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Resumen de la tesis que presenta Daniela Molina Estrada como requisito parcial para la obtencion del
grado de Maestro en Ciencias en Nanociencias.

Efecto del resveratrol nanoencapsulado en la viabilidad de cultivos de adipocitos en monocapa y
esferoidales

Resumen aprobado por:

Dra. Karla Oyuky Juarez Moreno Dr. Rafael Vazquez Duhalt
Codirectora de tesis Codirector de tesis

La obesidad es una enfermedad de alta prevalencia en México y a nivel mundial que se caracteriza por
el aumento de tejido adiposo provocando dafios en el organismo. La farmacoterapia contra este
padecimiento es escasa por ello se han estudiado fitoquimicos que pueden afectar la adipogénesis;
como el resveratrol (RES), compuesto polifendlico presente en algunas plantas y frutos como:
arandanos, uvas, moras, etc. EIl RES ha demostrado inhibir la lipogénesis y la diferenciaciéon de
adipocitos. El conocimiento de diferenciacién del adipocito es esencial para comprender la obesidad.
Proceso que se ha estudiado ampliamente en la linea celular 3T3-L1 en modelos de cultivo celular
bidimensionales (2D) en forma de monocapa. Sin embargo, éste no logra imitar el microambiente
nativo tridimensional (3D). Por tanto, en el presente trabajo se evallo el efecto en la viabilidad de
preadipocitos 3T3-L1 cultivados en monocapa (2D) y esferoides (3D) con nanoparticulas de quitosano
cargadas con resveratrol (NPs-QR) y tratadas con lisina (NPs-QRL). Ademas, la capacidad del quitosano
como nanoportador de resveratrol. Se logrd sintetizar nanoparticulas (NPs-QR) con morfologia
esférica. En solucién las NPs-QR presentaron un didmetro hidrodindmico de 295 +332 nm, con un
potencial zeta de 34 9 mV; mientras que para las NPs-QRL fue de 944 +98 nm y 17 #4 mV,
respectivamente. Las NPs presentaron una eficiencia de encapsulamiento del RES del 92%.
Posteriormente, el porcentaje de liberacion de RES para las NPs-QRL en condiciones fisioldgicas
simuladas, fue del 100% en fluido gdstrico y un 29% en fluido intestinal. Se establecié un método para
la cuantificacién de quitosano en la suspensién de nanoparticulas por medio de cromatografia liquida
de alta resolucién (HPLC). Por otro lado, las NPs-QR y NPs-QRL exhibieron una concentracién media
inhibitoria (ICso) para los preadipocitos 3T3-L1 en 2D de 118 +12y 112 +13 pg/mLy en 3D de 26 11y
71 +16 ug/mL, respectivamente. La citotoxicidad de las NPs también fue evaluada en hepatocitos de
la linea celular AML-12. Por tanto, nuestros resultados demuestran la capacidad del quitosano como
nanoportador y la capacidad del RES como agente citotdxico.

Palabras clave: Adipocitos; Adipogénesis; Resveratrol; Quitosano; Nanoparticulas



Abstract of the thesis presented by Daniela Molina Estrada as a partial requirement to obtain the
Master of Science degree in Nanoscience.

Effect of nanoencapsulated resveratrol on the viability of monolayer and
spheroidal adipocyte cultures

Abstract approved by:

Dra. Karla Oyuky Juarez Moreno Dr. Rafael Vazquez Duhalt
Thesis Codirector Thesis Codirector

Obesity is a highly prevalent disease in Mexico and is worldwide is characterized by increased adipose
tissue, causing health problems. Pharmacotherapy against this condition is scarce; therefore,
phytochemicals that can affect adipogenesis have been studied, such as resveratrol (RES), a
polyphenolic compound in some plants and fruits such as blueberries, grapes, and blackberries, among
others. RES has been shown to inhibit lipogenesis and adipocyte differentiation. Knowledge of
adipocyte differentiation is essential to understanding obesity. This process has been extensively
studied in the 3T3-L1 cell line in two-dimensional (2D) cell culture models in monolayer form, but this
fails to mimic the native three-dimensional (3D) microenvironment. Therefore, in the present work,
we evaluated the effect of chitosan nanoparticles loaded with resveratrol (NPs-QR) and treated with
lysine (NPs- QRL) on the viability of preadipocytes cultured in monolayer (2D) and spheroids (3D) of
3T3-L1 cells. In addition, the capacity of chitosan as a resveratrol nanocarrier. It was possible to
synthesize nanoparticles (NPs-QR) with spherical morphology. In solution, the NPs-QR presented a
hydrodynamic diameter of 295 332 nm, with a zeta potential of 34 £9 mV, while for the NPs-QRL, it
was 944 +98 nm and 17 4 mV, respectively. The NPs presented a RES encapsulation efficiency of 92%.
Subsequently, the percentage of RES release for NPs-QRL under simulated physiological conditions was
100% in gastric fluid and 29% in intestinal fluid. A method has been established to determine the
chitosan concentration in the nanoparticle suspension using high-performance liquid chromatography
(HPLC). On the other hand, NPs-QR and NPs-QRL exhibited a mean inhibitory concentration (ICso) for
3T3-L1 of 118 +12 and 112 +13 pg/mL in 2D and 26 +11 and 71 +16 pg/mL in 3Drespectively. The
cytotoxicity of the NPs was compared with the AML-12 cell line. Therefore, our results demonstrate
the capacity of chitosan as a nanocarrier and the capacity of RES as a cytotoxic agent.

Keywords: Adipocyte; Adipogenesis; Resveratrol; Chitosan; Nanoparticles
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Capitulo 1. Introduccidn

La obesidad es la acumulacidn excesiva o anormal de tejido adiposo en el organismo que puede causar
dafios a la salud (Gonzalez-Muniesa et al., 2017). Es una enfermedad multifactorial compleja en la que el
exceso de grasa corporal acumulada puede dar lugar al desarrollo de diabetes mellitus, enfermedad
cardiovascular, hipertension e hiperlipidemia (Lin and Li, 2021). Ademas, en los ultimos 50 afos, la
obesidad se ha convertido en uno de los principales problemas de salud publica (Panuganti et al., 2022).
Debido a que el exceso de peso no deseado es el principal impulsor del aumento mundial de las

enfermedades no transmisibles (Keaver et al., 2020; Zatonska et al., 2021).

El control de peso se puede lograr mediante un déficit caldrico, con ejercicio fisico éptimo y una dieta
hipocaldrica. Sin embargo, cuando esto no es suficiente se recomienda un tratamiento farmacolégico
(Ruban et al., 2019). La busqueda de medicamentos contra la obesidad ha sido desafiante por razones
técnicas y sociales. Diversos farmacos se han propuesto para la pérdida de peso, no obstante, han
mostrado severos efectos secundarios que no compensan el beneficio observado. Por ejemplo, la
sibutramina, fenfluramina, dexfenfluramina han mostrado desencadenar diversos efectos
cardiovasculares severos. El rimonabant incrementa el riesgo de suicidio mientras que las metanfetaminas

causan una marcada farmacodependencia (Miller et al., 2022).

Debido a los indeseables efectos secundarios que provocan los farmacos antes mencionados, se han
propuesto alternativas, como el uso de compuestos de origen natural (Mohamed et al., 2014). De acuerdo
con la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), las plantas medicinales son una de las mejores fuentes
para obtener una amplia variedad de medicamentos que se usan en la actualidad en la medicina de
patente. Sin embargo, aunque estos productos sean de origen natural es necesario realizar estudios desde
el punto de vista de toxicidad o inocuidad, su distribucién en el organismo una vez consumido, sus estudios

farmacodinamicos y farmacocinéticos (Mopuri and Islam, 2017).

Un compuesto de origen natural, el resveratrol (RES) es un polifendlico presente en numerosas plantas y
frutos como cacahuates, moras, ardndanos, la uva y el vino tinto (Gambini et al., 2013). En modelos
animales, ha demostrado tener propiedades benéficas como el aumento de la longevidad, mejoras en la
funcién motora y efectos favorables para bajar de peso, asi como la reduccion de la grasa corporal total y
la disminucién de los depésitos de tejido adiposo blanco (Tabrizi et al., 2020). También, se ha demostrado

su capacidad para inhibir la diferenciacion de preadipocitos, la disminucién de la proliferaciéon de
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adipocitos y la capacidad de inducir apoptosis en estas células (Aguirre et al., 2014; Fischer-Posovszky et

al., 2010).

Aungque el RES ha destacado por ser un buen agente terapéutico, es una molécula altamente inestable en
su forma trans. La forma cis es estable, sin embargo, esta estructura es terapéuticamente inactiva. La
mayoria de las formulaciones disminuye su periodo de vida Util debido al rapido metabolismo de trans a
cis (Salehi et al.,, 2018). Otra desventaja del RES es ser hidrofoba con una biodisponibilidad
extremadamente baja debido a su estructura cristalina altamente organizada. Se ha reportado que el RES
es estable en rangos de pH 4cidos superiores a 6 y es altamente soluble en solventes organicos (Monika

et al., 2017). Para solucionar el problema de la biodisponibilidad, se ha optado por su nanoencapsulacion.

La nanoencapsulacion de agentes terapéuticos ha demostrado aumentar su eficacia, especificidad y
capacidad de focalizacién. Aquellas nanoparticulas (NPs) cargadas con farmacos se denominan como
nanoportadores, los cuales protegen su carga de la degradacidon prematura en el entorno bioldgico,
mejoran su biodisponibilidad y prolongan su presencia en la sangre y la captacion celular (Kumari et al.,

2014).

Los métodos de sintesis se eligen segun la estructura quimica del agente terapéutico, el tipo de aplicacién
y el tiempo de retencidn dentro del cuerpo. Uno de estos métodos es la encapsulacion biopolimérica, en
donde se fabrican nanotransportadores a partir de ingredientes naturales como proteinas. De tal manera
gue proporcionan una barrera polimérica contra la luz, el oxigeno y el calor, lo que da como resultado una

mayor estabilidad (Jeon et al., 2016).

Un polimero que se ha utilizado en la encapsulacidon biopolimérica es el quitosano. Es un polisacarido
compuesto por glucosamina y N—acetilglucosamina. Se considera generalmente como un polimero de
origen natural biocompatible y lentamente biodegradable (Periayah et al., 2016). También esta en
desarrollo como un excipiente seguro en formulaciones de medicamentos (Patil et al., 2021). Ademas, se
ha reportado que el quitosano es un potenciador de absorcion eficiente debido a sus propiedades
mucoadhesivas y su capacidad para abrir transitoriamente uniones estrechas entre células epiteliales

(Jeon et al., 2016).

Para comprender y demostrar lo que le sucede al fdrmaco una vez que entra al organismo y como es que
sus propiedades fisicoquimicas se ven alteradas, una vez que este se ha internalizado en el individuo, se

han realizado evaluaciones biolégicas durante muchos afios. Tanto in vitro, in vivo y ex vivo con el fin de
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imitar lo mejor posible el microambiente in vivo en estudios preclinicos ya que es importante que el

modelo experimental simule de la manera mas fiel las condiciones fisioldgicas (Abdelsayed et al., 2022;

Bhagat and Singh, 2022).

El cultivo celular bidimensional (2D) ha sido el método utilizado para cultivar células desde principios del
siglo XX. Juega un papel vital en la investigacién, pero tiene muchas limitaciones debido a que los modelos
2D representan de forma imprecisa las células de los tejidos in vitro. Los métodos nuevos y mejorados
implementan técnicas de cultivo de células tridimensionales (3D) y pueden proporcionar evidencia
convincente debido a que estos simulan mejor lo que sucede en un tejido. La simulacidn de entornos
celulares fisioldgicos in vitro en cultivos tridimensionales de adipocitos ayuda a entender los mecanismos
de accién farmacoldgica a nivel molecular. Generar tratamientos efectivos para la obesidad y otras
enfermedades crdénicas asociadas a esta patologia (Jensen and Teng, 2020). Por otra parte, el buscar
alternativas naturales y al mismo tiempo aprovechar las nuevas tecnologias permitira desarrollar
nanomateriales para prevenir, mejorar y combatir enfermedades de alta prevalencia como la obesidad,

asi como a contribuir al desarrollo de conocimiento sobre el area de la nanotoxicologia (Sibuyi et al., 2019).

Por tanto, en el presente trabajo se realizé la comparacién del efecto de diferentes concentraciones de
nanoparticulas de quitosano cargadas con resveratrol en la viabilidad de preadipocitos 3T3-L1 cultivados
en monocapa (2D) y esferoides (3D). Este trabajo aporta informacion valiosa sobre los mecanismos
celulares de una formulacién de RES encapsulado en nanoparticulas de quitosano en un modelo 3D que

emula con mayor precision, las condiciones fisioldgicas reales del tejido adiposo.

1.1 Antecedentes

1.1.1 Obesidad

La obesidad se define como una acumulacién anormal o excesiva de tejido adiposo (TA) en el individuo.
Suele acompafiarse de inflamacidn sistémica crénica leve. Ademas, esta relacionada con el indice de masa
corporal (IMC), de tal manera que un IMC por encima de 25 Kg/m? generalmente se considera sobrepeso

y mayor a 29.9 Kg/m? se clasifica como obesidad en algunos de sus grados (Fruh, 2017; Lin and Li, 2021).
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La clasificacién actual de obesidad propuesta por la OMS se basa en el IMC, la cual corresponde a la
relacidn entre el peso expresado en kilogramos y el cuadrado de la altura, expresada en metros cuadrados.

La siguiente tabla muestra la clasificacion de la obesidad segln la OMS (Tabla 1) (Novosad et al., 2013).

Tabla 1. Clasificacion de la obesidad segun la OMS.

