la administracion de farmacos estan

en pleno desarrollo. 164546

Si bien zeina y kafirina pertenecen a la familia de las prolaminas con sus propiedades
caracteristicas de ser soluble en soluciones acuosas de alcohol, alto contenido de prolina
y alto rendimiento de amoniaco tras la hidrolisis. Aunque, la principal proteina de
almacenamiento del grano de sorgo es la kafirina, debido a su inferior calidad nutricional
y desempefio limitado en el tracto digestivo humano, los esfuerzos de investigacion se

han dirigido a sus aplicaciones como nuevos biomateriales de valor agregado.
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Ademas, en comparacion con zeina, kafirina tiene una estructura relativamente mas
hidrofobica y menos digerible. En cambio, estas ultimas pueden ser una alternativa a la
zeina en las aplicaciones de biomateriales. Sin embargo, el esfuerzo por aprovechar su
potencial sigue siendo escaso, motivo por el cual es el foco de estudio de esta linea de

investigacion es con Kafirinas.*’4°

Se sabe que muchos factores como: composicidon proteica, pureza, concentracion,
estructuras secundarias, morfologia, concentracion, comportamiento de auto ensamblaje;
afectan al rendimiento del procesamiento y a las propiedades funcionales de los
biomateriales basados en proteinas. Entonces, para desarrollar biomateriales a partir de la

kafirina, es necesario comprender en primer lugar sus propiedades (Figura 9). 404

Kafirina

* Insoluble en agua
* Soluble en alcohol

Q) (AU)

» Conformacion alargada
* Alta hidrofobicidad

* Auto-ensamblado en Nps
* Soluble en solventes
electroespinables

Autoensamble Aplicaciones

Figura 9. Propiedades fisicoquimicas Unicas de la kafirina ponen de relevancia su potencial como
recurso atractivo para los productos sin gluten y como bloques de construccion para los sistemas
de entrega funcionales. La estructura se corresponde con el perfil de dispersion de rayos X de
angulo pequefio (SAXS) de 2 mg/mL de kafirina en tert-butanol al 60%. Creado con
BioRender.com, adaptado de Xiao et al., 2016-2017.46%0

Estudios recientes revelaron sus propiedades fisicas unicas de: alta hidrofobicidad, buena
solubilidad en alcohol acuoso y acido acético, conformacion alargada y la capacidad de
autoensamblarse en biomateriales con morfologia controlada. Ademas, dicha proteina ha
mostrado un potencial prometedor como ingrediente sin gluten y como un nuevo polimero
biodegradable de valor agregado.*6:°1-%3
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El contenido de proteinas en el grano de sorgo oscila entre el 7,6% y el 12,5%, se
clasifican por su solubilidad: en albuminas solubles en agua, kafirinas reticuladas solubles
en alcohol + agente reductor, glutelina soluble en medio alcalino y kafirinas solubles en

alcohol 495

Estudios anteriores han determinado la secuencia de aminoacidos de la kafirina, pero no
se habia utilizado las secuencias como medio para predecir la estructura secundaria y la
hidrofobicidad de la proteina, lo que tiene el potencial de ofrecer una comprension
profunda de la proteina total de la kafirina (55% al, 24% a2, 18% B, 2% v) dicha
clasificacion es en funcion de su peso molecular, solubilidad y estructura. En base a su

estructura secundaria Dianda y col. determinaron su estructura 3D (Figura 10).%°

a-1 kafirin (55%) a-2 kafirin (24%) B kafirin (18%) y kafirin (2%)

Figura 10. Modelado en 3D de las kafirinas a-1, a-2, B y vy a partir de sus secuencias de
aminoacidos, donde se puede observar las distintas conformaciones tridimensionales de las
kafirinas. Adaptado de Dianda et al., 2019.%°

Debido a su peculiar solubilidad y a la propiedad de autoensamblaje inducida por la
polaridad del disolvente, la kafirina puede formar particulas submicrométricas (10-1000
nm) o microparticulas (>1 pm) mediante nanoprecipitacion, (precipitacién anti-
disolvente). La fabricacién tanto de microparticulas como de nanoparticulas comienza
con la disolucion de la proteina kafirina en su disolvente, luego las microparticulas de
kafirina se pueden formar en un solo paso, mediante la adicion gota a gota sobre un
contexto acuoso. ElI mecanismo subyacente es el enorme aumento de la polaridad del
disolvente que conduce a su autoensamblaje en particulas coloidales, principalmente a
través de la interaccion hidrofobica y enlaces de hidrégeno. El tamafio de las particulas
se puede ajustar mediante la proporcion de volumen de la solucion madre o stock y el
agua. En comparacion con las particulas a base de proteinas solubles en agua, las
micro/nanoparticulas a base de kafirina no necesitan ningin procedimiento de

endurecimiento adicional, evitando asi el uso de reactivos quimicos toxicos, estas
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micro/nanoparticulas son especialmente adecuadas para la encapsulacion de

nutracéuticos insolubles en agua con una mayor eficacia de captacion celular.>%52

Los sistemas de administracion de farmacos basados en nanoparticulas son capaces de:
1. Proteger los fArmacos de la degradacion en el tracto gastrointestinal.
2. Ayudar a dirigir la administracion de medicamentos a diferentes 6rganos del
cuerpo.

3. Facilitar la administracion de medicamentos poco solubles en agua.5%

Las propiedades fisicoquimicas Unicas de la proteina kafirina como su: caracter no
alergénico, caracter hidrofdbico, solubilidad en disolventes con bajo punto de ebullicién,
conformacién alargada y capacidad de autoensamblaje inducido por disolventes, han
puesto de manifiesto su potencial como recurso alternativo para los productos sin gluten

y como vehiculo de compuestos bioactivos.**

Si se usaron kafirinas como nanovehiculo, por ejemplo en particulas coloidales que
contienen curcumina,*® sin embargo, atin no se ha explorado su uso en la encapsulacion

de progesterona.
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I. Objetivos

El objetivo general de esta Tesis es preparar y estudiar las propiedades de nanoparticulas

de kafirina y su uso en la encapsulacién de la hormona progesterona.

Para alcanzar este objetivo general se propusieron los siguientes objetivos especificos:

e Sintesis y caracterizacion de nanoparticulas de kafirina. Se estudiaran
cambios en los pardmetros de sintesis y su impacto en las propiedades finales
de los nanopencapsulados. Ademas, se evaluara la estabilidad coloidal de las
nanoparticulas.

e Encapsulacion de progesterona. Del objetivo anterior, se seleccionard la
estrategia que brinde mejor monodispersidad y estabilidad coloidal en particulas
de rango nanométrico y se obtendran las eficiencias de encapsulacion y capacidad

de carga para dicha estrategia.

e Caracterizacion de encapsulados. Los nanoencapsulados seran caracterizados
segun sus propiedades fisicoquimicas, de manera analoga a las nanoparticulas

de kafirina.

e Estudios de liberacion de la progesterona. Se estudiara la liberacién de la
droga en diferentes condiciones de disolucion de los encapsulados. Se
compararan las cinéticas de liberacién en distintas soluciones bufoneadas. Se

prestara atencion a la estabilidad coloidal de los encapsulados en estos medios.

e Estudios in vitro con lineas celulares. Se realizaran ensayos de citotoxicidad
en una linea celular epitelial, de cara a una posible aplicacion tépica de los

encapsulados.
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Il. Materiales y métodos

A. Materiales
DDGS (granos secos de destileria con solubles) fue donado por Alcoholes del Uruguay
(ALUR). Progesterona y BSA se obtuvieron de Sigma-Aldrich (Missouri, EEUU). Trisy
acido acético glacial se obtuvieron de Carlo Erba (Barcelona, Espafia). Acrilamida y
Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT) fueron obtenidas de
Applichem (Darmstadt, Alemania). TEMED fue obtenido de Invitrogen vy
Concentradores de proteina Vivaspin TM 500, 5000 MWCO de GE Healthcare
(California, EEUU). SDS fue obtenido de J. T. Baker (Massachusetts, EEUU). APS fue
obtenido de Biopack (Buenos Aires, Argentina). Marcador de peso molecular 26619
PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder, 10 to 250 kDa, Thermo Fisher, Scientific y
Columna UHPLC® BEH C18 2.1 X 50 mm de Waters Corporation (Massachusetts,
EEUU). Las células HaCaT (MCB-P37) fueron obtenidas del banco de células del
Laboratorio de Biotecnologia de la Universidad ORT, Uruguay. Los demas reactivos

utilizados fueron de grado analitico.

B. Analisis de concentracion proteica: Método Dumas

El método utilizado para medir la concentracion proteica de las kafirinas fue por
combustion en equipo Dumas, marca LECO, modelo FP-528, realizado en Laboratorio
Tecnoldgico del Uruguay (LATU). La norma de referencia fue la “AOAC 992.23
International, Washington DC-EE.UU”, que aplica para “Proteina cruda en los cereales,
granos y semillas oleaginosas”.%? Para ello se pes6 1 gramo de Kafirina en la capsula de
aluminio, la cual se cargd en el automuestreador. Se seleccion6 el método "CEREAL"
con los siguientes parametros: Factor de proteina: 6,25, Caudal de O2: 400 ml/min, Factor
de O2: 1,6 ml/mg.%% Se colocd la muestra en el horno de combustion, el cual realiz6 3
etapas: purga, combustion y andlisis. El tiempo de analisis para una muestra fue de
aproximadamente 3 minutos. El resultado final fue expresado en g/100g, que se
correspondi6 a los gramos de proteina/100 gramos de kafirina, parametro que fue

utilizado para estimarla pureza del concentrado proteico.
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C. Andlisis de proteina por electroforesis
Las muestras obtenidas en cada etapa se analizaron por electroforesis desnaturalizante en
geles de poliacrilamida (SDS-PAGE). Las muestras se dividieron en solidas y liquidas
para su tratamiento, antes de proseguir al sembrado de estas. Todas las muestras fueron
preparadas mediante el agregado de buffer de carga con agente reductor (Tris base-HCI
pH 6.8, 300 mM, SDS 12 %, Glicerol 30%, Azul de bromofenol 0,6%, B-mercaptoetanol
600 mM) y se incubaron a 95 °C por 10 min.

Las muestras sélidas contaron con un pretratamiento que consistio en el agregado de SDS
10% y la incubacion por 10 min a 95 °C. Luego se las centrifug6 a 1350 rpm durante 5
min. El sobrenadante de dicha centrifugacién se preparé con buffer de carga como
previamente descrito y se analizé por SDS-PAGE. El volumen de siembra para todas las
muestras fue de 20 pL. Se corrieron las muestras y el estandar a 120 V durante 1 hora, en
buffer de corrida Tris-Glicina 1X (Tris base 30g, Glicina 144g, SDS 10g, con un volumen

final delL). Por Gltimo, se revel6 el gel por tincion con azul de coomasie.

D. Extraccion y purificacion de kafirinas
El método de extraccidn y purificacion de kafirina a partir de DDGS (granos secos de
destileria con solubles) se baso en el procedimiento descrito por Li y colaboradores.®* A
continuacion se describen los procesos, tanto para el tratamiento 1 (OT1) con etanol
(EtOH), asi como para el tratamiento 2 (OT2) con acido acético glacial. Del mismo modo,

las variantes de la extraccion con tratamiento 1 (CT1) y tratamiento 2 (CT2).

Extraccién con etanol (OT1)
Se colocaron 12 gramos de DDGS pretratado (molido) y se le afiadieron 4 volimenes de
(EtOH 70%), hidréxido de sodio (NaOH 0,5%) y metabisulfito de sodio (Na2S20s 0,4%)
solucidn de partida. La mezcla se incub6 a 70 °C durante 1 hora, con agitacion magnética
a 340 rpm, se dejé enfriar la solucion en bafio de agua durante 5 minutos y se centrifugo
durante 10 min a 3500 rpm y 23 °C. Luego se llevd a cabo la precipitacion de kafirinas,
mediante una rapida disminucién de la solubilidad, llevando la concentracién del
sobrenadante de EtOH 70 % a 40 % con agua destilada y se almaceno a -20 °C durante
16 horas. Posteriormente se centrifugo a 3500 rpm y 23°C, durante 20 min, luego se
realizaron tres lavados del pellet donde se encontraba la proteina de interés. Dichos
lavados fueron en 4 mL de agua destilada y centrifugando la solucion a 3500 rpm, 23 °C,

durante 10 min, descartando los sobrenadantes (SBN). Finalmente, de este modo se logro
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extraer y purificar las kafirinas en un concentrado proteico de interés, el mismo se

almacené a -20 °C.