Clasificacion IMC (Kg/m?) Riesgo asociado a la salud
Normo peso 18.5-24.9 Promedio
Exceso de peso 225 Aumentado
Sobrepeso o Pre-obeso 25-29.9 Aumentado
Obesidad Grado | o moderada 30-34.9 Aumentado moderado
Obesidad Grado Il o severa 35-39.9 Aumentado severo
Obesidad Grado Ill o mérbida > 40 Aumentado muy severo

El aumento de la deposicion de TA es un desequilibrio entre la ingesta caldrica y el gasto de energia,
generalmente asociado a una baja actividad fisica (un estilo de vida sedentario) y un consumo excesivo de
alimentos con un contenido energético por encima de las necesidades del individuo (Gonzalez-Muniesa et
al., 2017). El exceso de energia se almacena en las células en forma de grasa, desarrollando asi la patologia
caracteristica de la obesidad (Lin and Li, 2021). Aunque factores genéticos, hormonales e incluso el uso de
ciertos medicamentos también puede causar sobrepeso u obesidad (Geliebter et al., 2014; Wharton et al.,

2020).

En la actualidad la obesidad se ha convertido es uno de los problemas de salud publica mds grandes a nivel
mundial. En las Ultimas cinco décadas la tasa de prevalencia se ha multiplicado por seis (Gonzalez-Muniesa
et al., 2017). Ademas, tan solo en 2016, 1900 millones de adultos tenian sobrepeso en todo el mundo de
los cuales cerca de 340 millones correspondia a sobrepeso u obesidad en nifios y adolescentes (World
Health Organization (WHO), 2021). Para el afio 2017 fue asociada a 4.7 millones de muertes prematuras a
nivel mundial, posicionandose como una de las principales causas de mortalidad (Ritchie and Roser, 2017).
Por otro lado, las personas con sobrepeso u obesidad corren un mayor riesgo de padecer y exacerbar otras
enfermedades como, hipertension, diabetes tipo 2, osteoartritis, problemas respiratorios (asma y apnea
del suefio), problemas psicosociales y algunos tipos de cancer (Centers for Disease Control and Prevention

(CDC), 2022).



1.1.2 Tejido Adiposo

El TA es un tipo de tejido conectivo, que se compone principalmente de adipocitos, un tipo de célula
especializada en el almacenamiento de energia a través de grandes depdsitos de lipidos (es decir, grasa)
(Luo and Liu, 2016). Ademas, los adipocitos estan estrechamente empaquetados con fibras colagenas y
eldsticas, que a su vez estan rodeados por células vasculares del estroma. Las células vasculares del
estroma incluyen preadipocitos, células del sistema inmunitario (macrdofagos y leucocitos), células
endoteliales (vasos sanguineos y linfaticos) y células madre/estromales (Ramakrishnan and Boyd, 2018).
En conjunto, estos tipos de células cumplen la funcion principal en el depdsito de energia y en el

metabolismo energético (Choe et al., 2016).
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Figura 1. Distribucion del TA en el cuerpo humano. (A) El TAB se distribuye principalmente en la en la region
subcutdnea en la parte superior (abdomen profundo y superficial) e inferior (gliteo-femoral), asi como en la region
visceral (omental, mesentérica, mediastinica y epicardica. (B) Diferencias estructurales y morfoldgicas entre el TAB,
TAM vy tejido adiposo beige. Como se muestra en el dibujo y la tincion con hematoxilina/eosina (aumento x 40).
Modificado de Kwok et al., 2016.

En los seres humanos, el TA se clasifica principalmente en dos tipos, el tejido adiposo blanco (TAB) y el

tejido adiposo marrdn (TAM) (Choe et al., 2016). EI TAB representa la mayor proporcion de TA en el cuerpo
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y se encarga de almacenar el exceso de energia en forma de triglicéridos, asi como liberar acidos grasos al
torrente sanguineo cuando se requiera. Por otro lado, el TAM esta especializado en utilizar y disipar la
energia derivada de los lipidos para producir calor. EIl TAB se encuentra disperso en el cuerpo, los
principales depdsitos se encuentran en el abdomen profundo y superficial, gluteo-femoral y regién visceral

(Figura 1) (Kwok et al., 2016).

1.1.3 Adipocitos

Célula madre
mesenquimatosa

Precursor del
dermatomiotomo
Adipoblasto (En1+)

= / \

Preadipocito Preadipocito marrén Mioblasto
BMP2
BMP4
C/EBP-a,-B

7\ L
e

Adipocitos Adipocitos Adipocitos Célula del musculo
blancos beige marrones esquelético

Figura 2. Diferenciacién de CMM en adipocitos. Diferenciacion de células madre mesenquimales en adipocitos
blancos y marrones. (1) Las vias de sefializacién GSK3B y B-catenina-WNT derivan en linaje de adipocitos blancos y
adipocitos marrones/miocitos, respectivamente. (2) PRDM16 es un poderoso inductor y mantenedor del fenotipo
termogénico tanto en el desarrollo de adipocitos blancos como marrones. Myf5 participa en la diferenciacion
muscular, generando musculo esquelético. (3) CEBPa/b desencadenar la diferenciacién de preadipocitos en
adipocitos maduros. Modificado de Rodgers and Sferruzzi-Perri, 2021.
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Los adipocitos blancos se originan a partir de células madre mesenquimales (CMM) en un proceso de
diferenciacion de dos pasos. Las CMM se diferencian en adipoblastos, seguidas en preadipocitos y
finalmente en adipocitos. Aunque existen tres tipos de adipocitos (blanco, marrén y beige) con cascadas
transcripcionales similares, hay diferencias clave que promueven la diferenciacién de uno sobre otro

(Rodgers and Sferruzzi-Perri, 2021).

En la diferenciacién de CMM hacia adipocitos estan involucrados factores de transcripcidn, expresion de
genes especificos que reflejan la aparicidn de proteinas y la acumulacién de triglicéridos (TG). Dentro de
los principales factores se encuentran, la familia de proteinas morfogenéticas dseas (BMP),
especificamente BMP2 y BMP4, asi como PPARy y C/EBPs (Figura 2), fundamentales para impulsar estas
diferentes fases (Reddy et al., 2014).

Morfolégicamente, los adipocitos blancos tienen una forma esférica con un didmetro 10 a 120 um
(Fitzgerald et al., 2018). También contienen una sola gota de lipidos que ocupa la mayor parte del
citoplasma, la cual desplaza el nlcleo y los organelos hacia la periferia (Figura 3A) (Lee et al., 2021). Los
lipidos se acumulan a través de la captacion de acidos grasos o de la lipogénesis. La biosintesis de acidos
grasos se lleva a cabo mediante reacciones enzimaticas sucesivas (Sethi and Vidal-Puig, 2007). Primero, se
obtiene glucosa de los carbohidratos, seguido la glucosa se somete al proceso de glucdlisis y al ciclo del
acido tricarboxilico (TCA) para producir citrato en la mitocondria, que se transporta al citosol y luego libera
acetil coenzima A (acetil-CoA) mediante la ATP-citrato liasa (ACLY). Posteriormente, la acetil-CoA

resultante se convierte en malonil-CoA mediante las acetil-CoA carboxilasas 1 (ACC1).

A continuacion, la sintasa de acidos grasos (FASN), convierte el malonil-CoA en palmitato, que es el primer
producto de acido graso. Finalmente, el palmitato sufre las reacciones de elongacion y desaturacion para
generar los acidos grasos complejos, incluidos el acido estedrico, el acido palmitoleico y el acido oléico
(Figura 3B) (Song et al., 2018). Subsecuentemente, los adipocitos emplean los acidos grasos y unen tres
de estos a una molécula de glicerina (glicerol), formando triglicéridos, la principal reserva de energia desde

la cual se liberan los acidos grasos segun sea necesario (Sniderman et al., 1998).

En condiciones saludables, el TAB almacena el exceso de energia de una manera que no es tdxica para el
adipocito. Sin embargo, cuando la ingesta caldrica es mayor al gasto de energia, los lipidos se acumulan,
los adipocitos aumentan de tamafio, un fenédmeno llamado hipertrofia, y finalmente el TA se expande
(Chakarov et al., 2022). En respuesta, el TA reacciona al entorno cambiante de nutrientes, lo que genera

trastornos en la sintesis de moléculas bioactivas, tales como adipocinas y citocinas, que afectan el
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metabolismo tanto de los lipidos como de la glucosa y como consecuencia puede conducir a la resistencia

a lainsulina y diabetes tipo 2 (Kojta et al., 2020).
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Figura 3. Mecanismo de sintesis de acidos grasos en adipocitos. A) Caracteristicas de los adipocitos blancos. UCP1,
proteina de desacoplamiento mitocondrial responsable de la termogénesis en el TAM. LD, gota de lipidos.
Modificado de Lee et al., 2021. B) Al consumir carbohidratos, los adipocitos toman una parte de la glucosa circulante
mediante la proteina transportadora GLUT4. A continuacidn, mediante la glucdlisis en el citosol, la glucosa se
convierte en piruvato. El piruvato se transporta a las mitocondrias para su posterior oxidacion en el TCA. El citrato
obtenido en el TCA, se exporta al citosol y se usa como sustrato para la via de la lipogénesis de novo (DNL).
Posteriormente, se activan las proteinas ATP-citrato liasa (ACLY), acetil-CoA carboxilasas 1 (ACC1), acido graso sintasa
(FASN), estearoil-CoA desaturasa-1 (SCD1) promoviendo la sintesis de acidos grasos. FATP: proteina de transporte de
acidos grasos 1; IR: receptor de insulina. Modificado de Song et al., 2018.

1.1.4 Farmacoterapia

La farmacoterapia es el uso de sustancias terapéuticas para el tratamiento de un trastorno o enfermedad
(Holford, 2015). En el sobrepeso y la obesidad existen medidas preventivas que hacen hincapié en la
nutricion sostenible, la actividad fisica y los cambios en el comportamiento, que han demostrado ser
eficientes. Sin embargo, las intervenciones en el estilo de vida que incluyen la restriccion calérica y/o el
control de las porciones por si solas son insuficientes para lograr el mantenimiento de la pérdida de peso
2022). Los objetivos del tratamiento de la

a largo plazo en la mayoria de los pacientes (Tchang et al.,

obesidad son mejorar o prevenir las complicaciones de las enfermedades metabdlicas, no la pérdida de

por la edad, el sexo, la gravedad de la obesidad, las causas subyacentes, las complicaciones relacionadas
con la obesidad, los factores psicosociales, asi como las preferencias del paciente y de la familia (Salari et

al., 2021).
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La farmacoterapia contra la obesidad esta llena de contradicciones y dilemas relacionados a la seguridad,
eficacia, abuso y efectos adversos (Alvarez, 2012). Aunque la Administraciéon de Alimentos y
Medicamentos (FDA, por sus siglas en inglés) ha aprobado ciertos medicamentos que pueden usarse en el
tratamiento de la obesidad como complemento de la modificacién del estilo de vida a menudo son
insuficientes para alcanzar los objetivos de pérdida de peso (Montan et al., 2019). Medicamentos como
sibutramina, un inhibidor altamente selectivo de la recaptacion de noradrenalina y serotonina en las
terminaciones nerviosas se retird del mercado después de que se informaron eventos adversos
cardiovasculares relacionados a la farmacoterapia y que no se presentaron en el grupo de placebo (Luque
and Rey, 2002). También, la fenilpropanolamina se elimind del mercado farmacéutico en los Estados
Unidos debido a un mayor riesgo de eventos vasculares cerebrales asociados a este fdrmaco, cuando se
usa como agente terapéutico para perder peso en mujeres (Kernan et al., 2000). En el caso de fenfluramina
y fentermina se ha informado que causan hipertensién pulmonar como efecto secundario. Otro farmaco,
orlistat (tetrahidrolipstatina) se ha asociado con varios efectos adversos gastrointestinales de leves a
moderados, como heces aceitosas, diarrea, dolor abdominal y manchado fecal. También, se han notificado
algunos casos de efectos adversos hepaticos graves (colelitiasis, hepatitis colostatica e insuficiencia

hepatica subaguda) (Filippatos et al., 2008).

Es por eso que actualmente, la mayoria de las guias recomiendan la farmacoterapia como tratamiento de
segunda linea para la obesidad (después de la modificacion del estilo de vida) con dispositivos bariatricos
y cirugia como tratamientos de tercera y cuarta linea, respectivamente (Montan et al., 2019). La seguridad
de los medicamentos para el tratamiento de la obesidad se ve socavada por la falta de comprension de la
fisiopatologia de la obesidad, la falta de una buena terapia, la aceptacion y el uso deficientes de la terapia
y el cumplimiento de esta. También existen problemas regulatorios y sociales. La historia de los
medicamentos contra la obesidad esta plagada de casos de promesas tempranas, pero fracasos tardios (Li
and Cheung, 2011). No se comprenden los mecanismos genéticos, bioquimicos, fisioldgicos, psicoldgicos,
conductuales y sociales que causan la obesidad lo suficientemente bien como para prevenirla o revertirla
de manera efectiva. Muchos medicamentos tratan solo una parte de esta compleja interaccién y producen
efectos secundarios inaceptables. Asi, a pesar de los resultados favorables en términos de reduccidn de
peso corporal, la mayoria de los farmacos antiobesidad desarrollados hasta el momento no han sido
aprobados o han sido retirados del mercado debido a importantes efectos adversos; es por ello que existe

una necesidad urgente de nuevos farmacos contra la obesidad (Cheung et al., 2013).

Como alterativa a los medicamentos sintéticos tradicionales se ha explorado el uso de compuestos

qguimicos producidos por plantas (fitoquimicos). Sin embargo, el poder de las plantas, las hierbas y sus
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derivados para el tratamiento de la obesidad aun no se ha explorado ampliamente, y puede ser una
excelente alternativa para desarrollar medicamentos seguros y eficaces contra la obesidad, basados en

productos naturales (Freitas and Almeida, 2017).

1.1.5 Fitoquimicos contra la obesidad

El potencial de los fitoquimicos se debe a que la naturaleza representa una enorme reserva de compuestos
bioldgicamente activos para tratar diversas dolencias (Sanchez-Ramos et al., 2021). En vista de los efectos
secundarios encontrados con el uso prolongado de drogas sintéticas y debido a las estrictas pautas que
deben cumplirse durante la aprobacién de medicamentos, los medicamentos a base de plantas y hierbas
han ganado mucha atencién como una opcion confiable para el remedio clinico, por lo que el uso de estos

remedios a base de hierbas va en aumento (Karimi et al., 2015; Welz et al., 2018).
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Figura 4. Fitoquimicos vegetales. Estructura de fitoquimicos comunes. Modificado de Soltys et al., 2021.