Variaciones en la extraccion con etanol (CT1)
Se hicieron 2 variaciones, por un lado, la solucion se trabajé sin metabisulfito y la
precipitacion proteica, se incub6 a 4 °C durante 2 horas, en lugar de -20 °C durante 16

horas.

Extraccion con &cido acético glacial (OT2)
Se colocaron 12 gramos de DDGS pretratado (molido) y se le afiadieron 5 volumenes de
metabisulfito de sodio (Na2S20s 0,5 %) durante 16 horas. Luego se centrifugd a 3500 rpm
durante 10 min, se mezclé el pellet con 5 volimenes de acido acético glacial durante 1
hora, y se centrifugd a 3500 rpm durante 10 min. Consecutivamente, se llevo a cabo la
precipitacion de kafirinas, mediante un ajuste de pH del sobrenadante a pH 5.0 con NaOH
(50 %), se incubo a 4 °C durante 19 horas. Posteriormente, se centrifug6é a 3500 rpm,
durante 30 min, luego se realizaron tres lavados del pellet donde se encontraba la proteina
de interés. Dichos lavados fueron en 4 mL de agua destilada y centrifugando la solucién
a 3500 rpm, durante 10 min, descartando los sobrenadantes. Finalmente, de este modo se
lograron extraer y purificar las kafirinas en un concentrado proteico de interes, el cual se

almacend a -20 °C.

Variaciones en la extraccion con &cido acético glacial (CT2)
Se hicieron 2 variaciones, por un lado, el pellet se trabajo con 2 volimenes de
metabisulfito, en lugar de 5 volumenes, y por el otro durante la precipitacién proteica, se
incubo a 4 °C durante 2 horas, en lugar de 19 horas.

E. Espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (FTIR) de kafirinas
La determinacion de la estructura secundaria de las kafirinas se realiz6 mediante FTIR.
Para ello se fabricé una pastilla de KBr, colocando 2 mg de kafirina en 200 mg del haluro,
utilizando un mortero de agata. Luego la mezcla sélida resultante se sometié a una presion
de 10 toneladas durante 2 minutos, con una prensa hidraulica de mano Pike Crush IR™
Technologies, generando un disco transparente. Los espectros colectados fueron
procesados con ajuste de la linea de base, utilizando el equipo IR Prestige-21 Shimadzu

(Japdn).
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F. Calorimetria diferencial de barrido (DSC) de kafirinas
Las muestras, por duplicado, fueron equilibradas en 25 °C, luego se sometieron a una
isoterma durante 1 minuto, y finalmente se les aplicd una rampa de 25 °C a 250 °C, a una
velocidad de calentamiento de 10 °C/min. La atmoésfera inerte se mantuvo mediante la
purga de nitrogeno a una tasa de flujo de 50 mL/min, utilizando el equipo DSC Q2000,
TA Instruments.

G. Cuantificacion de progesterona

Colorimétrica
La determinacion de progesterona se basd en especificaciones de Maliwal y
colaboradores %, que valida el método de espectrometria UV para la cuantificacion de
dicha droga, la cual presenta un maximo de absorbancia a una longitud de onda de 253
nm. Se realiz6 una curva de calibracion a partir de un stock de 10 mg/mL de progesterona
en etanol 70 %. De esta manera se obtuvo una curva de calibracion que va en el rango de
0,2 — 3 ug/mL. Las mediciones se realizaron por triplicado, utilizando como blanco etanol
70 %, en una microplaca UV de 96 pocillos. El resultado de cada medida es un promedio

de tres lecturas, utilizando lector de placas TECAN Infinite M 200 Pro.

Andlisis en cromatografia liquida de ultra alta presion (UHPLC)
Este método fue basado en las especificaciones de Maliwal y col. ® donde se valida el
método de HLPC para la cuantificacion de dicha droga. Se realiz6 una curva de
calibracién a partir de un stock de 10 mg/mL de progesterona en etanol 70 %, y se
realizaron las diluciones correspondientes en buffer fosfato de sodio 10 mM, pH 7.0 para

las concentraciones de: 0,5 — 22 pg/mL de progesterona.

Las muestras fueron centrifugadas a 15000 rpm por 15 minutos. Posteriormente se filtrd
cada muestra con un filtro de 0,22 pum tratado con polivinilpirrolidona (PVP) al 2% y se
procedid a su andlisis por UHPLC. La concentracion de progesterona presente en las
muestras de nanoencapsulados de progesterona fue analizada utilizando un equipo de
HPLC/UHPLC Shimadzu Nexera X2 (Kioto, Japon), con un detector de arreglo de
diodos. La columna utilizada fue C18, la fase movil fue metanol: agua (80:20). La
deteccidn se llevo a cabo a 25 °C a 254 nm con un flujo de 1 mL/min. Cada inyeccion fue
de un volumen de 20 pl. Se registraron los tiempos de retencion de progesterona de 1,0
min. Las muestras fueron analizadas utilizando el software LabSolutions de Shimadzu
(Kioto, Japon).
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H. Estrategias de sintesis de nanoparticulas de kafirina
Las particulas de proteinas se dividen en solubles e insolubles en agua. Las tipicas
solubles son: proteina de suero, proteina de clara de huevo, proteina de soja y gelatina.
Para las cuales el tratamiento térmico es el método mas comidnmente utilizado en la
agregacion y el ensamblaje. Debido a que el calor desnaturaliza las proteinas solubles y
expone los residuos de aminodcidos hidrofobicos, lo que lleva a un aumento de las
interacciones hidrofobicas y la formacion de enlaces disulfuro para impulsar la
agregacion de proteinas y formacion de particulas. Sin embargo, el comportamiento de
agregacion de inducido por el calentamiento suele formar grandes agrupaciones incluso
gelificacion. Por lo tanto, la fuerza mecanica mediante agitacion trituracion u
homogeneizacion se utiliza simultdneamente para reducir el tamafio y la distribucién de

tamario de particula.*®

Por su parte, particulas de proteina insolubles en agua o proteinas lipofilicas como son:
zeina, gliadina y kafirina son materiales prometedores para formar particulas blandas de
alta actividad superficial sin embargo la escasa solubilidad de estas proteinas limita en
gran medida sus aplicaciones. Debido a la naturaleza insoluble de estas proteinas no se
puede utilizar tratamientos térmicos o de reticulacién que normalmente se producen en

condiciones acuosas.?

Por lo tanto, el método anti disolvente se ha convertido en una técnica popular y se ha
demostrado que es muy eficaz para preparar particulas insolubles basadas en proteina. En
dicho método, las proteinas insolubles se disuelven en un solvente organico que luego se
inyecta en la fase acuosa. Impulsado por las interacciones hidrofobicas, este
procedimiento conducird al autoensamblaje espontaneo de las moléculas de proteinas
para formar dispersiones coloidales en agua. Por lo general se requieren fuerzas
mecanicas para reducir el tamafio de las particulas. Etanol y &cido acético son los
disolventes mas utilizados y cumplen los requisitos de seguridad en la industria
alimentaria. Las propiedades fisicoquimicas finales de las particulas de proteinas
fabricadas dependen de mudltiples factores como: la concentracion de proteinas, la
composicion del disolvente, la velocidad de inyeccion y la velocidad de agitacion. Se

esquematiza la sintesis de nanoparticulas de kafirina (Figura 11).41:9%-101
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Precipitacion en agua
o buffer neutro

Kafirinas disueltas en EtOH 70% Nanoparticulas de kafirina (NspK)
0 acido acetico glacial

Figura 11. Método de preparacién o sintesis de nanoparticulas de kafirina mediante el método

anti-disolvente. Creado con BioRender.com

Las nanoparticulas de kafirina (NspK) fueron sintetizadas utilizando el método de
“precipitacion anti-disolvente” siguiendo las especificaciones de Taylor y col. °3% con
algunas modificaciones. La puesta a punto de la sintesis de dichas nanoparticulas se llevo

a cabo mediante el ensayo de varias estrategias que se enumeran a continuacion.

A: Sintesis de nanoparticulas con etanol en volumen final de 2 mL
Para la formacion de nanoparticulas de kafirina (NpsK) se afiadieron 10 mg de kafirina
en 1 mL de EtOH 70%. Esta suspension permanecié durante una hora en roller mixer para
promover la homogeneidad. Posteriormente gotearon 300 puL a 60 pL/min mediante el
sistema de bomba de jeringa Legato 110 DRS de KD Scientific. El goteo se realizd sobre
1,7 mL de buffer fosfato de sodio 10 mM, pH 7.0 contenido en un vial. La suspension se

encontraba bajo agitacion magnética a 340 rpm a 25 °C (temperatura ambiente).

A’: Sintesis de NP con dcido acético glacial en volumen final de 2mL
La formacion de NpsK se hace de manera andloga a la estrategia A, donde la
solubilizacion de kafirina es en 300 puL de acido acético glacial absoluto. No se

observaron diferencias visuales significativas en el producto de sintesis.

B: Sintesis de NP en un volumen final de 20 mL, agitacién magnética
Se llevo a cabo el escalado de la sintesis de nanoparticulas con ambos disolventes, etanol
70% y acido acético absoluto, para ello se colocaron 0,4 gramos de kafirinas en 6 mL de
etanol 70% y 3 mL de &cido acético absoluto. Esta suspension permanecié durante una
hora en roller mixer para promover la homogeneidad. Posteriormente se gotearon 3 mL a
60 pL/min mediante el sistema de bomba de jeringa Legato 110 DRS de KD Scientific.
El goteo se realizé sobre 17 mL de buffer fosfato de sodio 10 mM, pH 7.0, contenido en
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un vaso de bohemia. La suspension se encontraba bajo agitacion magnética a 340 rpm a
25 °C.

C: Sintesis de NP en un volumen final de 20 mL, agitacion con paletas
Se aplica el mismo procedimiento que la estrategia B, se vario la agitacion, en lugar de
ser magnética a 340 rpm, se realiz6 a 100 rpm con un aguaitador con paletas. Este
enfoque metodoldgico se realiz6 tanto para kafirinas disueltas en etanol 70 % como acido

acetico glacial (Figura 12).

Volumen final 2mL B Volumen final 20mL C Volumen final 20mL
Agitacion magnética Agitacion magnética Agitacion en paletas

% |

< — —

Figura 12. Resumen de las distintas estrategias de sintesis de NspK, las tres se realizaron tanto
en acido acético como en etanol 70%, se observan debajo los distintos productos de sintesis.

I. Encapsulacion de progesterona en NspK
La progesterona es un componente fisioldgico clave del ciclo menstrual, reproduccién y
biosintesis de hormonas como: aldosterona, cortisol, estradiol y testosterona. Estas son
responsables de innumerables funciones como: regulacion de la presién arterial, respuesta
bajo estrés y baja concentracion de glucosa en sangre, desarrollo de caracteristicas
sexuales secundarias femeninas y masculinas. Ademas, es necesaria para la implantacion
exitosa del embrion y el mantenimiento del embarazo. Asimismo, dicha droga tiene
muchas funciones importantes como: anticoncepcion, apoyo a la fase litea, tratamiento
del sangrado uterino disfuncional y endometriosis. Evidenciando el papel importante que
tiene la progesterona en la respuesta inmune, prevencion y tratamientos contra el cancer

(Figura 13).94 111113
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La Progesterona es clave para:

Reproduccion
CHj, Control de natalidad
Caracteristicas sexuales secundarias
Equilibrio de sal y agua, regulacion de la presion arterial
Adaptacion al estrés

Termorregulacion

Proteccidn contra tumores

Estructura de Progesterona Neurogénesis y neuroproteccion.