Una variedad de fitoquimicos, como, polifenoles, alcaloides, terpenoides, flavonoides, taninos, saponinas,
glucdsidos, los esteroides y las proteinas presentes en las plantas y sus productos son factores clave en el
tratamiento de varios trastornos (Figura 4) (Soltys et al., 2021). Los fitoquimicos como fuente de nuevos

medicamentos abre un amplio campo para la investigacion cientifica debido a la abundante disponibilidad
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de especies conocidas (250,000 — 500,000), de las cuales solo un pequefio porcentaje ha sido investigado

fitoquimicamente y su potencial farmacolégico evaluado Mujeeb et al., 2014.

El RES (3,5,4'-trihidroxi-trans-estilbeno), pertenece al grupo de los estilbenoides de los polifenoles, posee
dos anillos fendlicos unidos entre si por un puente etileno (Ramirez-Garza et al., 2018). Este polifenol
natural se ha detectado en mas de 70 especies de plantas, especialmente en la piel y las semillas de la uva,
y se ha encontrado en cantidades discretas en vinos tintos y diversos alimentos para humanos (Koushki et

al., 2018).
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Figura 5. Principales mecanismos implicados en el efecto antiadipogénico del resveratrol. ACC: acetil-CoA
carboxilasa; ACO: Acil-CoA oxidasa; TAM: tejido adiposo marrén; C/EBP: CCAAT/proteina de union al potenciador;
CPT: carnitina palmitoiltransferasa; FASN: acido graso sintasa; LPL: lipoproteina lipasa; PPAR: receptor activado por
proliferador de peroxisomas; UCP: Proteina desacopladora; TAB: Tejido adiposo blanco. Modificado de Aguirre et al.,
2014.

El RES es una fitoalexina que numerosos estudios han demostrado que posee un potencial antioxidante
muy alto, tiene efecto antiinflamatorio, exhibe actividad antitumoral y se considera un candidato potencial
para combatir el sobre peso y la obesidad (Chang et al., 2011). El RES tiene un efecto antiadipogénico e
interviene en varias vias metabdlicas, como el metabolismo de triglicéridos del TAB, oxidacidn de acidos
grasos, diferenciacion de adipocitos, entre otros. En la Figura 5 se presentan los principales mecanismos
implicados en el efecto antiadipogénico del RES. El RES inhibe C/EBPB, el factor regulador temprano de la

adipogénesis. Ademas, este polifenol también reduce la expresion de C/EBPa y PPARYy, necesarios para
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inducir cambios morfoldgicos celulares, por ejemplo: de una forma fibrobldstica a una esférica. También
el RES reprime la expresion del gen UCP3, el cual participa en el transporte de aniones de acidos grasos
gue no pueden oxidarse, protegiendo asi contra el dafio mitocondrial inducido por lipidos. Por otro lado,
el RES aumenta el nivel de proteina UCP1 en TAM, proteina responsable de la termogénesis (Aguirre et al.,

2014).

Se ha demostrado que el RES reduce la sintesis de lipidos en el higado de rata y en la linea celular de
preadipocitos murinos 3T3-L1. Ademds, el RES aumenta la actividad de las sirtuinas (regulador de
informacidon de tipo de apareamiento silencioso-2, sir2), que funcionan en una amplia variedad de
procesos celulares, y una familia de enzimas clave en la restriccidn caldrica (Rayalam et al., 2008). También,
el RES aumenta la sintesis y oxidacion de acidos grasos, y posiblemente aumenta la eficiencia de utilizacién

de energia en los adipocitos a través de la activacion de Sirtl (Imamura et al., 2017).

Por otro lado, Li et al., (2016) investigaron el efecto del RES durante la diferenciacion adipogénica en la
linea celular murina 3T3-L1y la cepa celular SGBS humana. El RES se utiliz6 en concentraciones de 25, 50
y 100 uM (Figura 6). Se confirmé que el RES inhibe la lipogénesis en la diferenciacion de adipocitos, tanto
de ratdon como humanos. A nivel molecular, el efecto antilipogénico del RES parece estar mediado por un
aumento atenuado de la expresién y una inhibicion de la acetil-CoA carboxilasa (ACC). Ademads, esta

relacionado con la inhibicidon del aumento de masa mitocondrial y su remodelacion (Li et al., 2016).
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Figura 6. Inhibicion de la lipogénesis de las células 3T3-L1 y SGBS, durante y después de la adipogénesis, por efecto
del resveratrol. A) Diferenciacion de preadipocitos 3T3-L1 en presencia o ausencia de resveratrol en las
concentraciones indicadas durante 4 u 8 dias. B) Diferenciacién de células SGBS en presencia o ausencia de
resveratrol en las concentraciones indicadas durante 6 u 12 dias. La formacion de lipidos se siguié mediante tincion
con Oil-Red-0. Los niveles de tincidn de los preadipocitos se consideraron como un valor de 1. Los datos se presentan
como media * desviacion estandar de tres experimentos independientes realizados por duplicado. Modificado de Li
et al., 2016.
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Por su parte Imamura et al. (2017) evaluaron el efecto del RES en los reguladores involucrados en el
metabolismo de los lipidos utilizando pre-adipocitos 3T3-L1. Los preadipocitos 3T3-L1 se diferenciaron
durante 4 dias, se cultivaron durante 10 dias para la acumulacién de TG y luego se incubaron con RES (O,
25 o0 50 uM) durante otros 3 dias mas (Figura 7). Se observod que el RES redujo la acumulaciéon de lipidos
de manera dependiente de la concentracién. También, para comprender cémo el RES regula la
acumulacidén y el consumo de triglicéridos (TG), se investigaron los cambios en las expresiones de genes y
proteinas. Se determind que RES (25 y 50 uM) aumenté la expresion del gen y la proteina Sirtl. Por lo
tanto, el RES puede aumentar la sintesis y oxidacion de acidos grasos y posiblemente aumentar la
eficiencia de utilizacién de energia en los adipocitos a través de la activacién de Sirtl (Imamura et al.,

2017).

de drea)

Tincion de aceite rojo (% de relacion
10

Dia 0 0 25 50 (uM)
Dia 3

Figura 7. Efecto del resveratrol en la acumulacién de triglicéridos (TG). A) Tincion Oil Red-O para triglicéridos en
células 3T3L1. Las células 3T3L1 se trataron con o sin 25 o0 50 UM de RES durante 3 dias después de la diferenciacion.
B) Los paneles inferiores muestran graficos que representan la relacidn de area (%) de la tincién Oil-red-O segun lo
determinado por Imagel. Modificado de Imamura et al., 2017.

El uso del RES ha ido en aumento debido a todas las propiedades benéficas que tiene en estudios in vitro,
ex vivo e in vivo (Tomé-Carneiro et al., 2013). Sin embargo, los estudios clinicos disponibles en humanos
han mostrado resultados controvertidos sobre los efectos protectores del RES contra las enfermedades y
sus secuelas. Las razones detras de estos hallazgos contradictorios son variadas, las diferencias en las
caracteristicas de los pacientes, las dosis utilizadas y la duracion de la suplementacién con RES. El RES
parece tener un rango de dosificacion efectivo diferente in vitro (rango micromolar en medios de cultivo

celular) que su biodisponibilidad in vivo (rango nanomolar en la sangre), lo que dificulta identificar el rango
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de concentracién biolégicamente efectivo en el que se debe administrar este compuesto suplementado a

humanos (Shaito et al., 2020).

El RES, es principalmente metabolizado a acido glucuronico y sulfatos conjugados, los cuales podrian
retener alguna actividad biolégica. Sin embargo, uno de sus inconvenientes es su poca solubilidad en agua
(<0.05 mg/mL) lo que afecta su absorcién, el RES trans es susceptible a la luz solar o artificial o radiacion
ultravioleta lo que afecta sus propiedades y puede sufrir procesos de autooxidacion conduciendo a la

produccién de especies como 0% y H,0, lo que pueden llegar a ser citotdxicos (Gambini et al., 2015).

Debido a las desventajas presentes del RES, se ha recurrido a ciencias emergentes como, la
nanotecnologia. Donde el estudio y desarrollo de sistemas nanométricos presenta opciones en lo que al

uso del RES se refiere, especialmente en la nanoencapsulacién de agentes terapéuticos.

1.1.6 Nanoencapsulacidén

La nanoencapsulacion de farmacos implica la formacion de particulas cargadas de farmacos con didmetros
que oscilan entre 1 y 1000 nm (Pinto Reis et al., 2006). La nanoencapsulacidon de agentes terapéuticos
puede aumentar su eficacia, especificidad y capacidad de focalizacién. Ademas, protegen su carga util de
la degradacién prematura en el entorno bioldgico, mejoran la biodisponibilidad y prolongan la presencia

en la sangre y la captacion celular (Kumari et al., 2014).

Las NPs poliméricas se han estudiado ampliamente como transportadores de sustancias activas en
aplicaciones farmacéuticas y médicas. Han demostrado ser prometedoras como sistemas de
administracién de farmacos debido a sus propiedades de liberacién controlada y sostenida, tamaiio
subcelular y biocompatibilidad con tejidos y células (Pinto Reis et al., 2006). Dentro de los polimeros, las
nanoparticulas de quitosano (NPs-Q) son ampliamente valoradas como un sistema de entrega de
compuestos bioactivos. El quitosano se encuentra en abundancia natural, presenta biodegradabilidad y

grupos funcionales de superficie en forma de grupos NH, (Maleki et al., 2022).

Diversos estudios, han demostrado la factibilidad del quitosano como un sistema dirigido de entrega de
farmacos. Se ha reportado el uso NPs-Q como agente acarreador de farmacos anticancerigenos como el
cisplatino, tamoxifeno y oxaliplatino (Sultan et al., 2022; Vivek et al., 2013; 2014). Ademas, se han

empleado como nanoportadores de antibidticos (tetraciclina, gentamicina y ciprofloxacina) en el combate
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contra infecciones bacterianas (El-Alfy et al., 2020; Li et al., 2021). También se han investigado en la
entrega de enzimas intestinales, como la B-galactosidasa (Leichner et al., 2019). Y recientemente, las NP-

Q se han probado en conjunto con compuestos contra la obesidad y diabetes.

Du et al. (2020), investigaron el efecto terapéutico del complejo éxido de zinc-RES encapsulado en NPs-Q
(NPs-QRZnO) contra la diabetes mellitus en ratas inducida por estreptozotocina. Se evaluaron NPs de un
tamafio promedio de 38 nm con concentraciones de 100 a 500 pug/mL. Se determind que las NP en
concentracion de 500 pg/mL tuvieron un efecto inhibitorio mas alto sobre a-glucosidasa y la a-amilasa del
73 y del 78. 3 %, respectivamente, enzimas que actlan en la digestién de carbohidratos por lo que una

manera de controlar la diabetes tipo 2 es interrumpir la actividad de ambas enzimas (Du et al., 2020).

1.1.7 Cultivo celular 2D y 3D

El cultivo celular es una herramienta ampliamente utilizada en la biologia celular. Permite estudiar la
morfologia de las células, la accién de los fdrmacos, el desarrollo de la ingenieria de tejidos, el analisis de
toxicidad y la expresidon de genes o proteinas. Por lo que, juega un papel importante en el desarrollo de
biofarmacéuticos. Ademas, presenta ventajas, como el uso de cultivos celulares homogéneos,
reproducibilidad de los datos generados y la posibilidad de manipular genes y rutas moleculares (Ballav et

al., 2022; Kapatczynska et al., 2016; Segeritz and Vallier, 2017).

Hay dos tipos principales de cultivos celulares que se utilizan con mayor frecuencia: cultivo bidimensional
(2D) y tridimensional (3D) (Ballav et al., 2022). El modelo 2D es el tipo de cultivo celular mas utilizado, el
cual se refiere al crecimiento de células en una superficie plana generando una monocapa. Este permite
estudiar la actividad fisioldgica y patoldgica de las células in vitro. Sin embargo, los resultados de los
experimentos en 2D no son completamente consistentes y extrapolables con los experimentos in vivo
obtenidos con animales y los experimentos clinicos (Sun et al., 2021). Por tanto, en los ultimos diez afios,
se ha implementado los cultivos en 3D, un modelo mas realista que proporciona a las células un ambiente
de cultivo que se asemeje mas al entorno in vivo (de Ledn et al.,, 2020). Las estructuras 3D son
multifuncionales y mecdnicamente robustas. Por lo tanto, ofrecen el tipo de sustrato adecuado para el
crecimiento de las CMM y adipocitos, ademas de replicar el entorno fisioldgico especifico de las células

durante el cultivo (Figura 8) (Camara et al., 2020).
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Figura 8. Comparacion del cultivo celular 2D y 3D. A) Las células cultivadas en 2D demuestran un comportamiento y
restricciones ambientales. B) Las células cultivadas en 3D presentan una mayor complejidad para simular con mayor
fidelidad el entorno in vivo. Modificado por Camara et al., 2020.

Por ejemplo, Barros etal. (2018) evaluaron el efecto terapéutico y el potencial sinérgico de las
combinaciones de farmacos doxorrubicina:resveratrol (DOX:RES) (en proporciones molares que oscilan
entre 5:1y 1:5) en cultivos celulares 2D y 3D de cancer de pancreas. En esos estudios se demostré que el
efecto sinérgico de esta combinacion de farmacos era diferente en cultivos celulares 2D y 3D. En general,
los resultados obtenidos revelaron que la combinacién DOX:RES es prometedora para el tratamiento del
cancer de pancreas y corroboran la necesidad emergente de evaluar combinaciones de farmacos en

cultivos celulares 3D (Barros et al., 2018).

La falta de medicamentos contra la obesidad y los efectos adversos producidos por estos, han generado
la busqueda de nuevas estrategias como recurrir a productos de origen natural. La investigacién es
desafiante pues aun no sean evaluado por completo estos compuestos a pesar de su gran uso como
medicina tradicional. Es necesario mejorar y proteger sus propiedades mediante la nanotecnologia y
evaluar los efectos bioldgicos en ensayos in vitro, in vivo y ex vivo para garantizar su seguridad. También
es fundamental la investigacion sobre adipocitos para estudiar los procesos celulares y generar
tratamientos positivos contra la obesidad. Por estos motivos en la presente investigacion se decidié
trabajar con un modelo esferoidal (3D) de adipocitos. Estructura que logra imitar el ambiente celular in
vivo para comprender mejor los mecanismos que participan en el desarrollo de enfermedades

metabdlicas.
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1.2 Hipdtesis
Las nanoparticulas de quitosano cargadas con resveratrol (NP-QR) disminuyen la viabilidad de

preadipocitos cultivados en modelos celulares: monocapa (2D) y esferoidal (3D) en mayor medida que el

RES no encapsulado.

1.3 Objetivos

1.3.1 Objetivo general

Comparar el efecto en la viabilidad de preadipocitos cultivados en monocapa (2D) y esferoides (3D),

expuestos a diferentes concentraciones de nanoparticulas de quitosano cargadas con resveratrol.

1.3.2 Objetivos especificos

e Sintetizar nanoparticulas de quitosano cargadas con resveratrol.

e Caracterizar en tamano, forma y carga superficial de las nanoparticulas cargadas con resveratrol.

e Determinarla cantidad de resveratrol encapsulado en las nanoparticulas de quitosano y su cinética

de liberacién en condiciones fisioldgicas.

e Comparar el efecto de diferentes concentraciones de nanoparticulas de quitosano cargadas con

resveratrol en la viabilidad celular de adipocitos cultivados en 2D y 3D.
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Capitulo 2. Metodologia

2.1 Sintesis de nanoparticulas de quitosano cargadas con resveratrol

Para la sintesis de nanoparticulas de quitosano conteniendo resveratrol (NP-QR) y NP-QR tratadas con
lisina (NP-QRL) se prepararon partiendo de una disolucion de quitosano (Sigma-Aldrich, C3646) 0.25% (p/v)
en agua ultrapura (tipo I) y con 2% (v/v) de acido acético glacial (Fermont, 03011). La solucion se agité a
800 rpm durante 24 h a 25°C. La solucién se centrifugd a 8000 x g por 15 min a 4°C (rotor JA14 Beckman)
y se recuperd el sobrenadante. El sobrenadante se centrifugd a 11,000 x g por 20 min a 4°C con el mismo
rotor. Seguido, el sobrenadante se ajusté a pH 4.5 con hidréxido de sodio 2 M (Macron Fine Chemicals,
7708-10) y se filtré sucesivamente a través de una serie de filtros con un tamafio de poro de 1.2 um, 0.45
pm y 0.22 um. Posteriormente, se vertieron 5 mL de quitosano a pH 4.5 en un vaso de precipitado. La
mezcla se agitdé durante 15 min a 800 rpm a 4°C utilizando un agitador magnético en una plancha de

agitacion.

Por otro lado, previamente se prepararon las siguientes soluciones: 1) Una disolucién de RES (Sigma
Aldrich, R5010) a 20,000 pg/mL. Se pesaron 10 mg de RES y se disolvié en 500 plL de etanol (Fermont,
PQO06065). 2) Una disolucidn de glutaraldehido (Sigma Aldrich, G5882) 2.5% (v/v) disuelto en agua ultra
pura (tipo 1). 3) Una disolucidn de tripolifosfato de sodio (TPP) (Sigma Aldrich, 238503) a 2500 pg/mL. Se
pesaron 2500 mg de TPP y se disolvieron en 10 mL agua ultra pura (tipo 1). Esta disolucion debe ser
preparada en el momento de la sintesis de las NPs. Ademas, se filtré6 con una membrana con un tamaio
de poro de 0.45 um. 4) Una disolucion de lisina (Sigma Aldrich, P4158) 2.5% (v/v) disuelta en agua ultra

pura (tipo 1).

Para la sintesis de NPs, se empled un sistema automatico de goteo (Poseiddn) con velocidad de 0.09 mm/s
de giro del motor. En la disolucion de quitosano a pH 4.5 se agregaron 200 L de la disolucién de RES y se
mantuvo en agitacién por 15 min a 800 rpm a 25°C. Enseguida, se agregd 1 mL de la disolucion de TPP y
se dejo 1 h a 800 rpm. Posteriormente, se afadieron 100 pL de la disolucion de glutaraldehido a una
velocidad de 0.09 mm/s y se dejé 1 h a 800 rpm. Finalmente, a la solucion obtenida se le denominé
nanoparticulas de quitosano cargadas con resveratrol (NPs-QR). En un paso posterior, se agregaron 100

pL de disolucidn de lisina con una jeringa de 1 mL en el sistema Poseiddn y se dejo 1 h a 800 rpm a 25°C.
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Ala solucion obtenida se le denomind como nanoparticulas de quitosano cargadas con resveratrol tratadas

con lisina (NPs-QRL).

La solucién final se centrifugd a 8000 x g por 30 min a 4°C (rotor JA14 Beckman) y se recuperd el pellet. El
pellet se resuspendid en agua ultra pura (tipo 1) estéril y se centrifugd a 11,000 x g por 30 min. Una vez
mas, se volvid a obtener el pellet y se centrifugo nuevamente a 8000 x g por 30 min a 4°C. Finalmente, se
recuperd el pellet como el sobrenadante para cuantificar la cantidad de resveratrol encapsulado en las

NPs-QR y NPs-QRL.

2.1.1 Caracterizacidn por espectrofotometria ultravioleta-visible (UV-Vis)

El analisis de espectrofotometria UV-Vis del RES se llevd a cabo en un espectrofotémetro Perkin Elmer
Lambda 25 UV/Vis. Las mediciones se realizaron a partir de una soluciéon de 6.7 mg/mL, de la cual se
tomaron 50 pl y se disolvieron en 950 plL de agua ultra pura (tipo 1). Ya que RES absorbe dos longitudes de
onda 300 nm y 320 nm, se decidié obtener una curva patrén a 300 nm. La muestra fue disuelta en etanol

de Sigma-Aldrich (St. Louis, MO) y se midid la absorbancia de 200 a 700 nm.

2.1.2 Caracterizacién por dispersion dindmica de luz (DLS) y potencial zeta

El andlisis del diametro hidrodindmico, indice de polidispersidad (PDI) y potencial zeta de las NPs-Q, NPs-
QR y NPs-QRL fue determinado por dispersion dinamica de luz (DLS) usando un Zetasizer Nano ZS (Malvern
Panalytical). Para la preparacion de las muestras se tomaron 200 pL de las NPs sintetizadas y se le
agregaron 1300 pL de agua ultrapura (tipo I). Las NPs fueron analizadas por triplicado a 25°C usando una

celda DTS1070.

2.1.3 Caracterizaciéon por microscopia electrénica de transmisién (TEM)

La morfologia de las NPs-Q y NPs-QR fueron evaluadas por microscopia electrénica de transmisién (TEM)
(Hitachi, H7500, Japdn), operado a 80 kV usando rejillas de cobre PELCO®. Se realizd una dilucién de las
NPs en agua ultrapura (tipo ) (1:20). Para tefiir las muestras se agregaron 10 puL de muestra de las NPs

sobre la rejilla, se dejo secar por 2 min 30 s, se seco el excedente con papel filtro, se agregaron 6 plL de
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acetato de uranilo 4% en agua ultra pura (tipo 1) v/v y se dejaron secar por 2.5 min, de igual manera
quitando el excedente con papel filtro. Finalmente, se analizaron al TEM para verificar el tamafno y

morfologia de las NPs.

2.2 Cuantificacion y optimizacion del encapsulado de resveratrol

2.2.1 Cuantificacion del porcentaje de encapsulacidon

Para cuantificar el porcentaje de encapsulacién (EE) de RES en las NPs-QR y NPs-QRL se realizé una curva
de calibracién con la cual se analizé la concentracidén de RES. Primero, se prepard una solucién madre de
RES (1000 pg/mL) a partir de la cual se realizd una disolucidén de trabajo (10 pg/mL) con la cual se
prepararon diluciones seriadas (0.005, 0.01, 0.02, 0.04, 0.06, 0.08 y 0.16 ug/mL). Cada dilucidn fue medida
por triplicado a 300 nm empleando un espectrofotémetro Perkin ElImer Lambda 25 UV/Vis. Finalmente, se
empled la curva de calibracién previamente construiday la EE se determind mediante la ecuacién 1, donde

Ci es concentracidn inicial y Cs es la concentracién del sobrenadante.

£ Ci de resveratrol — Cs de resveratrol (1)

Ci de resveratrol

2.2.2 Optimizacién del porcentaje de encapsulacidén

La optimizacién se llevd a cabo realizando 5 sintesis con la metodologia de la seccion 2.1. Los vasos se
enumeraron del 1 al 5, cada uno de ellos fue cargado con volumenes diferentes de RES, se agregaron 200,
400, 600, 800 y 1000 200 uL, respectivamente. El procedimiento fue el mismo para todas las sintesis. El
precipitado se colectd, asi como el sobrenadante para posteriormente determinar el porcentaje de

encapsulamiento.

Para determinar la EE, el sobrenadante de cada una de las concentraciones nuevas se midié mediante UV-

Vis y se compard con la curva de calibracién previamente realizada.



21

2.2.3 Caracterizacién por DLS

El didametro hidrodindmico de las NPs sintetizadas con diferentes volimenes de RES (200, 400, 600, 800 y
1000 pL) se evalué mediante DLS usando un Zetasizer Nano ZS (Malvern Panalytical). Se tomaron 200 pL
de las NPs y se le agregaron 1300 plL de agua ultra pura (tipo I). Las NPs fueron analizadas por triplicado a

25°C.

2.3 Liberacion del resveratrol

2.3.1 Liberacién de resveratrol en condiciones fisioldgicas

Para determinar la liberacién del RES en condiciones fisioldgicas, las NPs fueron dializadas en una solucién
tampdn de fosfatos (PBS, por sus siglas en inglés) que se prepard de la siguiente manera: 8 g de cloruro
de sodio (Fermont, 24902), 0.2 g de cloruro de potasio (Fermont, 24842), 1.44 g fosfato de sodio dibasico
(Sigma Aldich, S3264) y 0.24 g de fosfato de potasio monobasico (Fermont, 35862) en 1 L de agua ultrapura

(tipo 1).

Posteriormente, para realizar las didlisis se trabajé con las NPs sintetizadas a pH 4.0 y 4.5. Se tomd 1 mL
de NPs-QR por cada pH ajustando con acido acético concentrado 99.8 %. Se colocaron 1000 pL de cada
una de las soluciones en una membrana de didlisis y se introdujeron en 10 mL de la solucién de PBS a pH
7.4 en agitacidon constante a 800 rpm durante 12 h a 25°C. Finalmente, la absorbancia se leyé cada 30 min

a 300 nm.

2.3.2 Liberacién de resveratrol en fluidos gastrointestinales simulados

También se realizaron pruebas de liberacién en fluidos gastrointestinales simulados, que asemejan las
condiciones de una parte del tracto gastrointestinal. Las didlisis se prepararon con base en la metodologia

de la seccién 2.3.1, empleando NPs-QRL.

El fluido gastrico y fluido intestinal simulado se prepararon mezclando los diferentes constituyentes de

electrolitos y enzimas, de acuerdo con la Tabla 2. Una vez obtenida la mezcla de fluido gastrico se ajustd
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a pH 3 con acido clorhidrico (HCI) (Sigma Aldrich, 84432) concentrado 37%, el fluido intestinal se ajusté a
pH 7 con hidréxido de sodio (NaOH) 2M.

Tabla 2. Constituyentes del fluido gastrico simulado y fluido intestinal simulado

Fluido géstrico simulado Fluido intestinal simulado
Reactivos Concentracion Reactivos Concentracion
mmol/L mmol/L
KCl 5.52 KCl 5.52
KH2PO4 0.72 KH2PO4 0.72
NaHCO; 20 NaHCO; 20
NaCl 37.76 NacCl 37.76
MgCl>(H20)s 0.08 MgCly(H20)s 0.08
(NH4).COs 0.4 NaOH 0.4
HCl 22.48 HCI 22.48
CaCly(H,0): 0.07 CaCly(H,0)2 0.07
Lecitina 0.17 U/mL
U/mL Pancreatina 100
Pepsina 2000 mg/mL
Extracto de bilis 6.25

KCI (Sigma Aldrich, P9541), NaHCOs (Fagalab, 2092), CaCl;(H,0), (JT Baker,1313), Pepsina (Sigma Aldrich,
P-7012), Pancreatina (Sigma Aldrich, P3292), KH,PO4 (Fermont, 35862), MgCl,(H,0)s (Fermont, 24842) y
Extracto de bilis (Zimenton).

2.3.3 Punto isoeléctrico

La estabilidad de las NPs se determiné mediante el monitoereo del diametro hidrodinamico y potencial
zeta usando un Zetasizer Nano ZS (Malvern Panalytical). Las NPs-Q sintetizadas a diferentes pH (4.0, 4.5,
5.0, 5.5, 6.0, 6.5, 7.0, 7.4 y 8.0) se prepararon con 200 uL de las NPs y se le afiadieron 1300 uL de agua
ultra pura (tipo I). Las NPs fueron analizadas mediante DLS por triplicado a 25°C. Se utilizé una celda

DTS1070.