Figura 13. Estructura quimica y aplicaciones de progesterona. Adaptado de Nagy et al., 2021.1%

Los encapsulados de progesterona (NpsK-Pr) fueron sintetizados de manera anéloga a la
estrategia A de las NpsK. Para ello se afiadieron 10 mg de kafirina en 1 mL de
progesterona 20 pg/mL en EtOH 70%. Esta suspension permanecio en roller mixer y se

goteo de la misma manera que NpskK.

La eficiencia de encapsulacion (% EE) fue definida como:

[Progesteronali — [Progesteronals * 100

% EE =
0 [Progesteronali

Donde [Progesteronali €S la concentracion inicial de progesterona mezclada con kafirinas
previa a la sintesis de las nanoparticulas y [Progesteronals €s la concentracion evaluada

en el sobrenadante luego de centrifugar las nanoparticulas sintetizadas.

Evaluacion del rendimiento de encapsulacion
Una vez finalizada la sintesis, se concentraron los nanoencapsulados centrifugando la
solucion a 10000 rpm por 20 min, quedando las NspK-Pr en el pellet. Consecutivamente
para remover kafirina que no se encapsul6 y que pudo haber quedado retenida fisicamente
en el pellet se llevaron a cabo dos lavados de éste en 2 mL de EtOH 20% (v/v),
centrifugando a 10000 rpm durante 10 minutos luego de cada lavado. Finalmente, la
cuantificacion de progesterona liberada que contienen las NpsK-Pr, se volvio a
resuspender el pellet, en este caso en 2 mL de EtOH 90 % (v/v) con agitacion suave con

vortex durante 30 min.

El Rendimiento (% R) fue definido como:

Progesteronal]l =100
%R = [Prog ]

[Progesteronali — [Progesteronals + |
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Donde [Progesterona]l €s la concentracion de progesterona liberada luego de incubar las
NspK-Pr con EtOH 80% durante 30 minutos, [Progesteronali €S la concentracion inicial
de progesterona mezclada con kafirinas previa a la sintesis de las nanoparticulas y
[Progesteronals + L €S la concentracion evaluada en el sobrenadante luego de centrifugar

las nanoparticulas sintetizadas y subsiguientes lavados, se midié en el UV-visible.

J. Caracterizacion fisicoquimica de NspK y NspK-Pr

Las medidas de los diametros o radios hidrodinamicos se Ilevaron a cabo por Dispersion
dindmica de luz (DLS), los ensayos se realizaron adicionando 1950 pL de agua destilada
filtrada con filtro 0,22 um, junto a 50 pL de la suspension de nanoparticulas en una celda
de cuarzo de 2 mL. Se utilizd el equipo Nanoplus, Particulate Systems, donde se
establecen las condiciones en el SOP, como son la constante dieléctrica 78,3, viscosidad
0,88 cP, indice de refraccién 1,3328, campo dieléctrico 15,27 V/cm, Intensidad 0,10 mA

y angulo de dispersidn 15° en diluyente agua.

El Potencial Z (PZ) se midi6 afiadiendo 100 L de la suspension de Nps a 10 mL de agua
destilada. La muestra se inyect6 en una celda capilar, se establecen las condiciones de
trabajo como son la movilidad electroforética de 3,2 cm?/Vs, la conductividad de 0,1277

mS/cm y el diluyente agua.

K. Microscopia electrénica de barrido (SEM)

Esta técnica se llevd a cabo en las instalaciones de ICMA (Instituto de Ciencias y
Materiales de Aragon) Universidad de Zaragoza, Espafia. Las muestras se secaron
mediante un proceso de liofilizacion, luego se deposité sobre una cinta adhesiva de
carbono, para luego recubrirlas con una pelicula de 14 mm de paladio (ya que las muestras
no son conductoras). Se trabajo a bajo voltaje (10 kV), se selecciond la determinacion
EDT (Iméagenes con electrones secundarios y topografia por medio de un detector ETD
(del inglés Everhart-Thornley Detector), en el equipo CSEM-FEG INSPECT F50.

L. Estudios de estabilidad
En el tiempo

El estudio de estabilidad de las nanoparticulas (NpsK) y nanoencapsulados (NpsK-Pr) en
el tiempo se realizd mediante la medida de variaciones de tamafio y distribucion de
poblaciones (PDI) como se menciond anteriormente. Para ello, se almacenaron las

muestras a 4 °C en buffer fosfato de sodio 10 mM, pH 7.0 y se midieron alicuotas de
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ambos productos de sintesis, cada 7 dias, durante el periodo de 30 dias. Todas las medidas

se realizaron por duplicado.

Variando el pH
El efecto del pH tanto para NpsK como NpsK-Pr se realizé liofilizando las muestras y
posteriormente diluyendo en agua a una concentracion de 0,1 mg/mL. Se evaluaron las
muestras a pH 3, 5, 7'y 10 con estandares respectivamente midiendo su potencial Z. Todas
las medidas se realizaron por duplicado.

M. Simulacion del tracto digestivo (ITG)

La bioaccesibilidad de las nanoparticulas y nanoencapsulados se estudié aplicando el
modelo gastrointestinal basado en los trabajos de Wei y col.®” con algunas
modificaciones. Se preparo fluido géastrico simulado: SGF (KCI 5,52 mM, KH2PO4 0,72
mM, NaHCOs 20,00 mM, NaCl 37,76 mM, MgCl..6 (H20) 0,08 mM, NaHCO3 0,40
mM, HCI 22,48 mM, CaCl>.2(H20) 0,07 mM, Lecitina 0,17 mM y Pepsina 2000 U/L),
basado en los trabajos de Davidov y colaboradores.®®

Se prepar6 una suspension de 6 mL de NspK-Pry se le afiadieron 12mL de fluido gastrico
con una proporcién (1:2) respectivamente, cuyo volumen final fue de 18 mL. Como
control de nanoparticulas de kafirina vacias, se mezclaron 6mL de NspK con 12mL de
SGF, mismo volumen final. Se realizaron controles de NspK-Pr y NspK de manera
analoga, incubados en agua (1:2) en lugar de SGF. Se le sumé un control de SGF, el cual
contenia solo fluido géastrico. A las muestras, NspK-Pr, NpsK tanto en SFG como en agua,
junto al control de SGF, se ajusto6 el pH a 1.2 con HCI 1 M. Posteriormente, se incubaron
con agitacion a 150 rpm a 37°C, durante 2 horas. Se tomaron alicuotas cada 30 minutos

durante 2 horas.

Dichas alicuotas se midieron utilizando el Kit ELISA Progesterone (bovine) de Eurofins
Abraxis (ref PN5081M). Se seleccion6 el mismo ya que las matrices nombradas
anteriormente son complejas, como la matriz de las nanoparticulas. El protocolo
cuantitativo de dicho kit fue el siguiente: en primer lugar, se tomaron 25 pL de las
muestras: NspK y NsK-Pr en SGF y en agua, junto al control de SGF a tiempo cero, el
cual se consideré cuando se ajustd el pH de NsK-Pr en SGF, todas las medidas se
sembraron por duplicado en la placa. Luego se afiadié 100 pL de conjugado enzimatico

en cada pocillo, se homogenizé y se incubo por 20 minutos.
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Posteriormente se realizaron tres lavados con 300 pL de buffer de lavado 1X. Luego se
removid el liquido, se agreg6é 100 uL de solucién sustracto (color) en cada pocillo, se
incubd por 10 minutos en la oscuridad. Finalmente se agregd 50 L de solucion stop para
medir la absorbancia a 450 y 620 nm. Se repitio el procedimiento para las muestras cada

30 minutos, hasta 120 minutos, tiempo final del ensayo de ELISA.

Se cuantificd la cantidad de Pr dentro de los nanoencapsulados cuando se simulan las

condiciones del tracto digestivo, porque es importante estudiar la biocompatibilidad.

N. Citotoxicidad de las nanoparticulas y nanoencapsulados

La citotoxicidad de las nanoparticulas fue evaluada por el ensayo MTT (ref TA535) y se
utilizé la linea celular queratinocito humano (HaCaT). Las células se propagaron en un
medio de cultivo llamado medio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) con 10 %
de suero fetal bovino (FBS). Se utilizaron cultivos confluentes (80-90%) para estudiar la
viabilidad de NpsK como NpsK-Pr en dicha linea celular. Se colocaron 50.000
células/pocillo en un volumen de 100 pL de medio de cultivo en microplacas de 96
pocillos, y luego se incubaron durante 24 horas a 37 °C en una atmdésfera himeda, con un
5% de CO- en una incubadora de cultivo. Consecutivamente, se prepararon diluciones de
NpsK como NpsK-Pr en DMEM de 10 al100 pg/mL en el pocillo.

Se realizaron los respectivos controles: control de vivas: con 100 pulL/pozo de medio de
cultivo, control de progesterona y control de muertas con 100 pL/pozo de medio.
Después de la incubacion, se retird el medio y fueron incluidos a la placa tanto los
controles como las distintas diluciones de las Nps. Se volvieron a incubar 24 horas a 37
°C, después de dicha incubacion descartar medio. Posteriormente se colocaron 80 pl de
medio junto a 20 puL MTT (0,5 mg/mL por pocillo). Para luego llevar a cabo una
incubacion de 1,5 horas a 37°C, 15 minutos de que culmine la misma, se coloco Triton
X-100 a una concentracién de 0.5 mg/mL por pocillo. Se continu6 con la incubacién de
1,5 horas hasta la formacion de cristales purpuras, visibles bajo el microscopio optico.
Finalmente, el medio de todos los pocillos fue descartado, se afiadieron 100 uL/pozo de
Dimetilsulfoxido (DMSO) y se midié la densidad éptica (OD) con lector de placas
TECAN Infinite 200 PRO a 570 nm. Los datos se normalizaron contra el control de vivas

y fueron analizados con el software Megallan.
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I11. Resultados y discusién

La produccion de bioetanol consiste en convertir almidones y azlcares de la materia
prima (sorgo) en etanol. El principal subproducto derivado lo constituyen los “granos

secos de destileria con solubles” (DDGS) con un 88% de materia seca.

Los DDGS cuenta con alto porcentaje de kafirinas, atendiendo a las tendencias de
biorrefineria, en este trabajo se estudio el aislamiento de las kafirinas de este residuo
industrial, obtenidos por ALUR, S.A colaboradores en el proyecto Valorizacion de las
proteinas del DDGS (FSI_D 2016 1 126313). Esta seccion del trabajo se realizo en
colaboracion con Dra. Blanca Gomez-Guerrero y Msc. Analia Martinez, ambas de la
Fundacion LATITUD, Parque tecnolégico del LATU, Montevideo, Uruguay.

A partir de este desecho industrial, se extrae y purifica el aislado proteico (kafirina). Con
el fin de estudiar la quimica del sorgo, los DDGS vy las kafirinas se utilizd el método de
DUMAS (Tabla 1). °6:6%-72

Analisis y quimica del sorgo y DDGS

Se estudid su composicion mediante meétodos gravimétricos, este ensayo permitio

determinar la cantidad de proteina, humedad y cenizas (Tabla 1).7*"

Tabla 1. Caracterizacion del grano de sorgo y DDGS provenientes de ALUR.

Parametros * Sorgo DDGS

Humedad % 13,9 11,1
Cenizas (g/100g) + 1,3 5,3
Proteina (g/100g) # 7,25 32,6

*Obtenido mediante método DUMAS. + Promedio de muestras en base seca vs base humeda.

La cantidad de proteina que contenia el sorgo fue de 7,25% valor menor si se los compara
con: 8,9% de proteina bruta segin FEDNA (Fundacién Espafiola para el Desarrollo de la
Nutricion Animal, Espafia), 8,7% segin CVB (Holanda), 9,4% INRA (Francia) y 9,36%
NRC (EE. UU.).