También se evalud el diametro hidrodindmico y potencial zeta de las NPs-QRL en solucion en los fluidos
simulados. Para lo cual se tomaron 200 pL del fluido gastrico simulado, se mezclaron con 20 plL de NPs. La
nueva mezcla se mantuvo en agitacion e incubacion a una temperatura de 37°C durante 4 h en una
incubadora New Brunswick Scientific Series 25. Posteriormente, se monitoreo las NPs en intervalos de 30

min durante 4 h. Lo mismo se realizé con el sistema intestinal simulado.
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2.4 Caracterizacion por cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC)

2.4.1 Cuantificacion del quitosano presente en las nanoparticulas de quitosano

Para establecer la cantidad exacta de quitosano en las NPs sintetizadas se realizd la cuantificacion de
glucosamina mediante una hidrdlisis acida de quitosano por cromatografia liquida de alta eficiencia, (HPLC,

por sus siglas en inglés) en un equipo Agilent 1100 series.

Se pesaron 10 mg de quitosano y se transfirieron a un matraz bola de 25 mL. Se agregaron 5 mL de H,O y
5 mL de una mezcla de HCl/H3PO, (3.75:1.25). El matraz se colocé a reflujo, bajo atmdsfera de N, y se dejo
reaccionar durante 1 h a 110°C para generar glucosamina. Transcurrida el tiempo, la reaccién se dejo
enfriar para después neutralizarla con NaOH 2 M. Posteriormente se aforé a 100 mL, para seguir con la

derivatizacion y determinacién de la glucosamina obtenida.

Para determinar el rendimiento del hidrolizado de glucosamina se realizé una curva patrén con clorhidrato
de glucosamina (Sigma Aldrich, 1294207) (179.17 g/mol) la cual se derivatizé con benzaldehido (Sigma
Aldrich, B1334) (106.12 g/mol = 1.05 g/mL) y cianoborohidruro de sodio (Sigma Aldrich, 156159) (62.84

g/mol = 1.2 g/mL), de acuerdo a los siguientes célculos estequiométricos:

5x1073g
n=——5" = 2.79x107° mol —» leq = (2.79x107> mol)(106.12 mol) = 2.9x1073g
17917 =5
mol
vau) = 210778 _ 5 6910~ mL = 2.82 L de benzaldehid
- . = = . = 2.
u 1.05 g/mL X m uL de benzaldehido
5x1073g . . s
n=——-s-= 2.79x107°> mol = 1eq = (2.79x107> mol)(62.84 mol) = 1.753x107° g
179.17 =5
mol
1.753x1073g s _ _ _
- & V(uL) = ———— = 1.46x10"°mL = 2.82 pL de cianoborohidruro de sodio

1.2 g/mL

Se tomaron las cantidades necesarias de los reactivos y se dejaron reaccionar durante 2 ha 25°C, haciendo

el seguimiento de la reaccién por cromatografia de capa fina para corroborar que la reaccion haya
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finalizado. El procedimiento anterior se realizd para la glucosamina obtenida del hidrolizado del quitosano

y para las nanoparticulas de quitosano.

2.4.2 Determinacion de glucosamina por HPLC

La separacion y deteccidon de los derivados de glucosamina se realizaron en un sistema de cromatografia
liguida HPLC Agilent 1100 Series, que consta de una bomba binaria, y un detector de absorbancia. Los
datos se recopilaron y procesaron utilizando el software Agilent. La separacidon de fase inversa se llevéd a
cabo en una columna Symmetry C18 (2.1 x 150 mm, 5 um, Waters Co.). Se utilizé una solucién de H,0
como fase movil Ay acetonitrilo como fase mévil B con el programa de gradiente mostrado en la Tabla 3.

La temperatura de la columna se mantuvo a 25 ° Cy la deteccidn se realizd a 248 nm.

Tabla 3. Gradiente de elucién por HPLC para la determinacion de glucosamina en quitosano.

Tiempo (min) Eluyente A (H,0) Eluyente B (CHsCN)
0 90 10
3 90 10
6 80 20
9 50 50
12 20 80
15 10 90
20 10 90

2.5 Cultivo celular

Las lineas celulares AML-12 y 3T3-L1 se adquirieron de American Type Culture Collection (ATCC, La linea
celular AML-12 (alpha mouse liver 12) hepatocitos aislados del higado normal de un ratdn fue cultivada en
cajas Petri de 6 cm. Se utilizé 5 mL de medio Dulbecco’s Modified Eagle Medium: Nutrient Mixture F-12
(DMEM/F-12) suplementado con 10% v/v de suero fetal bovino (SFB), 10 ug/mL de insulina, 5.5 pg/mL de
transferrina, 5 ng/mL de selenio, 40 ng/mL de dexametasona, 1.5 g/L de bicarbonato de sodio (NaHCO3),

1% v/v de L-glutamina y 1% v/v de antimicdtico/antibidtico (penicilina y estreptomicina).
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La linea celular 3T3-L1, preadipocitos derivados de células embrionarias de ratén comprometidas a
diferenciarse en adipocitos se cultivaron en cajas Petri de 6 cm, se utiliz6 5 mL de medio Dulbecco’s
Modified Eagle Medium: High Glucose (DMEM), suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB), 1.5
g/L de bicarbonato de sodio (NaHCOs), 1% v/v de L-glutamina y 1% v/v de antimicético/antibidtico

(penicilina y estreptomicina).

Todos los reactivos de ambos medios se aforaron a un litro de agua ultra pura (tipo 1), estéril y a pH 7.4.

Las soluciones finales se esterilizaron mediante filtracién con un filtro de tamafio de poro de 0.22 um.

2.5.1 Subcultivo o pase celular

Las lineas celulares AML-12 y 3T3-L1 se mantuvieron en crecimiento en cajas de Petri de 6 cm. Cuando las
células adheridas tenian una confluencia del 80-90% de la superficie de la caja Petri, fue necesario
despegarlas. Para ello, se removid el medio de cultivo, se lavaron con 2 mL de PBS estéril. La solucion se

ajustd a pH 7.4 y posteriormente se esterilizd en autoclave.

Después del lavado con PBS, se agregd 1 mL de una solucidn de tripsina/EDTA, se dejaron en incubacion a
una temperatura de 37°Cy 5% de CO>. Para las células AML-12 son 3 miny para las 3T3-L1 5 min. Una vez
transcurrido el tiempo, las células que se despegaron de la caja Petri se colectaron en un tubo cénico de
1.5 mL, que se centrifugd a 1500 rpm por 5 min. El sobrenadante se desechd con cuidado y el pellet celular
fue resuspendido en 1 mL del medio correspondiente a la linea celular para eliminar cualquier residuo de
tripsina, nuevamente se centrifugé a 1500 rpm por 5 min. El sobrenadante se desechd y el pellet celular

se resuspendid en 1 mL del medio correspondiente para cada linea celular.

Las células viables fueron contadas mediante tincién por exclusidon de azul tripano con la ayuda de la
camara de Neubauer. Por ultimo, se continud con la expansién del cultivo celular, sembrando células en
cajas Petri de 6 cm con 5 mL del medio correspondiente, se mantuvieron en incubacion a 37°C en una
atmdsfera hiumeda con 5% de CO;, hasta que nuevamente las células adheridas obtengan la confluencia
de 80-90%. Para preservar el cultivo celular de ambas lineas fue imprescindible mantener las células en

congelacion, por lo tanto, las células se congelaron y almacenaron a -80°C.



26

2.5.2 Conteo celular

El conteo celular se llevé a cabo por la técnica de exclusidon de azul tripano, utilizando la camara de
Neubauer, una placa de vidrio esmerilado con dimensiones de 3 x 7 cm y 5 mm de grosor (Figura 9). Los
cuadrantes 1,2,3 y 4 se utilizan para el conteo celular. El azul tripano es un compuesto que permite
diferenciar entre células vivas y células muertas, cuando la membrana celular estd dafiada, permite el paso
del colorante tifiendo a la célula de color azul, caso que no ocurre cuando la célula se encuentra viable. El
procedimiento para el conteo celular se realiza de la siguiente manera: en un tubo cénico de 1.5 mL se
agregan 40 plL de azul tripano y 10 uL de la suspensién celular, se mezclaron los 50 plL de la solucién de
azul tripano con células y se tomaron 10 pL de la muestra para después colocarse en la cdmara de
Neubauer, se observa la cdmara de Neubauer con las células en un microscopio éptico. El conteo celular
se determina mediante la ecuacidn 2, con la que se calcula el nimero de células por cada mililitro a través
del conteo de las células viables en los cuatro cuadrantes de conteo de la cdmara de Neubauer. En donde

FD: es el factor de dilucidn, que en este caso fue de 5.

No. de células contadas 10,000
) (o)

No. de célul L=(
0. de células x m ) -

Cubierta de vidrio Soporte de montaje

/ 9 cuadrados grandes (cada cuadrado

Espacio de 0,1 mm grande se divide en 25 cuadrados
medianos y 16 cuadrados pequeios)

([ [

- .

‘ 1 mm
T TR 0.25 mm
> = EEEmmm

S

3 mm-4L . \\ >-0.05 mm

Figura 9. Esquema de la cdmara de Nuebauer para el conteo celular.
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2.5.3 Criopreservacion celular

Las lineas celulares que han sido cultivadas, pueden almacenarse en congelacién por largos periodos, para
lo cual, se preparé medio de criopreservacion que contiene 40% v/v del medio correspondiente para cada
linea celular, 10% v/v de DMSO, y 50% v/v de SFB. Se tomaron alicuotas de la solucidn final tubos de

criopreservacion de 1 mLy se almacenaron a -20°C.

Cuando las células AML-12 y 3T3-L1 se encuentran en confluencia del 80-90%, se debe realizar un
subcultivo celular para expandir el cultivo, pero también es importante preservarlo en congelacién. Por
ello una vez que se realizé el subcultivo de ambas lineas celulares, y dependiendo de la cantidad de células

obtenidas, se tomd la decisidn de expandir o congelar las células.

Al llegar a la confluencia requerida de ambas lineas celulares, se tripsinizaron, y se colocaron en un tubo
conico de 1.5 mL, se centrifugaron a 1500 rpm por 5 min, el sobrenadante se desechd, se recuperd el pellet
y se resuspendié en 1 mL de medio correspondiente para cada linea celular. Se centrifugé nuevamente a
1500 rpm por 5 min para quitar el remanente de tripsina. Después de centrifugar, se deseché el medio y
las células se suspendieron en 1 mL de medio correspondiente para cada linea celular. Se realizo el conteo
celular por exclusion de azul tripano. Posteriormente se sembraron las lineas celulares en cajas de 6 cmy
otras fueron congeladas. A las células que no fueron sembradas, se les agregdé 1 mL de medio
correspondiente para cada linea celular, se centrifugd a 1500 rpm por 5 min. El medio de cultivo se desechd
y el pellet se resuspendié en 1 mL de medio de criopreservacion. Las células fueron criopreservadas a

-80°C. Se considerd 1 mL de medio de criopreservacién para 1,000,000 de células.

2.5.4 Descongelamiento celular

Para el descongelamiento de las células se requirid incubar el tubo de criopreservacién a 37°C y pasar las
células a un tubo cénico de 1.5 mL, el cual se centrifugd a 1500 rpm durante 5 min. Para quitar el
remanente de medio de criopreservacion, se le agregd 1 mL de medio de cultivo completo al pellet celular
y nuevamente se centrifugd a 1500 rpm por 5 min. El sobrenadante se deseché y el pellet celular se
resuspendid en 1 mL de medio de cultivo correspondiente a cada linea celular. Posteriormente, se llevd a
cabo el subcultivo y las células se mantuvieron en incubacién a 37°C en una atmdsfera himeda con 5% de

CO..
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2.6 Ensayo de viabilidad

2.6.1 Ensayo de visibilidad celular en un modelo de monocapa de células AML-12 y
3T3-L1 en por reduccién de bromuro de 3-(4,5- dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-

difeniltetrazol (MTT)

Para determinar si las NPs-Q, NPs-QR, NPs-QL, NPs-QRL y RES son citotdxicas a diferentes concentraciones
se llevd a cabo el ensayo colorimétrico de reduccion de bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-
difeniltetrazolde a (E, Z)-5-(4,5-dimetiltiazol2-il)-1,3-difenilformazano (MTT), que consistié en cultivar
10,000 células AML-12 y 3T3-L1 por pozo en un volumen final de 100 pL de medio DMEM-F12.
Transcurridas 24 h el medio se desechd y se agregaron las siguientes concentraciones de NPs-QR 12.5, 25,

50, 75, 100, 125 pg/mL.

Después del lavado celular se les agregd a cada pozo 10 puL de MTT y 90 uL de DMEM. La placa de 96 pozos
se incubd durante 4 h a 37°C en atmdsfera de 5% de CO,. Al cabo de las 4 h a cada pozo se le agregd 100
uL de isopropanol absoluto, con el fin de disolver los cristales de formazan. Se dejé actuar el isopropanol
durante 30 min y enseguida se midié la absorbancia del formazdan en las siguientes longitudes de onda:
570 y 690 nm en el lector de ELISA (Thermo Scientific, Multiskan Go). El control negativo de este ensayo
fueron células con 100 pL de Tritédn X-100 al 2% y control positivo fue células con medio DMEM-F12. Los

ensayos de viabilidad se realizaron por triplicado atendiendo a las especificaciones del fabricante.