Por su parte, los DDGS contienen 32,6% de proteina, valor proximo a estudios reportados
por su lado Bruni y colaboradores,®® que también trabajaron con DDGS provenientes de
ALUR, obtuvieron un valor de proteina de 31,4%. A su vez, concuerda con antecedentes
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de Lauy col.”® que reportaron un 31,8%, asi como con Li y colaboradores,’” con un 30,8%
de proteinas. En contraparte, Wang y col.”® obtuvieron 35,5% de proteina, mayor

porcentaje reportado.

Si bien la linea de investigacion se enfoca en la extraccion de proteinas, para luego
utilizarlas en la formacion de micro o nanoparticulas, los DDGS presentan un importante

% de materia grasa y de fibras, que podrian ser estudiadas en futuros proyectos.

Extraccion y purificacién de kafirinas

Los subproductos de destileria se obtienen mediante secado de los residuos del proceso
de obtencién de etanol como biocombustible, a partir de diversos ingredientes ricos en
almidoén, en su mayoria son cereales como: maiz, trigo, cebada, sorgo, etc. El proceso
consiste en convertir los almidones y azucares de la materia prima inicial en etanol. Por
tanto, en el producto final se reduce drasticamente el contenido en hidratos de carbono no
estructurales y se concentra proporcionalmente el porcentaje del resto de nutrientes, en

este caso el producto final se corresponderia a las kafirinas.-°:"

Partiendo de muestras de DDGS proporcionadas por ALUR, se realizaron diferentes
estrategias de purificacion, de manera de optimizar los tiempos de reaccion, reactivos, sin
comprometer la cantidad y calidad del aislado proteico. Esta seccion también se trabajo
en colaboracion con Fundacion LATITUD, Parque tecnoldgico del LATU, Montevideo,
Uruguay. Con el fin de obtener un preparado de alto nivel de pureza de kafirinas para
abordar posteriormente la sintesis de nanoparticulas, el primer objetivo es estudiar

diferentes estrategias de purificacion.

Pureza de los concentrados proteicos
Se estudiaron diferentes procesos de purificacién, con el fin de determinar si las
variaciones en los protocolos de los tratamientos originales (OT) afectan la pureza del
concentrado con etanol y acido acético denominado (OT1y OT2) respectivamente. Para
ello, se disefiaron dos variantes denominados tratamientos combinados (CT1 y CT2)
(Tabla 2).
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Tabla 2. Pureza obtenida de los distintos tratamientos de purificacion de kafirinas.

Muestra % Pureza Promedio

Kaf- EtOH (OT1) 89,9 + 0,1
Kaf- EtOH (CT1) 93,1 + 03
Kaf - AA (OT2) 81,2 =+ 1,3
Kaf - AA (CT2) 86,0 + 1,7

Si se comparan dichos resultados con antecedentes, Lau y colaboradores’ determinaron
que las harinas integrales crudas contenian 10% de proteina. Luego del proceso de
extraccion el % de proteina se subid al 68%. Todos los porcentajes anteriores son menores
a los del presente trabajo (81,2% y 86,0 %, OT2 y CT2 respectivamente). Las purezas
fueron estudiadas por el método de DUMAS (AACC 46-30) con un factor de 5,7.

Por su parte, Ponteri y col.& aplicaron un proceso de extraccion de kafirinas muy similar
aOT1, con la diferencia que la precipitacion proteica la llevaron a cabo ajustando el pH=5
con HCI 1M, mientras que en OT1 fue mediante una rapida disminucion de solubilidad,
Ilevando la concentracion de EtOH 70% a 40%. Esto podria explicar porque los autores
obtuvieron una pureza menor de 51,83% en comparacion con OT1. Con respecto al
procedimiento de extraccion con &cido acético glacial, tanto el reportado como OT2 son
muy similares, exceptuando que los mismos realizaron un paso de dialisis antes de ajustar
el pH, que se realizé en OT2. En suma, las purezas son menores a las obtenidas en OT1
y OT2, los autores determinan el % de proteina aplicando el método de Kjieldahl (AOAC,
920.87), mientras que en este se utilizo método de DUMAS (AOAC, 992.23).

Analogamente, Wang y colaboradores’® realizaron un procedimiento de extraccion de
kafirinas en &cido acético glacial con una pureza del 98,94%, mayor al de OT2 (81,2%)
e incluso CT2 (86,0%). Esto podria atribuirse a que los autores partieron de 75g de DDGS
con 10 volumenes de solvente, a diferencia de OT1 y CT1 donde se partié de 12g DDGS
con 4 volimenes de este. De igual forma, Li y col.”” realizaron el procedimiento de
extraccion de kafirinas a partir de DDGS, tanto con &cido acético como etanol. Reportaron
una pureza para el tratamiento con acido acético de 87,77% mayor que OT2 y CT2.
Mientras que para el tratamiento con etanol fue de 93,05% nuevamente mayor que OT1,

pero levemente menor que CT1 (93,1%).
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Los autores argumentan que cuando se usé &cido se us6 una solucion de NaOH para
ajustar el pH. Durante este paso, se pudo formar una sal de acetato de sodio, lo que puede
explicar por qué la extraccion con &cido acético tenia una pureza mas baja que la

extraccién con etanol.

En suma, los tratamientos CT1y CT2 muestran una mejor pureza que los originales con

ambos disolventes, siendo el tratamiento que logra la mejor pureza el CT1.

Perfil electroforético de las fracciones de la extraccion
Con el fin de hacer un seguimiento del proceso de extraccion de kafirina mediante ambas
estrategias, se realizaron electroforesis en geles de poliacrilamida de OT1y OT2, donde
se sembraron diferentes fracciones del proceso (residuos, sobrenadantes). Los
concentrados proteicos se observan como una ancha que se corresponde con al y a2
kafirina (~21 a 23 kDa) segun bibliografia. Por su lado, la banda en ~47 kDa se
corresponde al polipéptido y. Sin embargo, existe cierta ambigiiedad en la literatura sobre
la banda en ~50 kDa porque se ha reportado que se separa en polipéptidos mas pequefios
en condiciones reductoras, lo que sugiere la posibilidad de un dimero. También bandas

débiles por encima de los 70 kDa correspondientes a oligémeros (Figura 13).81-83

Etanol Acido acético

==) Dimeros de kafrinas

mm) Kafrinas

Figura 13. SDS PAGE 12% comparativa entre Tratamiento con Etanol (OT1) y Tratamiento con
Acido acético (OT2). Carril 1: Marcador de peso molecular 26616 PageRuler™ Plus Prestained
(10 - 250 kDa), Thermo Fisher, Scientific, 2: Residuo 1 T1, 3: Sobrenadante 2 T1, 4: Concentrado
proteico T1, 5: Vacio, 6: Residuo 1 T2, 7: Sobrenadante 1 T2, 8: Sobrenadante 1 T2 duplicado,
9: Concentrado proteico T1.
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El metabisulfito de sodio puede irritar la piel, los ojos, la garganta, los pulmones.®* De
esta manera se realizaron los procesos OT1y OT2 pero sin metabisulfito, donde se ve un
cambio en las diferentes fracciones del proceso. A partir de estos resultados se deduce
que para la extraccién con acido acético (Figura 14 B) es necesario el metabisulfito. En
contraparte no se observa el mismo patron de degradacion proteica a lo largo del proceso
con etanol (Figura 14 A).

A — Etanol sin metabisulfito B - Acido acético sin metabisulfito

l \ f A \
1 2 3 45 6 7 8 910 11 1 2 3 45 6 7 8 910 1

Dimeros
de
kafrinas

Figura 14. SDS PAGE 12% comparativa sin metabisulfito: A- Tratamiento 1 con Etanol (OT1),
B- Tratamiento 2 con Acido acético (OT2). En ambos geles el orden de siembra es el mismo.
Carril 1: concentrado proteico, 2: concentrado proteico duplicado, 3: Lavado 3, 4: Lavado 2, 5:
Lavado, 6: Sobrenadante 2, 7: Sobrenadante 2 duplicado, 8: Sobrenadante 1, 9: Residuo 1, 10:
Residuo 1 duplicado, 11: Marcador de peso molecular 26616 PageRuler™ Plus Prestained (10 -
250 kDa), Thermo Fisher, Scientific.

A —Etanol B — Acido acético
Original 4°C  S/Metabisulfito Ongmal 2volON 2vol 1h 1h agitaciéon
B W | e L
[ Wil \[ ) /—} A Jﬁ —)\_\
1 2 3 4 5 6 5’6 7

70
Dimeros _55
=) de

kafrinas

70
55

40 35 |

35 § 25

25 =) Kafrinas -
15
15
10 |

10 &

Figura 15. SDS PAGE 15% de variaciones a los tratamientos. A- T1 con etanol, Carril 1:
marcador de peso molecular 26616 PageRuler™ Plus Prestained (10 - 250 kDa), Thermo Fisher,
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Scientific, 2 y 3: procedimiento original, 4 y 5: 4 °C toda la noche, 6: sin metabisulfito. B- T2 con
acido acético, Carril 1: mismo marcador de peso molecular, 2 y 3: procedimiento original, 4 y 5:
2 volumenes toda la noche, 6 y 7: 2 volimenes durante 1 hora, 8 y 9: 1 hora de agitacion, en lugar

de 16 horas como en el proceso original.

Se continud con la optimizacién del proceso de extraccion proteica para el tratamiento
con etanol (Figura 13 A) se redujo la temperatura de incubacién de -20 °C (original) a 4
°C toda la noche (ON) lo que implica utilizar otro sistema de enfriamiento méas amigable
con el ambiente y con la exposicion a materiales de laboratorio peligrosas. Para el
tratamiento con &cido acético (Figura 13 B) se redujo a 2 voliumenes de metabisulfito y
se aminoro el tiempo de agitacion a 1 hora. De esta manera los procesos combinados

tienen en cuenta el impacto ambiental.

En sintesis, se puede decir que se conserva una integridad proteica de los aislados de todas
las variantes para los distintos procesos de purificacion. Por ende, el resultado de la

extraccion no se vio afectado por las variaciones en los procedimientos.

Con la finalidad de evaluar si la molienda de los DDGS afecta el proceso de purificacion,
ya que se realiza un pretratamiento de DDGS (molienda, desgrasado y lavado) en la
extraccion de kafirina.>®">78 En el presente trabajo solo se aplicé el paso de molienda de
DDGS a 0,5 mm en un ciclo de molino, la extraccion de kafirinas se evalué por DUMAS
(Tabla 3) y SDS-PAGE (Figura 14).

Tabla 3. Pureza de kafirinas, comparando DDGS molido contra no molido y aplicando OT2.

Muestra %Pureza Promedio

DDGS - Molido 89,9 =+ 0,01

DDGS - No Molido | 90,8 =* 1,0

Si se comparan las purezas de la extraccion de kafirinas cuando se utiliz6 DDGS no
molido y molido (o harina de sorgo), no se observan diferencias significativas entre
ambas. En comparacién con reportes de Li y colaboradores ambas purezas son menores,
para DDGS no molido (88%) y para harina de sorgo (72%). Esto podria deberse a una
fuerte asociacion entre los componentes proteicos y no proteicos de la harina de sorgo,

como los carbohidratos.®*

Del mismo modo, en la electroforesis no se observa un patrén de bandas diferente en los

concentrados proteicos cuando el material de partida es DDGS no molido en comparacién
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con la harina de sorgo. En este perfil proteico se observan las distintas subunidades de las
kafirinas: bandas mas nitidas ~21 a 23 kDa (a1 y o2) banda ~47 kDa (y) banda tenue

~20 kDa (mondmero ) y una banda ~50 kDa que sugiere la dimerizacion (Figura 16).

A —Etanol
DDGS Molido DDGS No Molido

1 2 3 4 5 6 7 8 9
Y Ll Jal Y

- -
70 .. L
Ee Dimeros
mm) de
40 kafrinas
35
25

- . q d m=) Kafrinas
15— B

Figura 16. SDS PAGE 12% comparativa entre DDGS molido y no molido con (T1). Carril 1:
Marcador de peso molecular 26616 PageRuler™ Plus Prestained (10 - 250 kDa), Thermo Fisher,
Scientific, 2-5: concentrado proteico a partir de DDGS molido, 6-9: concentrado proteico a partir
de DDGS no molido.