2.6.2 Crecimiento de esferoides

En una placa THERMO SCIENTIFIC nuclon sphera hecha en Japdn de 96 pozos se sembraron 5,000 células
3T3-L1 por pozo en un volumen final de 100 puL de medio DMEM. Las células fueron incubadas por 24 h a
37°C en atmdsfera de 5% de CO,. Transcurridas las 24 h, las células se observaron en el microscopio éptico

y se determind que las células se agregaban formando en promedio siete esferoides por pozo.
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2.6.3 Ensayo de visibilidad celular en un modelo esferoidal de células 3T3-L1 por

reduccion de bromuro de 3-(4,5- dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT)

Para determinar si las NPs-QL, NPs-QRL y RES son citotdxicas a diferentes concentraciones en el modelo
esferoidal (3D), se llevd a cabo el ensayo colorimétrico de reduccion de bromuro de 3-(4,5- dimetiltiazol-
2-ilo)-2,5-difeniltetrazolde a (E, Z)-5-(4,5-dimetiltiazol2-il)-1,3-difenilformazano, que consistié en sembrar
5,000 células 3T3-L1 por pozo en un volumen final de 100 pL de medio DMEM. Las células fueron incubadas
por 24 ha 37 °Cen una atmdsfera de 5% de CO,. Transcurridas las 24 h, el medio se desechd y se agregaron
las siguientes concentraciones de NPs-QR 12.5, 25,50,75,100,125 pg/mL por triplicado a cada pozo que
contenian las células. Las células con el tratamiento de NPs-QR se incubaron por 24 h a 37°C en una
atmdsfera de 5% de CO,. El control negativo de este ensayo fueron células con 100 pL de Tritédn X-100 al
2% y el control positivo fue células con medio DMEM. Al terminar el periodo de incubacién las NPs fueron
retiradas de la placa de 96 pozos y cada pozo se lavd por duplicado con 100 L de PBS. Posteriormente se

realizé el mimo procedimiento que en el modelo en monocapa.
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Capitulo 3. Resultados

3.1 Caracterizacion fisicoquimica de las nanoparticulas

3.1.1 Caracterizacién por TEM

De acuerdo con nuestros resultados en TEM, las nanoparticulas de quitosano (NPs-Q) tienen una
morfologia esférica (Figura 10A) y una distribucién de tamafo de 35 + 10 nm (Figura 10B). De igual manera
las NPs-QR tienen una morfologia esférica; sin embargo, exhibieron un diametro hidrodinamico mayor de
63 + 33nm (Figura 10C). Como puede observarse a una menor amplificacidn de la imagen, se obtuvo una

poblacion de NPs de diversos tamafios, lo cual, correlaciona con nuestros datos en TEM (Figura 10D).
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Figura 10. Caracterizacion fisicoquimica de las NPs-Q por TEM A) NPs aisladas y B) distribucién de tamafio; y las NPs-
QR C) aisladas y D) particulas de diversos tamafios.
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3.1.2 Caracterizacién por DLS y potencial zeta

La dispersidn dinamica de luz (DLS) se utilizé para determinar la distribucién de tamafio obtenida mediante
la medicion del diametro hidrodindmico. Las NPs-Q presentan un tamafo uniforme (298 +65 nm) con un
PDI de 0.272. Mientras que las NPs-QR mantuvieron un tamafio promedio similar (295 +332 nm) con un
PDI de 0.831 asociado a la presencia de una notable variacidon de tamafios. Por otro lado, las NPs-QRL
presentaron dos picos de intensidad, en 418 y 769 nm, con un tamano promedio de 944 98 nm y PDI de
0.761 (Figura 11A). Los tamafios de particula son mayores a los obtenidos mediante TEM, debido a la
tendencia de las NPs a aglomerarse cuando se encuentran en solucion. Mediante la medicién del potencial
zeta, se determind la carga superficial de las NPs, valor que esta indica la estabilidad de las nanoparticulas
en suspension. Las NPs-Q y NPs-QR presentaron un potencial zeta de 37 #5 mV y 34 9 mV,
respectivamente. Por otro lado, las NPs-QRL mostraron una estabilidad menor con un potencial zeta de

17 +4 mV (Figura 11B).
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Figura 11. Caracterizacién del radio hidrodinamico y el potencial zeta por DLS. A) Distribucién del didmetro
hidrodinamico de las NPs-Q (linea negra), NPs-QR (linea roja) y NPs-QRL (linea azul). B) Distribucién de la carga
superficial de las NPs-Q, NPs-QR y NPs-QRL.

3.1.3 Caracterizaciéon por DLS y potencial zeta

En la Figura 12 se muestra el espectro de absorcidn UV-Vis del RES. El RES presenta bandas de absorcion

maximas en 300 y 320 nm que corresponden a los grupos cromoforos en su estructura.



32

OH

HO \

OH

e
o

Absorbancia (u.a.)
IQ o
w -~

e
1Y)

o
o

o

400 450 500 550 600 650 700
A (nm)

Figura 12. Espectro de absorcion UV-Vis del RES no encapsulado. A la derecha se muestra su estructura quimica.

3.2 Optimizacion de las caracteristicas de las nanoparticulas

3.2.1 Porcentaje de encapsulacion de resveratrol

En la Figura 13 se muestra la curva de calibracion de RES que se realizd con concentraciones de 10, 13, 25,
50, 100, 150 y 167 ug/mL las cuales se les asocio valores de absorbancia de 0.04, 0.06, 0.10, 0.19, 0.33,

0.44 y 0.47 respectivamente.

Posteriormente, la curva de calibraciéon fue empleada para las mediciones de porcentaje de RES

encapsulado en las NPs.
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Figura 13. Curva de calibracion de RES. Las mediciones se realizaron por triplicado y los puntos indican los valores
promedios con sus desviaciones estandar (se obtuvieron valores pequefios en relacion con la escala). El grafico se
asocié a una linea recta con ecuacidn y = 0.0028x + 0.0286 y coeficiente de correlacion (R?) de 0.9916.
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La ecuacién 1 se utilizé para determinar la eficiencia de encapsulamiento del RES en las NPs. El EE se
muestra en la Tabla 4, cada valor corresponde a la sintesis de NPs con variacién en los volimenes de RES
(200, 400, 600, 800 y 1000 pL). Al emplear el volumen mas pequefio, se obtuvo un EE de 92%, mientras
que, al emplear el mayor volumen, fue de 95%, mostrando una diferencia de tan solo un 3%. Debido a lo

cual se continud trabajando con volimenes de 200 uL para todas las sintesis de NPs.

Tabla 4. Optimizacion del porcentaje de encapsulacién de RES variando las concentraciones iniciales durante la
sintesis de NPs. Las mediciones se realizaron por triplicado.

Volumen de RES Concentracion Concentracién del Concentracion Porcentaje de
) Y (Abs) |X (ug/mL) inicial (ug/mL) sobrenadante del pellet encapsulacion (%)
(ng/mL) (ng/mL)
200 0.16 47 625 47 578 92%
400 0.19 58 1231 58 1173 95%
600 0.25 80 1791 80 1711 96%
800 0.36 120 2319 120 2199 95%
1000 0.4 134 2817 134 2683 95%

El tamafio de las nanoparticulas de quitosano cargadas con diferentes volimenes de RES se muestra en la
Figura 14. El didmetro hidrodindmico fue de 342, 396, 342 y 531 nm asociado a las NPs-QR sintetizadas

con volumenes de 200, 400, 600 y 100 pL de RES, respectivamente.
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Figura 14. Diametro hidrodinamico de las NPs-QR sintetizadas con diferentes volimenes de RES. 200 (linea roja), 400
(linea negra), 600 (linea azul) y 100 pL (linea verde).
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3.2.2 Punto isoeléctrico de las nanoparticulas de quitosano cargadas con

resveratrol

También se determind el punto isoeléctrico de las NPs-QR a diferentes pH. El punto donde la densidad de
carga de las NPs es cero, es un parametro critico para explicar la eficacia del proceso de adsorcién en
relacidn con las interacciones electrostaticas entre el adsorbente y los materiales adsorbidos. Como se
ilustra en la Figura 15, el valor del potencial zeta es 0 a pH 5.2. Las NPs en solucién con valores de pH
inferiores a pH 5.2 adquieren valores de potencial zeta positivos, mientras que en solucidn con valores de

pH por encima de pH 5.2 generan potencial zeta negativos.

Regién positiva

Punto isoeléctrico

Potencial zeta (mV)

-15.7]
-15 4

Regiéon negativa

pH

Figura 15. Estabilidad de las NPs-QR a diferentes pH. Cambio del potencial zeta en relacidn a las variaciones en el pH.
Las mediciones se realizaron por triplicado y los puntos indican los valores promedios con sus desviaciones estandar.

3.2.3 Cuantificacion de quitosano

En el esquema de la Figura 16 se plantea el mecanismo de la derivatizacién de la glucosamina para obtener

el compuesto 3-(benzilamino)-6-(hidroximetil) tetrahidro-2H-piran-2,4,5-triol. Compuesto que absorbe a
248 nm.
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Figura 16. Mecanismo de derivatizacion de la glucosamina (creada por la autora en ChemDraw).

En la Figura 17, se presenta la curva de calibracion para la glucosamina realizada con concentraciones de
28,56, 113, 225, 450 y 900 pg/mL, asociados a valores de area de 10955, 20811, 85673, 137281 y 208660,
respectivamente. La curva se construyé para determinar la cantidad de quitosano presente en las NPs
sintetizadas. La muestra de NPs se indica con un punto color naranja interceptado por dos lineas del mismo
color. Utilizando la curva de calibracién, se determiné que en las NPs existe una concentracion de

quitosano de 200 +15 pg/mL.
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Figura 17. Curva de calibraciéon de la glucosamina por amidacion reductiva. Cuantificacion de glucosamina en las NPs-
QR. Las mediciones se realizaron por triplicado y los puntos indican los valores promedios con su respectiva
desviacion estandar (se obtuvieron valores pequefios en relacién con la escala). La grafica se asocio a una linea recta
con ecuacion y = 234.23x + 12161.25 y coeficiente de correlacion (R?) de 0.96.
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3.3 Evaluacion de la estabilidad de las nanoparticulas de quitosano cargadas

con resveratrol

3.3.1 Liberacion de resveratrol en solucion PBS

En la Figura 18 se muestra la cinética de liberacion del RES contenido en las NPs-QR sintetizadas a pH 4.0

y pH 4.5 en una solucién de PBS a pH 7.4.
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Figura 18. Cinéticas de liberacidon del RES. NPs-QR evaluadas a pH 4.0 (linea azul) y pH 4.5 (linea naranja). Las
mediciones se realizaron por triplicado y los puntos indican los valores promedios con su desviacion estandar (la
dispersion de los datos es minima o igual a cero por lo que no se observan las barras en los promedios).

3.3.2 Liberacion de resveratrol en fluidos simulados

Para determinar la cantidad de RES que se libera en condiciones fisiolégicas. Las NPs-QRL se colocaron en
un fluido gastrico y un fluido intestinal simulado. Midiendo la absorbancia de las muestras, fue posible
conocer la cantidad de RES liberado respecto al tiempo. Las cinéticas de ambos fluidos simulados se
muestran en la Figura 19. Las NPs en PBS y fluido intestinal simulado mostraron un comportamiento
similar, alcanzando una liberacién de RES maxima de 33% y 29%, al cabo de 480 min cada uno
respectivamente. Mientras que la maxima liberacién de RES en fluido géstrico simulado se alcanzé a los

30 minutos y se mantuvo constante durante todo el tiempo del experimento.
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Figura 19. Cinéticas de liberacién de resveratrol en fluidos simulados. NPs-QRL evaluadas frente a PBS (linea azul),
fluido gastrico (linea naranja) e intestinal simulado (linea gris). Las mediciones se realizaron por triplicado. Los puntos
indican los valores promedios con su desviacidn estandar (la dispersion de los datos es minima o igual a cero por lo
gue no se observan las barras en los promedios).
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Figura 20. Evolucidn del didametro hidrodinamico de las NPs-QRL frente al fluido simulado. Variacién del tamafio de
las NPs-QRL en A) fluido gastrico y C) fluido intestinal, respectivamente. Cambio del potencial zeta de las NPs-QRL en
B) fluido gastrico y D) fluido intestinal, respectivamente. Las mediciones se realizaron por triplicado. Los puntos
indican los valores promedios con su desviacion estandar.
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En la Figura 20 se muestra el promedio del diametro hidrodindmico y el cambio en el potencial zeta
respecto al tiempo de las NPs en los fluidos gastrico e intestinal simulados. Las NPs en fluido gastrico
presentaron tamafios promedio de 274 nm y 381 nm al tiempo de 0 y 270 min respectivamente (Figura
20A). Mientras que las NPs en fluido intestinal en el mismo intervalo de tiempo, mostraron una variacion
de tamafios de los 740 a 1136 nm (Figura 20C). Por otro lado, las NPs en fluido gastrico presentaron un
potencial zeta positivo y estable (Figura 20B). Lo que contrasta con NPs en fluido intestinal donde

muestran un potencial zeta negativo con tendencia variable en los primeros 120 min.

3.4 Viabilidad celular

Se determind el efecto de la presencia de NPs-Q, NPs-QL, NPs-QR, NPs-QRL y RES en cultivos celulares. La
posible citotoxicidad de las diferentes preparaciones de NPs se determind evaluando la viabilidad celular.
El ensayo se emplea para correlacionar la respuesta celular como el dafio celular y/o a la alteracién de los
procesos fisiolégicos al exponer las células a diferentes concentraciones de NPs. Hay varios tipos de
ensayos que se pueden utilizar para determinarla viabilidad de las células. Uno de ellos es el ensayo de
viabilidad por MTT, el cual se emplea como indicador de la actividad metabdlica de las células y es

cuantificable a través de colorimetria.
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Figura 21. Evaluacidn de la viabilidad celular de las células de higado (AML-12) expuestas por 24 h a diferentes
concentraciones de RES (linea azul), NPs-Q (linea negra), NPs-QL (linea naranja), NPs-QR (linea roja) y NPs-QRL (linea
morada). Los puntos indican los valores promedios con su desviacién estandar.
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Primeramente, la citotoxicidad de las NPs se evalud en la linea celular de higado AML-12 durante 24 h
(Figura 21). Las lineas de colores indican la viabilidad de las células AML-12 expuestas a NPs-QR y RES con
concentraciones de 12.5, 25, 50, 75, 100 y 125 pug/mL y las NPs-Q a concentraciones de 4, 9, 17, 26 y 34
ug/mL. Mientras que para las NPs-QL y NPs-QRL a concentraciones de 12.5, 25, 50, 75, 100, 125, 150 y 200
ug/mL. Se observo un decaimiento de la viabilidad celular conforme aumenta la concentracién de las NPs

y RES. Siendo notablemente mas toxicas las NPs-Q y NPs-QL.