Al fin y al cabo, basados en los datos de electroforesis y DUMAS no se
observan diferencias significativas entre DDGS molidos y sin moler, por lo que el resto

de los ensayos se continuaran sin moler los DDGS.

Continuando con la optimizacion del proceso de extraccion se combinaron distintas
modificaciones ensayadas (que son los tratamientos combinados). Cabe recordar, para el
tratamiento con etanol se combind sin metabisulfito con incubacion durante 2 horas a 4
°C, y para el tratamiento con &cido acético se combind 2 volimenes de metabisulfito con
2 horas de precipitacion. La pureza de los tratamientos originales como los combinados

se muestra en la Tabla 4 y el perfil electroforético en la Figura 17.
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A —Etanol B - Acido acético
Original Combinado Original  Combinado

1 2 3 45 6 7 8 9 10

Dimeros

mm) de
kafrinas
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Figura 17. SDS PAGE 12% comparativa de tratamientos originales y combinados. Carril 1:
Marcador de peso molecular 26616 PageRuler™ Plus Prestained (10 - 250 kDa), Thermo Fisher,
Scientific. 2-10: son concentrados proteicos, es decir productos de purificacion de kafirinas. 2-3:
con proceso original de T1, 4-5: con proceso combinado de T1, 6: vacio, 7-8: con proceso original

de T2, 9-10: con proceso combinado de T2.

Tabla 4. Comparativa de los productos de purificacion de kafirinas empleando tratamiento
combinado y original (CT y OT) respectivamente.

Muestra %Pureza Promedio

Kaf- OT1 89,9 + 0,1
Kaf- CT1 93,1 0,3
Kaf - OT2 81,2 1,3
Kaf - CT2 86,0 + 1,7

I+

I+

Finalmente, luego de todo este proceso de optimizacion, se selecciond la purificacion
mediante el tratamiento con etanol combinado (CT1) ya que presenta la mejor pureza de
los 4 procedimientos, sin presentar diferencias significativas en su perfil electroforético
con respecto al original, con tiempos mas acotados y con una temperatura de 4 °C en lugar
de -20 °C (Figura 18).
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2 hr
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Figura 18. Esquema del proceso de purificacion de Kafirinas a partir de DDGS, denominado

tratamiento combinado 1 (CT1).

En el proceso de purificacion de kafirinas, partiendo de 3 g de DDGS se obtienen 0,73 +
0,06 gramos de kafirina, producto de color mas claro que el material de partida,
considerado aislado proteico. Tras la aplicacidn del nuevo protocolo (CT1) se obtuvieron
93,1 gramos de proteinas/100 gramos de kafirinas, resultado muy similar al reportado

para la extraccion de kafirinas con etanol, 93.05%.54

De manera analoga, con el fin de evaluar la integridad de las kafirinas a lo largo del
proceso CT1, ya que presenta mayor pureza que el original, se estudié el seguimiento de
purificacion mediante SDS PAGE como se muestra en la Figura 19.
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A — Etanol Combinado - Seguimiento
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Figura 19. Seguimiento del proceso combinado en etanol (CT1) mediante SDS PAGE 15%.
Carril 1: Marcador de peso molecular 26619 PageRuler™ Plus Prestained (10 - 250 kDa), Thermo
Fisher, Scientific, 2: Muestra inicial (DDGS sin moler con solucién EtOH 70% y NaOH 5%)
pellet, 3: Muestra inicial sobrenadante, 4: Residuo 1, 5: Sobrenadante 1, 6: Residuo 2, 7:
Sobrenadante 2, 8: Lavado 1, 9: Lavado 2, 10: Lavado 3, 11: Concentrado proteico, es decir, las

kafirinas.

Una de las metas de este trabajo es obtener la proteina con la mayor pureza posible, de
modo que los contaminantes no afecten los ensayos de sintesis de nanoparticulas
posteriores. Como se observa en la Figura 19 en los carriles 3, 5, 6 y 11 se corresponden
con: inicial sobrenadante, sobrenadante 1, residuo 2 Yy concentrado proteico,
respectivamente, donde las kafirinas se encuentran solubles, se visualiza un patrén de
bandas. Que consiste en una banda ~25 kDa - o kafirina, una banda tenue ~15 kDa -8
kafirina y una banda ~55 kDa que sugiere la formacion de dimero. Por el contrario, en
los carriles 2, 4, 7 se corresponden con muestras inicial pellet, residuo 1 y sobrenadante
2, respectivamente, se observa la ausencia de dicho patron de bandas, debido a que las
kafirinas no se encuentran solubles en estas fracciones. Ademas, se puede observar la
eficiencia en los lavados, ya que las bandas correspondientes a los contaminantes, tras los

lavados (carriles 8, 9 y10) se ven cada vez mas tenues. %

Finalmente, para comprobar la robustez de del protocolo de CT1 se efectuaron 11 rondas
de purificacion, cada una con 4 cuadriplicados, lo que da una cantidad de concentrados
proteicos de 44. Se analizaron 8 muestras correspondientes a la purificacion de kafirinas
con el protocolo optimizado (Figura 20). En este caso, se visualiza la banda por debajo

de 25 kDa (a-kafirina) y la banda de dimerizacién préximo a 50 kDa.
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Figura 20. Robustez cualitativa del proceso de purificacion CT1 mediante SDS-PAGE 15%.
Carril 1: Marcador de peso molecular 26619 PageRuler™ Plus Prestained (10 - 250 kDa), Thermo
Fisher, Scientific, 2 al 9: concentrados proteicos de distintas rondas con el proceso combinado en
etanol (T1).

En suma, con respecto a la extraccion y purificacion de kafirinas, se puede decir que no
hay diferencias significativas entre los DDGS molidos y sin moler. Tampoco se
observaron diferencias entre ambos tratamientos. Se logré optimizar tiempos en ambos
protocolos, ademas de las temperaturas de incubacion, hasta lograr el protocolo

combinado con etanol, que mostrd una pureza superior al 90%.

Espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (FTIR) de
kafirina

Teniendo en cuenta la importancia y peculiaridad de la estructura de las kafirinas se
determiné su estructura secundaria, mediante FTIR analizando espectros infrarrojos de
las mismas. Antecedentes de Yang y colaboradores,®® definen las nueve frecuencias que
surgen de la unidad polipeptidica: amida A (~3300 cm™), amida B (~3100 cmt), amida |
(~1650 cm™), amida Il (~1550 cm™), amida 11l (~ 1300 cm™), amida IV (=735 cm™),
amida V (~635 cm™), amida VI (~ 600 cm™) y amida VII (~200 cm™).

De estas, las bandas amida | y amida Il son las principales en el espectro IR de proteinas,
la region espectral mas sensible a las composiciones de estructura secundaria de proteinas
es laamida | (1700 y 1600 cm1) que se origina a partir de la vibracion de C=0 del grupo
amida acoplado con la flexion en fase del enlace N-H y el estiramiento del enlace C-N..
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La amida Il es mas compleja que la amida I, y deriva principalmente de la flexién en el
plano N-H y la vibracion de estiramiento C-N.88

Para determinar la estructura secundaria de las kafirinas, se colecto el espectro original,

se aplico correccion de linea de base y suavizado de la amida 1 (Figura 21).

A ~ Sy

Absorbancia

\

Aot e S— e f 15

T e N ) Longirud de onda (cm ™)

Figura 21. A- Espectro IR de las kafirinas con su linea de base corregida y suavizado aplicado.
El cuadrado rojo enmarca la banda de la amida I. B- Desconvolucién sobre la banda de la amida
I (1.600 - 1700 cm-1) de las kafirinas, con un coeficiente de correlacién (R%= 0.999887).

Consecutivamente se procesaron los datos en el software, en base a antecedentes
bibliograficos son 14 picos, los cuales se observan como gaussianas verdes en la Figura
19.8% Luego de integrar cada una de las bandas, se hizo la sumatoria de las mismas, cuyo
valor fue de 41,90 Abs*cm™ (considerado el 100%). De esta manera, se determiné la
estructura secundaria de las kafirinas, sumando los porcentajes de las areas, obteniendo:
37,8% de hoja-B, 35,2% de a-hélice y 20,8% de giro-p.

Si se compara con antecedentes bibliograficos de kafirina, estudios de Xiao y
colaboradores,>® mostraron picos ubicados a 3298 cm™ que se atribuyd con v (O-H). Los
picos tipicos de absorcion de amida | y amida 1l aparecieron a 1652 cm™ y 1541 cm?,
respectivamente. Picos de absorcion alrededor de 1460 cm™, 1258 cm™ y 1061 cm™
fueron contribuidos a la vibracion de flexiébn de CH2, v (C-N) y v (-C-O-H)
respectivamente. Por su lado, Muhammad y col.,*° coinciden con las bandas de absorcion
caracteristicas de las proteinas, con los picos de O-H alrededor de 3300 cm™ y los picos
de estiramiento de CHs y CH, entre 2925 y 2960 cm™, y los picos de las amidas 1 y I
alrededor de 1650 y 1540 cm'!, respectivamente. Asi como, Liy colaboradores,® también

concuerdan con los picos tipicos de la amida | y amida I1, que se localizaron en 1647 cm’
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1y 1531 cm?, respectivamente. Los picos aparecidos en 3288 cm™ también se
corresponden a v (O-H). Mientras que los picos de absorcion en torno a 1449 cm 1, 1234
cmty 1061 cm™, se atribuyeron a la vibracion de flexion -CH2, v (C-N) y v (-C-O-H)
respectivamente. Por su lado, Bai y col,*? refuerzan estos antecedentes, ya que su espectro
también mostré bandas de absorcion de O-H en 3300 cm™, ademas de los picos de
absorcion de la amida | y la amida Il tipicos a 1651 y 1537 cm™, respectivamente.
También los picos de absorcion a aproximadamente 1454, 1240 y 1024 cm™ se
correspondian a la vibracion de flexion -CH2, la vibracion de estiramiento C-N y la

vibracion de flexion -C-O-H, respectivamente.®?

Calorimetria diferencial de barrido (DSC) de kafirinas

Esta técnica permite determinar transiciones de temperatura, como son los puntos de
fusion cambios de fase, transiciones vitreas. Para ello, se realiz6 DSC de las kafirinas no
liofilizadas (denominadas pellet himedo) y kafirinas liofilizadas (Figura 22).5%"

Figura 22. Termogramas DSC de kafirina: A- pellet himedo (kafirinas no liofilizadas) y B-

kafirinas liofilizadas.
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El mayor beneficio de DSC es la facilidad y rapidez para detectar la transicion de los
materiales. Antecedentes de Bai y colaboradores,®? el termograma de dicha proteina
presento un pico endotérmico a unos 115 °C, que podria deberse a la absorcion de energia
para la evaporacién del agua ligada. Los termogramas se tomaron por triplicado, el pellet
himedo presentd dos picos endotérmicos, a 106 + 1 °C y 136 + 4 °C. Mientras que las
kafirinas liofilizadas presento un pico endotérmico a 146 + 6 °C, mayor temperatura con

respecto al anterior, podria deberse a la deshidratacion de la muestra.
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En suma, se logr6 con FTIR determinar la estructura secundaria de las kafirinas: 49% de
hélice a, 27 % de giro B y 24% de hoja B, respectivamente. Ademas, mediante DSC, se

determind el punto de transicion de estas, siendo 146 £+ 6 °C, para las kafirinas liofilizadas.

Sintesis y caracterizacién de nanoparticulas (NpsK)

Una vez evaluada la pureza (DUMAS), el perfil electroforético (SDS-PAGE), la
estructura secundaria (FTIR) y el punto de transicion (DSC) de las kafirinas, se llevaron
a cabo distintas condiciones de sintesis variando los disolventes, el volumen final de la
NspK vy el tipo de agitacion para poder analizar si éstas tenian algun impacto en las
propiedades fisicoquimicas de dichas nanoparticulas.

La presencia de dominios hidrofilicos e hidrofébicos quedan expuestos. De hecho, en
agua las proteinas forman miela, donde los dominios hidrofébicos miran hacia el nucleo

y los hidrofilicos se orientan a la superficie.**

Caracterizacion fisicoquimica de las nanoparticulas proteicas.
Las propiedades nanoparticulas dependen estrechamente de sus propiedades
fisicoquimicas. De hecho, pequefios cambios en las propiedades fisicoquimicas impactan
significativamente las distintas caracteristicas de los nanomateriales, que determinan su

uso aplicado. Para poder estudiar las propiedades, hay que tener en cuenta:

v" Tamafio de particula: debido a su tamafio y movilidad, las nanoparticulas tienen
una mayor absorciéon en comparacion con las microesferas. También tienen la
capacidad de atravesar la barrera hematoencefalica, lo que ayuda a la liberacién
sostenida de agentes terapéuticos o compuestos bioactivos.

v" Dispersion de luz dinamica (DLS): técnica que ayuda a observar el tamafio de
particula en suspension en base a su movimiento browniano, permite comparar la
homogeneidad o heterogeneidad de la muestra, entre otros.

v Microscopia electrénica de barrido (SEM): brinda informacién sobre la muestra,
incluida la morfologia externa (forma) composicidn quimica, estructura cristalina
y orientacion de los materiales que componen la muestra.

v Carga superficial: permite determinar la carga superficial de nanoparticulas en
solucion (coloides) que poseen carga electrostatica positiva o negativa. Ademas,

ayuda a predecir la estabilidad a largo plazo de las nanovehiculos
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v’ Carga de drogas (Drug loading): se puede definir como la cantidad de farmaco
unido por masa de polimero, normalmente se expresa en moles de farmaco por
mg de polimero. ElI farmaco puede unirse a nanoparticulas ya sea por
polimerizacion o adsorcion.

v Determinacion de atrapamiento de drogas: la encapsulacién del farmaco se puede
determinar por sus diferencias técnicas cuantitativas, una de ellas por absorbancia.

v" Citotoxicidad celular: donde se estudia la viabilidad celular en base a la reduccion
del MTT. Es de gran importancia estudiar la toxicidad, ya que permite saber su

toxicidad en determinada linea celular.**192

Con el fin de realizar la caracterizacion fisicoquimica de las nanoparticulas de kafirina,
se determind su diametro hidrodinamico (DLS) y se estudio el efecto de las distintas

estrategias de sintesis en la formacion de las NspK (Figura 23).
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Figura 23. Caracterizacién de NspK mediante DLS. Distribucién de poblaciones para NspK

mediante las tres estrategias de sintesis (A, By C) en etanol y con &cido acético, respectivamente.

Es importante conocer la distribucién de poblaciones, ya que el equipo reporta el valor
del didmetro hidrodindmico promedio y indice de polidispersidad (PDI) parametro que
brinda el grado de dispersion de un polimero e informacion sobre el nimero e intensidad
de la/s poblacidn/es que tiene la muestra. Cuando el PDI es menor a 0,2 se considera una

muestra monodispersa, si es mayor, se habla una muestra que presenta polidispersidad.
103-105



Las NspK sintetizadas con estrategia A tiene un diametro promedio de 224 + 21 nm con
etanol y 191 £ 19 nm con &cido acético. Si bien ambos promedios son muy similares, con
etanol se observan 2 poblaciones y con acido acético solo una. Si se compara la estrategia
A con B, (donde se mantiene el tipo de agitacidbn magnética, pero se lo escala 10 veces)
los didmetros se mantienen en el mismo orden, levemente menores que A, 132 + 2 nm
con etanol y 241 + 6 nm con acido acético, ambos con una Unica poblacion. En cambio,
si se compara A y B con la estrategia C (donde se varid el tipo de agitacion) hay un
aumento en el diametro de las Nspk, incluso de un orden mayor, 1492 + 256 nm con
etanol y 3843 + 709 nm con acido acético. Ademas, con la estrategia C se observo una
diferencia en la distribucion, con etanol solo una poblacion, mientras que con el otro

disolvente se visualizan dos poblaciones.

En suma, se puede decir que el volumen de la reaccion de sintesis afecta levemente el
tamafio y homogeneidad de las nanoparticulas de kafirina, utilizando acido acético, y mas
aun en etanol. Sin embargo, la variacién del tipo de agitacion, de magnética a paletas,
muestra un gran aumento del tamafio de estas, acentuado ain mas para las sintetizadas
con &cido acético. También se observan diferencias en la polidispersidad de dichas
nanoparticulas en ambos disolventes. En base a esto, se decidi6 trabajar inicamente con
la estrategia A para ambos disolventes, donde se obtienen nanoparticulas de kafirina con

un didmetro promedio en el entorno de los 200 nm.

Continuando con la caracterizacion, con respecto a la estabilidad coloidal de las NspK,
depende ante todo de la carga eléctrica y la hidratacion de las particulas, permite
determinar la carga de las NspK. Vale la pena recordar, que el valor de pH al cual el
potencial Z vale 0 se denomina punto isoeléctrico y es el punto de menor estabilidad.
Desde el punto de vista practico, coloides con PZ entre +30 y -30 mV se consideran
estables, por fuera de estos valores tiende a darse la agregacion.®1%-1% Reflejado ademas

por sus polidispersidades y valores de potencial Z por encima de -30 mV (Tabla 5).

Tabla 5. Pardmetros de caracterizacion de NspK con estrategia A para: etanol y acido acético.

Muestra Diametro (nm) PDI Potencial Z (mV)
A-NpsK en etanol 224 +8 0.273+£0.7 -35+2
A-NpsK en acido acético 191+9 0.201+£0.3 -60+£6
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Los resultados se asemejan a otros estudios con nanoparticulas de kafirina como carrier,
como los antecedentes de Muhammad y colaboradores,'® los cuales trabajaron con dichas
nanoparticulas en ausencia y presencia de p-lactoglobulina y caseina para la
encapsulacion de resveratrol. En su caso tuvieron un diametro promedio en el orden,
levemente menor de unos 189 nm, con un PDI también menor de 0,15 (particulas
monodispersas) en comparacion con las del presente estudio las cuales son 0.273 y 0.201
para nanoparticulas de Kkafirina con estrategia A en etanol y acido acetico,
respectivamente. En cuanto al potencial Z, ellos reportan -20 mV en comparacion con 35

mV para A-NpsK en etanol y 60 mV para A-NpsK en &cido acético (Tabla 7).

Por su parte, Xiao y col.> trabajaron sobre nanoparticulas de kafirina donde el perfil de
distribucion del tamafio de las particulas mostro dos picos a 90 nmy 340 nm, lo que indica

la coexistencia de dos poblaciones, lo mismo sucede con A-NpsK en etanol 5107108

Con respecto a la morfologia de las NspK, se analiz6 por microscopia electronica de
barrido (SEM) se observd una superficie mas lisa en las NspK con &cido acético, en
comparacion con etanol que presenta mayor rugosidad. EI pH bajo del acido podria estar
interfiriendo con la estructura proteica de las kafirinas y esto podria determinar las

diferencias observadas entre las dos estrategias.’®®® (Figura 24).

Figura 24. Microscopia electronica de barrido de NpsK, estrategia A con acido acético (A y B),
estrategia A con etanol (Cy D).
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Por su parte, el primero muestra iméagenes de NspK liofilizadas, las mismas eran esféricas
de superficie lisa, pero apretadas en grandes agregados o aglomerados. Por su lado, Xiao
46,109 concuerda en este aspecto, ya que sus formulaciones mantuvieron intacta la
estructura esférica de las particulas individuales, también apretadas en cumulos

aglomerados.

Es evidente que los diferentes reportes de tamario, PDI y potencial Z responden a
diferencias en las estrategias de sintesis y suspension de los nanovehiculos. Esto hace de

suma importancia la caracterizacion rigurosa de suspension de nanoparticulas obtenida.

En suma, de todas las técnicas probadas, se selecciond para futuros experimentos la
sintesis de NspK con la estrategia A en etanol. Se realizaron 3 lotes, el primero con 10
repeticiones, el segundo y tercero con 4, dando un total de 18 rondas de sintesis, cada una

de ella realizada por duplicado (Tabla 6).

Tabla 6. Pardmetros de caracterizacion de NspK, con estrategia A, utilizando etanol.

Muestra Diametro (nm) Potencial Z (mV)
Lote 1 226 + 13 0289 =+ 0,11 37 £ 7
Lote 2 231 + 26 0.245 =+ 0,02 32 £ 5
Lote 3 215 + 25 0.231 £ 0,04 34 + 3
A-NpsK en Etanol 224 + 8 0.255 =+ 0,03 -35 +2

Se demuestra la robustez del protocolo de sintesis de NspK con un tamafio promedio de
224 nm, una polidispersidad de 0.255 y un potencial Z de -35 mV. Todos parametros
fisicoquimicos estudiados para las nanoparticulas de kafirina son importantes para
analizar su potencial como nanovehiculo de compuestos bioactivos. Asi como, poder
evaluar los ensayos de méaxima carga y relacionarlos con estudios de liberacion de

droga/farmaco a partir de los nanoencapsulados.
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Nanoencapsulados de kafirina cargados con progesterona (NpsK-
Pr)

Luego de seleccionar la estrategia de sintesis con etanol para las nanoparticulas de
kafirina, se estudié su potencial como nanovehiculo de drogas hidrofobicas evaluando la

encapsulacion de progesterona en las mismas como droga hidrofébica modelo.

Para trabajar en la encapsulacion de progesterona es necesario contar con estrategias de
analisis de esta: espectrofotometria y cromatografia liquida de alta presion. La primer
técnica presenta la ventaja de ser répida y de sencilla manipulacion. Sin embargo, su
evaluacion es en el ultravioleta, pudiendo tener restos proteicos que actlen como

interferencias, motivo por el cual se evalu6 por UHPLC.

Para la cuantificacion de progesterona, se realizaron en primera instancia las curvas de
calibracion correspondientes para cada método (Figura 25).5%1* Por espectrofotometria,
se realiz6 una curva de calibracion en el rango de 0,2 — 3,0 pg/mL de progesterona, con
un coeficiente de correlacion (R?) de 0.9922. Mientras que la curva por UHPLC se realizd
en el rango de 0,5 — 22 pg/mL, con un R? de 0.9941.
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Figura 25. Curvas de calibracion segln distintos métodos de analisis, A: Por espectrofotometria,
midiendo absorbancia a 253 nm, se realiz6 por triplicado, (donde u.a son unidades de

absorbancia). B: Por cromatografia liquida de ultra alta presion, se realiz6 por duplicado.

Ambas metodologias son validas para el analisis de rutina de progesterona por cuestiones

de practicidad y rapidez se selecciond la técnica colorimetria para la cuantificacion.
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Preparacion de NspK-Pr y evaluacion de encapsulacién de progesterona

Se realizaron experimentos independientes de encapsulacion de progesterona en
nanoparticulas de kafirina (NspK-Pr) variando la cantidad de progesterona ofrecida
mientras se mantenia constante la cantidad de kafirina (Figura 26).
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Figura 26. Método de preparacion o sintesis de nanoencapsulados de kafirina cargados con
progesterona, mediante el método nanoprecipitacion. Creado con BioRender.com.

Se establecié un rango de concentraciones de progesterona de 12 a 164 pg/mL. Se
determind para cada una de ellas la eficiencia de encapsulacion (EE%) el rendimiento

(R%) vy la capacidad de carga (ug progesterona/ mg Nps) como resume la Tabla 7.
Tabla 7. Pardmetros de encapsulacion de Nspk-Pr.
[Progesterona] EE% R% Hg P/ mg Nps

12 pg/mL 47+14 | 20+6 19+09

16ug/mL | 88+5 | 72+6 13+0.1

37ug/mL | 926 | 91 21+0.1

101 pg/mL 97+2 1 3.0+0.6 19+0.6

164 ug/mL | 99+03 20+08 1.9+0.8

Las eficiencias de encapsulacion fueron muy altas (mayores al 92%) cuando se trabaja
con concentraciones de progesterona por encima de 37 pg/mL, la eficiencia de
encapsulacion se refiere a la cantidad de progesterona ofrecida que esta dentro del
nanoencapsulado. Si se compara con antecedentes, Xiao y colaboradores,> reportan una
eficiencia de encapsulacion de 55% en nanoparticulas de kafirina encapsulando

curcumina e incluso su eficiencia aumenta a 86%, cuando se le agrega quitosano a la
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formulacién. Con respecto a la capacidad de carga, los mismos autores la calculan como
eficiencia de carga = cucumina encapsulada (mg) dividido el peso de las particulas (mg),

su resultados fueron para cc-kaf 5% y para cc-kaf-CMC se eleva a 6,1 %.