Las fotografias de la Figura 22 representan los cambios morfolégicos de las células AML-12 expuestas a los
tres tratamientos con las NPs-QR, NPs-Q y RES libre. Las células con DMEM-F12 son el control negativo y
las tratadas con TritonX100 el control positivo de muerte celular. Las células AML-12 expuestas a NPs-QR
presentan un menor tamafio y una forma redondeada desde la concentracion de 75 pg/ml en cambio las
tratadas con NPs-Q mostraron un menor tamafio a partir de los 25 pg/ml en comparacion al control. Por
otro lado, las células AML-12 que fueron tratadas con RES mantienen la forma y tamafo similar al control

hasta los 100 pg/ml.

Células Tritonx100
100 pm, 40x
12.5 pg/ml 25 pg/ml 50 pg/ml 75 pg/ml 100 pg/ml 125 pg/ml
o . 4
o .
RES

Figura 22. Alteracion en la morfologia de las células AML-12 expuestas por 24 h a diferentes concentraciones de RES
NPs-Q y NPs-QR. Las concentraciones usadas se indican en la figura. La barra negra indica la escala de medicidon de
100 pum. Se cultivaron 10,000 células por pozo.

También, la citotoxicidad del RES, NPs-QL y NPs-QRL se evalué en la linea celular de preadipocitos 3T3-L1

durante 24 h con 10, 000 células por pozo (Figura 23). Se comparé el efecto de las NPs-QRL y RES a
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concentraciones de 12.5, 25, 50, 75, 100, 125, 150, 175, 200 y 300 pg/mL y las NPs-QL a concentraciones
de4,9,17,26,34,43,52,60, 69, 86y 104 ug/mL. Se infiere que la viabilidad de las células 3T3-L1 expuestas
a RES decae significativamente a partir de los 100 pg/mL y cuando son tratadas con NPS-QL la muerte de
las células se registré en concentraciones bajas (26 pg/mL), sin embargo, al tratar las mismas células con
NPs-QRL la viabilidad disminuye hasta un 60% desde los 100 pg/mL y se mantiene una meseta entre el 40-
60%. La concentracion-respuesta del RES y las NPS-QRL es similar entre la concentracién de 100 pg/mLy

los 300 pg/mL.
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Figura 23. Evaluacion de la viabilidad celular de preadipocitos (3T3-L1) en cultivo 2D expuestas por 24 h a diferentes
concentraciones de RES (linea azul), NPs-QL (linea negra) y NPs-QRL (linea roja). Las mediciones se realizaron por
triplicado con una densidad de 10, 000 células por pozo, los puntos indican los valores promedios con su desviacidn
estandar.

La citotoxicidad de las NPs-QL, NPs-QRL y RES se evalud en cultivo celular 3D de preadipocitos 3T3-L1
durante 24 h con la misma densidad celular de los experimentos anteriores para cada tratamiento (Figura
24). Se compard el efecto de las NPs-QRL y RES a concentraciones de 12.5, 25, 50, 75, 100 y 125 pg/mLy
las NPs-QL a concentraciones de 4,9, 17, 26, 34 y 43 pg/mL.

En la figura 24, la viabilidad de las células 3T3-L1 cultivadas en esferoide (3D) y expuesta a RES, NPs-QL y
NPs-QRL muestran una tendencia similar en la reduccién de la viabilidad y la cual se mantiene por arriba

del 60% de células viables en todas las distintas concentraciones evaluadas.



41

Por medio de las curvas de viabilidad se determind la mitad de la concentracion inhibitoria maxima (ICso)

para las NPs-Q, NPs-QR, NPs-QL, NPs-QRL y RES libre sobre las lineas celulares AML-12 y 3T3-L1 (Tabla 5).
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Figura 24. Evaluacién de la viabilidad celular de los preadipocitos (3T3-L1) en cultivos 3D expuestas por 24 h a
diferentes concentraciones de RES (linea azul), NPs-QL (linea negra) y NPs-QRL (linea roja). Las mediciones se
realizaron por triplicado y los puntos indican los valores promedios con su desviacion estandar.

Tabla 5. La mitad de la concentracién inhibitoria maxima (ICso) de las NP y RES libre para las lineas celulares AML-12
y 3T3-L1. ?Los datos fueron analizados en una ecuacién de decaimiento de primer orden (V = Vo, e™) en donde la
concentracién inhibitoria 50 es I1Cso = In 0.5/k. °Los datos fueron analizados en una correlacién lineal.

Linea celular NPs ICso (ng/mL) R?
RES 102.2 +7 0.95
NPs-Q 17.7 2 0.95
AML-122 NPs-QR 60.3 +11 0.86
NPs-QL 58 +10 0.86
NPs-QRL 13518 0.89
RES 104.0 £16 0.90
3T:;-1a NPs-QL 118 +12 0.92
NPs-QRL 112 +13 0.92
RES 25123 0.39
3T:;-1b NPs-QL 26 £11 0.60
NPs-QRL 71 16 0.60




42

Capitulo 4. Discusion

La dispersidon dinamica de luz o DLS por sus siglas en inglés (Dynamic Light Scattering) es una técnica
empleada para determinar la distribucidon de tamano de las particulas (polimeros, proteinas, coloides y
nanoparticulas) en soluciéon o suspensién. Ademas de estudiar la estabilidad de las formulaciones y
detectar la presencia de agregacién o aglomeraciones (Raval et al., 2019). Las NPs-Q, NPs-QR y NPs-QRL
presentaron didmetros hidrodindmicos promedio de 298 +65 nm, 295 +33 nm y 944 98 nm
respectivamente. El tamafio obtenido se atribuye al método de sintesis, gelificacidn iénica donde se
producen gotas pequenfias a partir de la mezcla del material de recubrimiento y el compuesto que se desea
encapsular (Ortiz-Romero et al., 2021). También se sabe que el tamafio de las NPs depende en gran medida
de la concentracién inicial de quitosano, el grado de acetilacidon y polimerizaciéon (Khanmohammadi et al.,
2015). Dado que cambia la viscosidad de la solucion de quitosano, ademds de que al aumentar el grado de
desacetilacién se asume que existe un mayor grado de entrecruzamiento, pues los grupos amino dan como
resultado una estructura mds compacta. De tal manera que se obtienen NPs pequefias cuando el peso
molecular del quitosano es menor. Los agentes reticulantes como es el tripolifosfato (TPP) y glutaraldehido
también intervienen en el tamafio de las NPs. El TPP forma una interaccion idnica con el quitosano e
interactUa electrostaticamente con el grupo NHs" que se forma al disolver el quitosano en condiciones
acidas por el acido acético, por lo que tiene una alta densidad de carga cruzada con el quitosano (Zhang et
al., 2004). En cambio, el glutaraldehido forma una base de Schiff con el quitosano pues como agente
reticulante tiene dos grupos carbonilo C=0 que se uniran al grupo NH; del quitosano y la reacciéon formada
es un enlace imina (C=N). Por estas condiciones, es que se obtienen NPs de promedio inferior 1000 nm
ademads de que se obtienen NPs pequefias. Al usar glutaraldehido se obtienen NPs estables pues el

quitosano es inestable en condiciones acidas como basicas (Alidha Rahmani et al., 2022).

El potencial zeta es un parametro empleado para determinar la carga superficial de las NPs en solucién
coloidal. El valor del potencial zeta se utiliza para comprender la estabilidad de las particulas a corto y largo
plazo. En general, se acepta que el potencial zeta de las NPs en solucién con valores de mayores a +25 mV
0 -25 mV suelen tener un alto grado de estabilidad. Mientas que valores de potencial zeta inferiores
conducirdn a una estabilidad fisica deficiente promoviendo la agregacidn, la coagulacion o la floculacién

debido a la atraccion entre fuerzas de van der Waals (Shnoudeh et al., 2019).
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Cuando el pH de la suspensién aumentd por la adicién de NaOH, el potencial zeta de la nanoparticula
disminuyd abruptamente de +14.0 a -15.7 mV. Mientras que el punto isoeléctrico se encontré alrededor
del pH 5.2 en donde la carga neta de las NPs es cero y por tanto se encuentra la menor estabilidad. Este
comportamiento de las NPs fue previamente registrado por Nallamuthu (Nallamuthu et al., 2015). El
cambio en el potencial zeta puede deberse a la adicién del medio alcalino y, por tanto, las particulas
tienden a adquirir cargas negativas por efecto de los grupos OH". En general, la carga de las particulas es
un factor determinante de la estabilidad y un potencial zeta de >+30 mV y <-30 mV es ideal para la
estabilidad fisica de suspension (Gumustas et al., 2017). El potencial zeta es muy sensible a los cambios
gue ocurren con la dilucién, como las variaciones en el pH y la fuerza idnica. Por tanto, la medicién en una
solucion diluida no puede reflejar el verdadero valor del potencial Zeta (Barhoum et al., 2018). Este
fenémeno sucedid al modificar el pH de las NPs, la carga superficial cambié cuando las NPs se encontraban
en un medio rico en H*, estas adquirian cargas positivas. Similar a lo que ocurre cuando se encuentran en
un ambiente rico en OH;, la carga superficial de las NPs adquiere carga negativa. Es decir, que los grupos

superficiales se ionizan dependiendo del pH que tenga la soluciéon (Ramirez-Garcia et al., 2018).

Las NPs-Q, NPs-QR y NPs-QRL presentaron valores de potencial zeta de 37 15, 34 19 y 17 ¥4 mV
respectivamente. Todas las NPs poseen carga superficial positiva debido a las condiciones 4cidas de la
solucidn ya que la estructura del quitosano estd conformada por unidades repetidas de D-glucosamina y
N-acetil-D-glucosamina, que estan unidas por enlaces glucosidicos. Las unidades de D-glucosamina poseen
grupos amino primarios que, por debajo de un pKa 6.5 se presenta una protonacion de estos grupos, ya
que el quitosano para aumentar su solubilidad se encuentra en condiciones acidas por efecto del acido
acético. Ademas, la sintesis se llevé a cabo a pH de 4.5 en un ambiente rico de H*, esto se ve reflejado en
una mayor carga superficial de las NPs (Aibani et al., 2021; Caprifico et al., 2022). Ademas, los valores de

potencial zeta estan lejanos a cero, lo que indica que las NPs son estables bajo estas condiciones.

Previamente, se ha reportado que NPs-Q con tamafio de particulas de 245 nm se debe a que las NPs
alcanzan una conformacion hinchada por las fuerzas repulsivas electrostdticas entre los grupos amino
protonados y el exceso de TPP. El tamafio puede variar en consecuencia a que la protonacién sea mas
fuerte o mas baja de los grupos amino en la cadena de quitosano (Antoniou et al., 2015). El tamafio
dependerd de los pardmetros mencionados en caracterizacion por DLS. Sin embargo, las NPs tienen una
forma casi esférica y una superficie lisa (Mohammadpour Dounighi et al., 2012). Esto se debe también al
método de sintesis que es la gelificacién idnica, técnica que se basa en la capacidad de los polielectrolitos
para atravesar el enlace en presencia de contraiones para formar NPs. El quitosano que estd en una

solucidn 4acida acuosa se le afiade gota a gota con agitacién continua una solucién de TPP, formando un
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complejo entre cargas opuestas, el quitosano sufre una gelificacidon iénica y precipita para formar

particulas esféricas (Giri, 2016).

Es por ello que, las NPs sintetizadas presentan una morfologia esférica. Las NPs-Q y NPs-QR presentan un
tamafio promedio de 35 10 nm y de 63 +33nm, respectivamente. Las NPs-QR tiene un tamafio mayor
debido a que contienen RES, el cual queda atrapado en la red de quitosano. Los tamafios obtenidos por
TEM contrastan con los obtenidos por DLS. Esto se atribuye a que, en las mediciones por DLS, las NPs se
encuentran en solucién lo que fomenta una mayor interaccién entre las particulas, en la que intervienen

interacciones electroestaticas.

El espectro UV-Vis del trans-resveratrol muestra un maximo a 304 nm y 321 nm (Camont et al., 2009;
Deore & Bakliwal, 2019; Silva et al., 2013). Comparando los espectros previamente reportados con el
obtenido, tenemos dos picos, uno en 300 nm y otro en 320 nm, estos valores de longitud maxima
corresponden con los reportados. Ademds de que mediante las reglas de Woodward y Fieser se estimd la
longitud mdaxima tedrica para corroborar el espectro obtenido de manera experimental en esta
investigacion. Los valores aproximados obtenidos son semejantes a los registrados experimentalmente

(Tabla 6).

Tabla 6. Calculos tedricos de las longitudes de onda de absorcidn del espectro de UV-Vis del RES.

A (300 nm) A (320 nm)
Base butadieno trans 214 214
Dos dobles enlaces adicionales a la base butadieno trans 60 60
Dos sustituyentes OH 12 12
Un sustituyente adicional al enlace trans NA 5
Un sustituyente OH NA 6
Total 286 297

Al variar el porcentaje de encapsulamiento de RES se obtuvieron valores muy similares respecto al
porcentaje de encapsulacién inicial. De manera similar, con el tamafo promedio de las NPs (342 nm), se
observan cinco graficas correspondientes cada una al porcentaje de encapsulamiento resultado de los
distintos voliumenes de resveratrol. En las cinco graficas obtenidas del encapsulamiento de resveratrol,
hay tres picos con la misma distribucién de tamafio. El primero es inferior a 100 nm, el segundo

aproximadamente en 250 nm vy el tercero cercano a los 10,000 nm. La diferencia entre las cinco graficas
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es que todas tienen intensidades diferentes. Es decir, existen una mayor cantidad de NPs en algunas
regiones del espectro, pero todas tienen el mismo comportamiento. Estos resultados garantizan que
cuando se aumenta el volumen del resveratrol no existen grandes cambios en el porcentaje de
encapsulamiento e incluso no afecta el tamafio promedio del didametro hidrodinamico de las NPs. Por
tanto, se puede concluir que las NP-Q logran encapsular por arriba del 90% de RES, sin importar si existe

un exceso de éste.