Por otro lado, para Khan y col.?® la eficiencia de encapsulacion del resveratrol disminuyo
gradualmente de 72 % a 67 % a medida que aumentaba su concentracion en particulas de
kafirina, que fue similar en ausencia y presencia de p-Lg. La eficacia de las particulas de
kafirina/caseina fue similar a la de la kafirina y las de kafirina/B-Lg, en 33ug/mL de
resveratrol. Sin embargo, la capacidad de carga de este en todas las particulas aumentd
gradualmente a medida que aumentaba la concentracion de resveratrol. Este efecto no se
observa en el presente estudio, ya que la carga se mantiene en el mismo orden, la cantidad
se encuentra en el entorno de los 2 pg/mg Nps. En cambio, el rendimiento presenta un
pico maximo que se encuentra a los 16 pg/mL de progesterona, con un 72%. El
rendimiento es calculado como la progesterona cuantificada luego de romper las

nanoparticulas y liberar la progesterona al medio.

Caracterizacion fisicoquimica de NpsK-Pr
Se realizo la caracterizacion de los nano/microencapsulados, determinando su didmetro,
homogeneidad, estabilidad coloidal y se los compard con los parametros de las NpsK,

que se resumen en la Tabla 8.

Tabla 8. Tabla comparativa de parametros de caracterizacion fisicoquimica de NspK-Pr y NspK.

Muestra Diametro (nm) PDI Potencial Z (mV)
NpsK-Pr 347 + 30 0.240 £+ 0.02 -40+ 6
NpsK 224 + 8 0.255 + 0.03 -35 +2

Se puede observar un aumento del tamafio en NpsK-Pr en comparacion con NpsK, siendo
estas Ultimas mas heterogéneas que los nanoencapsulados, ambas formulaciones estables

coloidalmente.

Comparandolo con los estudios de Muhammad y colaboradores,*® reportaron un diametro
promedio de particulas de kafirina/p-Lg fueron similares a las particulas de kafirina sola.
En cambio, el tamafio de la particula de kafirina/caseina fueron menores que las kafirina/

B-Lg, con respecto al potencial Z, su resultado fue un valor absoluto superior a -20 mV.

-59-



Las nanoparticulas basadas en una proteina hidrofébica son vulnerables al entorno
circundante y su estabilidad se mejora al recubrirlas con una capa adicional de un
biopolimero secundario. Por lo que se puede mejorar en la estabilidad de NspK-Pr con

algun tipo de estabilizante, como por ejemplo PEG (Poli etilenglicol).!*®

En el estudio de Muhammad,®®!® |a disminucién del tamafio probablemente se deba a
que B-Lg o caseina estén interactuando con la kafirina, reduciendo la hidrofobicidad de
la superficie e inhibiendo la agregacion de las particulas. Dicha agregacion fue un gran
desafio a lo largo del presente estudio, lo que reafirma la idea de mejorar la estabilidad
de los nanodispositivos.

Mientras que Xiao y col.’® también caracterizaron sus nanoencapsulados, en este caso
ellos compararon nanoparticulas de Kkafirina con curcumina versus nanoparticulas de
kafirina con curcumina y quitosano. El primer nanoencapsulado mostré un diametro
medio de 200 + 3 nm, mientras que las segundas fueron de 236 + 2 nm. Se observaron
valores de PDI de 0,186 y 0,235 para cada formulacion, lo que sugiere una homogeneidad

aceptable, mientras que sus potenciales Z fueron de -23 mV y -26 mV, respectivamente.

Continuando con la caracterizacion se determind su tamarfio y polidispersidad, como se
visualiza en el grafico de distribucion de poblaciones (Figura 27). Con respecto a la
morfologia de los encapsulados, se analiz6 del mismo modo que para las NspK, por
microscopia electronica de barrido (Figura 28). La superficie de los encapsulados es muy

similar a las nanoparticulas de kafirina con la estrategia de etanol.
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Figura 27. Distribucién de poblacion de nanoencapsulados de progesterona con la estrategia A,

tanto para la estrategia A como B.
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Figura 28. Microscopia Electronica de Barrido de encapsulados NpsK-Pr con la estrategia de

etanol a diferentes aumentos.

Comparandolo con antecedentes de Muhammad y col.%*1® |as particulas de kafirina
también eran esféricas con una superficie lisa pero apretada en grandes agregados, a raiz
de una alta atraccion hidrofobica. Ahora bien, particulas de kafirin/B-Lg vy
kafirina/caseina también eran esféricas, pero mas irregulares, con una pelicula sobre las
particulas, cuya formacion se debid al exceso de proteinas de la leche. Esto es opuesto a
lo que vemos en el presente estudio, donde las NspK son més heterogéneas que los

nanoencapsulados.

Mientras que, reportes de Xiao y colaboradores "41971% estudiaron la morfologia los
nanovehiculos, con otra técnica llamada Microscopia de Fuerza Atomica (AFM) donde
las particulas se observan esféricas. En comparacion cc-kaf y cc-kaf/CMC la primera
mostré un tamafio de particula medio de 193 nmy la segunda de 225 nm. Conjuntamente,
realizan SEM de polvos liofilizados de ambas formulaciones, las cuales mantuvieron
intacta la estructura de particulas individuales esféricas pero apiladas en grandes

agregados, como en el presente estudio.

Estudios de estabilidad coloidal

Para estudiar la estabilidad coloidal en el tiempo para los nanovehiculos se incubaron las
suspensiones a 4 °C, se midié el diametro y PDI de las mismas, a diferentes tiempos. La
distribucion de poblaciones de nanoparticulas y nanoencapsulados a medida que pasa el

tiempo (Figura 29).
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Figura 29. Estudio de potencial Z de NpsK (A) y NpsK-Pr (B) en funcién del tiempo, donde se
muestra la distribucion de poblaciones de las nanoparticulas (naranja) y de los nanoencapsulados
(verde).

Se puede decir entonces, la cantidad y el tamafio de las poblaciones varian con el tiempo.
Se observé un aumento creciente del tamafio y de la polidispersidad con el transcurso de
los dias. En cambio, luego de los 28 dias se observan fendmenos de degradacion,
cambiando el perfil de distribucién, donde se ven tres poblaciones de diametros muy
distintos y cada una de ellas menos polidispersa en si misma. Son estables coloidalmente,

las muestras son heterogéneas, donde los cimulos caen por gravedad.

Si bien la distribucion de poblaciones es de suma importancia (Figura 29), saber cuales
son las intensidades de los picos de las gaussianas es importante para saber dentro de las
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muestras heterogéneas (tanto de nano/microparticulas y encapsulados) cual es el valor de
la intensidad de la muestra de interés (Tabla 9)

Tabla 9. Didmetros e intensidades de NpsK y NspK-Pr.

D D
Didmetro (nm) Intensidad (%) Didmetro (nm) Intensidad (%)
Dial 78,815 4,779 85,287 5,205
Dia 7 550,369 1,997 306,054 1,919
Dia 14 144,422 20,525 178,351 2,612
4228,89 1,935 3673,85 1,479
Dia 21 150,23 1,724 555,548 2,005
3943,13 18,870
Dia 28 1,429 0,406 2,047 0,3604
135,735 6,755 137,902 7,934
518,010 2,957 528,58 5,423
6311,63 4,183 6491,67 3,662

Se compara con antecedentes de Pu y col.!’” donde se evalu6 la capacidad de
almacenamiento de NspK cargadas con resveratrol durante 30 dias a temperatura
ambiente. Los autores, determinaron que el tamafio de las particulas reticuladas no vario
significativamente en 30 dias, lo que demuestra una estabilidad fisicoquimica favorable
a lo largo de un mes, como en el presente trabajo. Sin embargo, los tamafios aumentaron

aproximadamente un 100% al final del almacenamiento para las no reticuladas.

Por su lado, Chang y col.®® presentaron alternativas para mejorar la homogeneidad de las
particulas y reducir el tamafio de las mismas. Ademas, los estados naturales de algunas
proteinas insolubles en agua ya se encuentran en forma de agregados heterogéneos e
irregulares, que pueden ser disociados en pequefas particulas uniformes mediante fuerza
mecénica. El tratamiento con ultrasonido puede reducir el tamafio de las particulas, asi
como la microfluidizacién de alta resolucién que también promueve la disociacion de

cumulos de particulas proteicas.

En otra instancia también se evalud la estabilidad coloidal estudiando el potencial Z a
distintos pH, ya que, el pH de la muestra es uno de los factores mas relevantes capaces

de afectar el potencial Z de las particulas.

Entonces, factores extrinsecos como el pH y la temperatura afectan el volumen aparente

de las microparticulas; mientras que las fuerzas de atraccion de Van der Waals y las
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fuerzas de repulsion estéricas determinan su estabilidad.t*%°Con el fin de estudiar como
afecta el pH a la estabilidad de las nanoparticulas de kafirinas y nanoencapsulados, se
ensayaron distintas condiciones variando el pH de 3 a 10, con estandares para las

estrategias A 'y C (Figura 30).
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Figura 30. Estudio de estabilidad de NpsK y NpsK-Pr tanto con la estrategia A como C, en
funcién al pH.

Se puede decir entonces que tanto las NspK como los NpsK-Pr son més estables
coloidalmente por encima de pH 5 que a pH menores. Si lo comparamos con estudios
previos de Li y col. 18 el potencial zeta de 1 mg/mL de kafirina en 70 % de etanol en
funcién del pH, oscil6 entre -10 y +15 mV, con un punto isoeléctrico (PI) en torno al pH
6,1, similar a antecedentes biograficos donde el PI de 5,1.32° A un pH inferior a 6,1, el
mayor PZ positivo fue de 13,5 mV, que no evita la agregacion. Sin embargo, cuando la

kafirina se autoensambl6 en NspK, su potencial fue de -40 mV, impidiendo la agregacion.

Se analizo el efecto del pH en las nanoparticulas de kafirinas y los nanoencapsulados de
progesterona. EI mayor PZ positivo fue de + 21,94 + 0,41 mV a pH 3, no suficientemente
grande como para evitar la agregacion entre las kafirinas. Mientras que a pH mayores a
5, las nanoestructuras con ambas estrategias presentan mayor estabilidad, con PZ de -
39,08 £ 0.97 mV a -61,50 £ 2.94 mV, lo suficientemente alto como para evitar la

agregacion de estas.

En suma, se supervisaron las estabilidades de las nanoparticulas de kafirina y los

nanoencapsulados de progesterona, en el tiempo y en base a su pH.
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Estudios de liberacién del tracto digestivo simulado (ITG)

La administracién oral de farmacos implica que sufrir cambios bruscos de pH y ataque
de enzimas digestivas. Para que sean eficaces, las formulaciones deben poder sobrevivir
en estos entornos hostiles, sin mostrar agregacion fisica o degradacion de las moléculas

bioactivas encapsuladas.?!

Como la kafirina es una de las proteinas de cereales menos digeribles, nanoparticulas en
base de dicha proteina, son menos susceptibles al entorno hostil del tracto digestivo, lo
que permitiria la entrega mas protegida de los compuestos bioactivos. A pesar de las
ventajas Unicas de las mismas, la encapsulacion inadecuada de farmacos libres y/o la
absorcion ineficiente, podria ser debido a la falta de un promotor a nivel de absorcion
intestinal. En los tratamientos en los que es necesario un alto nivel de eficiencia de
encapsulacion y captacion celular in vitro, seria util introducir un segundo polimero, para

formar un complejo polimérico con las NspK. 109119

Ademas del papel protector, las particulas de proteina pueden mejorar la entrega sostenida
y controlada de compuestos en el entorno digestivo, mejorando su biodisponibilidad. La
liberacion estéa estrechamente relacionada con su perfil de digestion, que generalmente se
controla mediante cambios en el tamafio de las particulas, el contenido de compuestos

liberados y el contenido de residuos de aminoacidos en condiciones ITG simuladas. 9

Para llevar a cabo dicho ensayo, se sintetizaron las NspK y NspK-Pr, se incubaron en
fluido gastrico simulado (SGF) durante 2 horas. Se cuantificé la cantidad de progesterona
dentro de las NspK-Pr. Asi como la cantidad de progesterona inicial u ofrecida a las NspK

para la formacion de los nanoencapsulados de Progesterona (Tabla 10).

Tabla 10. Estudio de liberacion de farmaco de NspK-Pr en condiciones ITG.

[Pr] (ug/mL) Teorico  Colorimétrica ELISA ECLIA*
Ofrecida a NspK-Pr 20,0 16,85+0,006 | 22,0 £0,15 21,02
Encapsulada en NspK-Pr 1,0 0,85+£0,8 N.D 1,38

N. D= No determinado. + Promedio de muestras + SD. ECLIA*Trazabilidad DI-CG/EM a

progesterona altamente purificada.

ECLIA es un inmunoensayo de electroquimio luminiscencia para la determinacion

cuantitativa de progesterona, mientras que ELISA también es un inmunoensayo, en este

-65-



caso, se basa en el reconocimiento especifico de progesterona por anticuerpos

inmovilizados, donde la progesterona compite con una cantidad constante de conjugado

De esta manera, se logro determinar la concentracion de Pr ofrecida para la formacion de
nanoencapsulados, con distintas técnicas. Tedricamente la concentracion ofrecida fue de
20 pg/mL, mediante colorimetria 17 pg/mL, con ELISA 22 pug/mL y con ECLIA fue de
21 pg/mL. Se suprimié ‘la minima contribucion de las Nsp-K en la formacion de

nanoencapsulados de progesterona y se corrobor0 la ausencia de este.

Con respecto a la cuantificacion de Pr dentro de los nanoencapsulados, asumiendo una
liberacion del 100%), teGricamente se esperaba 1,0 pg/mL dentro de NspK-Pr en 18 mL
de jugo gastrico simulado. Si bien no se logré determinar su cantidad con ELISA,
mediante colorimetria fue de (0,85 pg/mL) y con ECLIA (1,38 pg/mL).

Los reportes previos son similares en cuanto a una buena bioaccesibilidad y liberacién
del farmaco, droga, nutracéutico o compuesto bioactivo. Por su lado, Patel y col.l?
determinaron que la cantidad de curcumina en nanoparticulas de zeina, durante 3 horas
en condiciones ITG simuladas, se mantuvo constante en todo momento con un valor de
80-95%. A partir de observaciones visuales, los autores no vieron agregacion de
particulas coloidales ni en la fase gastrica ni en la fase intestinal, lo que valid6 ain méas
que la dispersion era estable a los cambios de pH (de pH = 2 en la fase gastrica a 6,8 en
la fase intestinal) y presencia de enzimas digestivas. En el presente estudio solo se trabajé

en la parte gastrica.

Por su parte, Xiao y colaboradores,’*1%° determinaron perfiles de liberacion in vitro de la
curcumina nativa. Donde solo se detect6 el 10 % de la curcumina pura en los primeros 30
minutos del tratamiento con SGF, después de eso, la curcumina pura mostrd una tasa de
liberacion lenta con menos del 15% de curcumina detectada al final de 6 h. Esto indico
que, al pasar por el tracto digestivo simulado, solo una pequefia fraccién de curcumina
pura existe en formato de curcumina solubilizada que luego puede ser efectivamente

absorbida por el intestino delgado.

Mientras que, Li y col.!!8 determinaron los perfiles de liberacion in vitro de curcumina a
partir de nanoparticulas de kafirina sélidas y huecas, donde el 40 % de la curcumina se
liber6 en SG, con una la velocidad de disolucion permanecio relativamente sin cambios

durante las siguientes 5 h de incubacion, similar que los reportes de Xiao y colaboradores.
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La liberacion de compuestos bioactivos en particulas proteicas estd directamente
relacionada con el proceso de hinchamiento y desintegracion de estos nanovehiculos, que
se producen en el entorno oral, gastrico e intestinal. Por lo tanto, la liberacion,
degradacion o conversion a la forma biodisponible de los compuestos encapsulados debe
estudiarse en todo el tracto digestivo. Como propuesta de mejora del presente estudio,
una vez simulada la fase géstrica, se podria continuar con la simulacion de la fase

intestinal, que implica el uso de otras enzimas gastricas.58 7410

En suma, se logré evaluar la liberacién de progesterona en los nanoencapsulados bajo
condiciones hostiles de ITG, lo que permite conocer mejor la bioaccesibilidad del

farmaco.

Citotoxicidad de nanoparticulas y nanoencapsulados

Cuando se trabajan con nanoparticulas es muy importante estudiar la toxicidad y forma
parte de la caracterizacion de las nanoparticulas. Con el fin de evaluar citotoxicidad
celular tanto de NpsK y NpsK-Pr en queratinocitos humanos (HaCaT), se realizé el
ensayo de viabilidad celular. Este ensayo se basa en la reduccion metabdlica del bromuro
de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT).}?2123 Cabe destacar que cada
muestra se sembro en 6 pocillos, se realizd por duplicado en dos placas paralelas, se

muestran los resultados en la Figura 31.

120 .
Ea Control Viva
- 1004 NspK 100 ug/mL
-g 80+ NspK 50 ug/mL
% 604 B NspK 20 ug/mL
S 40- B NspK 10 ug/mL
X NspK- Pr 100 ug/mL
207 NspK- Pr 50 ug/mL
0- B NspK- Pr 20 ug/mL
\4 Bl NspK- Pr 10 ug/mL
L = Control Progesterona
SRS
éo_,Q{_% = Control Muerta

Figura 31. Ensayo MTT de las NspK y NspK-Pr. Para ello, las células HaCaT (linea celular

de queratinocitos humanos) se incubaron durante 24 h en DMEM +10% SFB con concentraciones
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de NpsK y NpsK-Pr (10, 20, 50, 100 ug/mL) de progesterona en cada pocillo, control de
progesterona con 0,012 ug/mL por pocillo. Los datos fueron normalizados contra el control viva
(células con DMEM suplementado con 10% de FBS), también se muestra el control de células

muertas (células en medio de cultivo, con Triton X-100 a 0,5 mg/ml en el pocillo).

Tanto las nanoparticulas como los nanoencapsulados no resultaron ser citotoxicos, al
menos para la linea celular HaCaT. Lo que coincide con reportes previos de citotoxicidad,
por ejemplo, las nanoparticulas de kafirinas-curcumina tienen una viabilidad por encima
del 100%, por lo que muestran también su alta biocompatibilidad. Xiao y
colaboradores,’*’" probaron que la curcumina nativa suspendida en agua no mostro
toxicidad, debido a su solubilidad extremadamente baja en agua. En el presente trabajo
se realiz6 un control similar llamado Control de progesterona para determinar si el

farmaco libre tenia algun efecto citotoxico.

Los resultados mostraron una viabilidad celular cercanas 100 % en todas las
concentraciones probadas, resultado analogo a nano/micro encapsulados en el rango de

10 a 100 ug/mL de progesterona.

Finalmente, se puede decir entonces, ambas formulaciones no son citotdxicas para esta

linea celular y podrian ser usadas como nanovehiculo de compuestos bioactivos.
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Conclusiones
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IVV. Conclusiones

En el marco de esta Tesis se logré preparar y estudiar las propiedades de las
nanoparticulas de kafirina y su uso en la encapsulacion de la hormona progesterona.

En primera instancia, se logré poner a punto el protocolo de purificacion de kafirinas, en
dicho proceso, partiendo de 3 gramos de DDGS se obtienen 0,73 gramos de kafirina, tras
la aplicacién del nuevo protocolo (CT1) donde se obtuvo un concentrado de kafirinas con
una pureza del 93%. Se logr6 determinar con FTIR ademas su estructura secundaria:
49% de hélice a, 27 % de giro B y 24% de hoja P, respectivamente. Mediante DSC, se

determind el punto de transicion de estas, siendo 146 °C para las kafirinas liofilizadas.

Este aislado proteico producto del protocolo CT1 fue el material de partida para la sintesis
de nanoparticulas de kafirina. Conjuntamente, se alcanzo la sintesis de éstas, mediante las
distintas estrategias, seleccionando la estrategia A. Cuyos parametros fisicoquimicos
promedios, como: 224 nm, 0.255 y -35 mV, diametro, indice de polidispersidad vy
estabilidad coloidal respectivamente. Donde se trabajo en condiciones de pH fisioldgicas,
disminuyendo la formacion de grandes aglomerados, optimizando los tiempos y
reactivos, ya que es un proceso que se podria aplicar a escala industrial. Se observaron
diferencias en su superficie mediante SEM, cuando se cambid de disolvente, siendo

nanoparticulas de superficie mas lisa con acido acético y méas rugosa con etanol.

De manera anéloga, se obtuvieron nanoencapsulados de progesterona, los cuales también
fueron caracterizados con DLS y SEM: se observd aumento del tamafio en NpsK-Pr en
comparacion con NpsK, mientras que la superficie de los NpsK-Pr es muy similar a las
NspK con la estrategia de etanol. También, se determind la concentracion de progesterona
de los nanoencapsulados, mediante céalculo de % Eficiencia de encapsulacion, %
Rendimiento y capacidad de carga, ofreciendo distintas cantidades de progesterona de:
12 — 164 pg/mL.

El mayor rendimiento alcanzado fue de 72% que presentd un pico maximo a los 16 pg/mL
de progesterona ofrecida y una eficiencia de encapsulacion del 88%, haciendo que ésta
sea la mejor condicidn, dentro del barrido de concentraciones del farmaco modelo. Se
evalud, también, la estabilidad coloidal de las NpsK y NpsK-Pr en el tiempo a 4°C,
observando efectos de agregacion y degradacion con el paso del tiempo. Asi como la
estabilidad coloidal variando el pH, donde a pH mayores a 5, las nanoestructuras con
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ambas estrategias son estables, ya que presentaron potenciales en el rango de -39 a -61
mV, lo suficientemente alto como para evitar la agregacion de estas.

Posteriormente, se logro determinar la concentracion de Pr ofrecida para la formacion de
nanoencapsulados, en condiciones del tracto digestivo simulado. Tedricamente la
concentracion ofrecida fue de 20 pg/mL, mediante colorimetria 17 pg/mL, con ELISA 22
pg/mL y con ECLIA fue de 21 pg/mL. Igualmente, se suprimi6 la minima contribucion
de las NspK en la formacion de NspK-Pr y se corrobord que las NspK no tuvieran Pr.
Con respecto a la cuantificacion de Pr dentro de los nanoencapsulados, asumiendo una
liberacion del 100%, tedricamente se esperaba 1,0 pg/mL dentro de NspK-Pr en 18 mL
de jugo gastrico simulado. Si bien no se logré determinar su cantidad con ELISA,
mediante colorimetria fue de (0,85 pg/mL) y con ECLIA (1,38 pg/mL).

Finalmente, se realizaron estudios de citotoxicidad (MTT) que demuestra que se trata de
nanoestructuras inocuas, posicionandolas como potencial nanovehiculo de compuestos

bioactivos.
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VIIl. Perpectivas

Probar condiciones de sintesis adicionales que mejoren la
homodispersidad y disminuyan el tamafio de las nanoparticulas de

kafirina.

Realizar una caracterizacion mas exhaustiva de las propiedades fisico-

quimicas.

Hacer estudios de liberacion de progesterona en el tiempo en

diferentes condiciones en base a su posible formulacion.

Evaluar otras moléculas hidrofobicas de interés farmacéutico.
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