El quitosano es un polisacdrido aminado abundante en la naturaleza que consta de unidades lineales de
glucosamina unida B-1,4 (GlcN) y N-acetilglucosamina (GIcNAc) (Figura 25). El quitosano exhibe distintas
caracteristicas estructurales al tiempo que varia el grado de desacetilacion y el peso molecular (Li et al.,

2013; Lizardi-Mendoza et al., 2016).
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Figura 25. Estructura quimica del quitosano. Interpretacion esquematica del estado policatiénico del quitosano
(acetilacion = 1/7) en soluciones acuosas acidas. Modificado de Lizardi-Mendoza et al., 2016.

El proceso de desacetilacion del quitosano implica la eliminacidon de los grupos acetilo de la cadena
molecular del polimero, dejando un grupo amino expuesto (—NH,) (Qinna et al., 2015). La desacetilacion
del quitosano normalmente varia del 50 al 95%, pero se puede obtener una desacetilacidn superior
mediante pasos adicionales. El grado de desacetilacidn tiene una influencia crucial en las propiedades y
funcionalidades del quitosano, como la cristalinidad, la rugosidad de la superficie, la hidrofobicidad, la
viscosidad, la formacién de peliculas, la capacidad de intercambio idnico, la solubilidad, como agente
antibacteriano, reductor de lipidos, la degradacidon y la resistencia del material de las estructuras de
quitosano (Li et al., 2013; Lv, 2016; Miao et al., 2020; Sukul et al., 2021). También, puede influir en la

de células y unién con biomoléculas (Foster et al., 2015; Kiang et al., 2004).

El peso molecular es otro factor importante que determina las propiedades y funciones del quitosano
(Ardean et al., 2021). La despolimerizacién es un proceso que convierte los polimeros (macromoléculas)
en sus mondmeros componentes (moléculas mas pequeiias) (Flores, 2014). Se informd que un aumento
en el peso molecular resulté en una mayor resistencia a la traccion de las membranas de quitosano, pero

disminuyd la biodegradacion del biopolimero (Rong Huei, 1996).
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El conocer el grado de desacetilacidn y el peso molecular del quitosano es importante para cuantificar la
cantidad de quitosano presente en las NPs y determinar los grupos amino libres que interactian con los
agentes reticulantes (TPP y glutaraldehido). Para cuantificar la cantidad de quitosano se realizd una

hidrélisis total del quitosano en glucosamina mondmero resultante de la desacetilacion vy

despolimerizacién de este polimero.

La hidrolisis acida consistié en una adicidon nucleofilica de parte del oxigeno que une a los dos

monosacaridos a un hidrogenidn logrando una protonacién como se observa en la figura 26. obteniendo

la glucosamina y la N-acetilglucosamina.

/ N\
; \
. [/ we \ ro H
-~ f ‘-‘ ™
| | N
OoH ; o OH
c 2, .
) ) . — . Y, \
/ v\ / \J HCI /. A/ ™
(or S—afon ) s D,
N, / S \ /
\ / [\ HPO, * P \ /
OH OH o OH
FIH; Hi - NH N~
Quitosano 5 -1
Ho HO,
H H HO
HOL N . w
I lf Ok Q’ Q aH
—0 ) .
RN \ AR | / N\
/ \ T TR pe———— . U R Y (oA ¥
(5 —a \ / N 7 5, Vi
\ / N \ / CL‘ / /a\ U‘ /
aH j
CH + +
N HH; HMN
1 H I‘\“H// 2 \.\”,‘
=] °

Glucosamina ¢

M-acetil-glucosamina

Figura 26. Mecanismo propuesto de despolimerizacién del quitosano (Creado por la autora en ChemDraw)

Una vez que se obtuvo el mondmero de interés, se llevo a cabo una derivatizacién mediante una aminacion
reductiva, previd a esto se realizé una modificacidn estructural a glucosamina comercial para garantizar

mediante HPLC que la hidrolisis acida resultd y confirmar asi la presencia de glucosamina a partir de

quitosano, polimero con el que se realizé la sintesis de NPs.
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La aminacion reductiva consistio en la formacion de la imina reduciendo el doble enlace con
cianoborohidruro de sodio (Figura 27) para formar el compuesto 3-(benzilamino)-6-

(hidroximetil)tetrahidro-2H-piran-2,4,5-triol que absorbe a 248 nm.
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Figura 27. Mecanismo propuesto de desacetilacion de N-acetilglucosamina (Creado por la autora en ChemDraw).

Para determinar la EE de las NPs-QR y NPs-QRL, se utilizd la curva de calibracidon antes descrita, y la
ecuacion 1 (Buosi et al., 2020). EI RES de las NPs-QR sintetizadas se liberé de manera proporcional respecto
al tiempo, y después de las 12 h de monitoreo la cantidad de RES se estabilizd. La liberacién de RES en las
NPs sintetizadas a pH 4.5 obtuvieron el mismo comportamiento, sin embargo, la cantidad de RES liberada

fue menor.

Por otro lado, las NPs-QRL, en medio gdstrico simulado, mostraron la mayor liberaciéon de RES a los 30 min.
Posteriormente se mantuvo estable. Este efecto se les atribuye a las cadenas de quitosano reticulado con
TPP que en presencia de acido se abren liberando el RES ya que el polianion interacciona con las cargas

positivas del medio. Ademads, a un pH &acido, la atraccidn electrostatica entre los grupos de amina
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protonada y las moléculas de H,O es mas significativa ayudando a disolver los polimeros de quitosano.
Dando como resultado la erosion de la matriz de las NPs y la rdpida liberacion del farmaco. Las NPs se
hincharon significativamente e incluso se disociaron rapidamente, lo que resulté en la liberacién rapida
del RES. La liberacién del RES fue mas rapida a un pH mas bajo que a un pH neutro o mas alto (Herdiana
et al., 2022). Hecho que se comprueba con la liberaciéon de RES en medio neutro, ya que la liberacién fue
lenta y gradual manteniéndose constante hasta el final del experimento. El RES se libera por difusidn de la

red de quitosano de las NPs formada por los agentes reticulantes.

Estos experimentos permitieron cuantificar la cantidad de RES en las NPs en un ambiente fisioldgico, no
obstante, la solucién de PBS a pH 7.4 no emula las condiciones fisioldgicas lo cual impide conocer el
comportamiento de las NPs una vez que entran al organismo. Por tanto, se evalué el cambio en el tamafio
y el potencial zeta de las NPs en fluidos gastrointestinales simulados. El monitoreo del tamafio del
diametro hidrodinamico de las NPs en condiciones gastrointestinales se determiné mediante DLS. Esto
para determinar si habia cambios significativos en el tamafio de las NPs una vez que estdn en contacto con
otros compuestos como: electrolitos, proteinas y enzimas. Cuando las NPs interactian con proteinas en
entornos bioldgicos, estan rodeadas por una capa de biomoléculas, principalmente proteinas que se
adsorben en la superficie. Esta capa rica en proteinas que se forma alrededor de las NPs se denomina
corona proteica. Las interacciones consiguientes entre las NPs y las proteinas se rigen por las

caracteristicas de la corona (Kopac, 2021).

Las NPs en el fluido gastrico simulado no incrementaron significativamente en tamafo ya que transcurrida
media hora solo hubo un aumento de 72 nm. Una vez que trascurria el tiempo, las NPs se mantuvieron
constantes en su tamafio. Lo contrario sucedid con la NPs expuestas en el ambiente intestinal simulado,
el tamafno incrementd de manera gradual respecto al tiempo manteniéndose constante a las 4 h de
interaccionar con la mezcla. Esto posiblemente se deba a las interacciones electrodindmicas,
electrostaticas e interacciones de puente de polimero (Nel et al., 2009) entre el quitosano y las proteinas
involucradas en la mezcla de fluido gastrico intestinal simulado, aumentando el tamafio. Existen reportes
gue muestran que un nanomaterial hidrofébico tiene mayoritariamente una mayor cantidad de proteinas
adsorbidas que el hidrofilico. Por tanto, la corona de proteinas alrededor de las NPs hidrofébicas puede
causar aglomeraciéon y una mayor opsonizacion (Nguyen & Lee, 2017). También juegan un papel
importante las interacciones electrostaticas, es decir, las fuerzas de van der Waals, debido al alto
contenido de agua en las soluciones de los sistemas simulados. La mezcla de los fluidos gastrointestinales
simulados contiene una gran cantidad de electrélitos, ademds de que el pH también interviene en el

porcentaje total de cargas con las NPs. Estos ensayos demostraron que las NPs al entrar al organismo
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forman coronas proteicas y el tamafo dependera de la naturaleza del medio en la que se encuentran. En
el caso del fluido gastrico, el tamafio fue menor, probablemente a consecuencia de que las proteinas
utilizadas (lecitina y pepsina) son de menor tamafio en comparacién con las utilizadas para el fluido

intestinal (Capjak et al., 2017).

En el fluido gastrico el potencial zeta aumentd 7 mV manteniéndose constante durante las 4 h, tiempo
que durd el experimento. Se obtuvieron valores positivos en la fase gastrica esto se debe a que la solucién
tenia un pH de 3, por lo que existe un ambiente rico en H* como consecuencia de que los grupos NH; del
quitosano desacetilado se protonaron. En cambio, el sistema intestinal tenia un pH de 7.4, y que a pesar
de que es neutro habia una cantidad de grupos OH debido a los constituyentes de la mezcla dando como
resultado valores negativos en la carga superficial. En resumen, con base en los resultados se concluyd
gue las cargas positivas y negativas reflejan la adsorcién de proteinas cargadas ya sea positivas o negativas,
es decir, que también influyd en ambos sistemas la formacidn de la corona proteica. Cabe destacar que,
aunque la carga fue positiva en el fluido gastrico y negativa en el fluido intestinal las NPs se mantuvieron

estables en ambos sistemas.

Las graficas de la Figura 21 reflejan la actividad metabdlica celular como un indicador de la viabilidad
celular y toxicidad del tratamiento (Ghasemi et al., 2021). Se compard la viabilidad celular de las NPs-Q,
NPs-QR, NPs-QL, NPs-QRL y RES utilizando seis concentraciones que van de 12.5, 25, 50, 75, 100 y 125
pg/mL para todos los tratamientos en la linea celular de hepatocitos AML-12. Las cinco gréficas (Figura 21)
muestran un comportamiento similar de dosis respuesta. Sin embargo, las NPs-Q y NPs-QR mostraron ser
mas tdxicas en comparacion con las NPs tratadas con lisina. Obteniendo la siguiente relacidon de acuerdo
a la ICsp NPs-Q<NPs-QRL y NPs-QL<NPs-QRL. La toxicidad de las NPs se le atribuye al remanente de
glutaraldehido, por lo que como ultimo paso de las sintesis de las NPs-Q y NPs-QR se trataron con lisina,
disminuyendo la citotoxidad de las NPs. La Tabla 5 muestra la comparacidn del analisis estadistico de las
ICsoantes y después de ser tratadas con lisina. Las NPs expuestas a las células de higado AML-12 alteraron
su morfologia. Las células AML-12 tienen un fenotipo poligonal plano con nucleos redondos y citoplasma
granular (Schroder et al.,, 2022), como es posible observar en la Figura 22. Ademads, a partir de la
concentracion de 50 mg/mL de NPs, las células ya no presentan vesiculas de grasa, indicando que las NPs

inhiben la acumulacién de grasa en células.

La Figura 23 presenta las NPs-QL, NPs-QRLy el RES libre a diferentes concentraciones expuestas en la linea

celular de preadipocitos 3T3-L1. Se observé un decaimiento en la viabilidad conforme aumenta la
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concentracién de NPs. Es decir, a mayor concentracién mayor citotoxicidad. Los tres tratamientos

presentan el mismo comportamiento con ICso muy similares (Tabla 5).

Los esferoides son agregados de células tridimensionales (3D) que reflejan mucho mejor la condicidn in
vivo de los tejidos celulares (Waters & House, 2021). Por lo que, al comparar las ICso de los ensayos de
viabilidad en células 3T3-L1 en cultivos 2D contra 3D, se obtuvieron valores cuatro veces mayor en cultivos
2D, por lo tanto, siendo menores en 3D, esto puede estar asociado a que los cultivos 3D representan una
forma facil y efectiva de reproducir una masa sélida e imitar las interacciones clave de los tejidos,
obteniendo resultados mas realistas y confiables (Bresciani et al., 2019). Aunado a lo anterior, un sistema
esferoidal proporciona un entorno fisicoquimico in vivo al facilitar la interaccion célula-célula y célula-
matriz (Ryu et al., 2019).Entonces, la formulacién de esferoides debe continuar estudiandose, ya que se

obtienen resultados mas reales y extrapolables a sistemas in vivo(Biatkowska et al., 2020).
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Capitulo 5. Conclusiones

Se logré sintetizar NPs-QR de un didmetro hidrodinamico de 295 £332 nm con un potencial zeta de 37.5

+5.05 mV mediante un sistema controlado de goteo obteniendo NPs estables y de morfologia esférica.

Se optimizé el porcentaje de encapsulacidn de resveratrol en las NPs-QR sin variaciones significativas en

el tamafo del radio hidrodinamico.

Se implementd un método analitico novedoso por HPLC acoplado a UV-Vis para determinar la cantidad de

quitosano en las NPs-QR por hidrdlisis dcida y aminacién reductiva a partir de glucosamina.

La liberacién de RES en condiciones fisioldgicas fue gradual y proporcional respecto al tiempo, de acuerdo
con los resultados del radio hidrodinamico y del potencial zeta de las NPs-QR en fluidos simulados

gastrointestinales se mantienen estables y no hay diferencias en el tamafio.

De acuerdo a los ensayos de viabilidad celular por MTT en AML-12 y 3T3-L1 y a las ICso de NPs-Q, NPs-QR
y RES se concluye que la citotoxicidad incrementa conforme aumenta la concentracién en ambos modelos
celulares. Los valores ICso fueron significativamente mas altos en el modelo en monocapa que en

esferoidal.

Con base en los resultados obtenidos en este trabajo, la hipdtesis planteada se acepta, debido a que las

NPs-QR disminuyen la viabilidad celular al aumentar la concentracion.
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