UNIVERSIDAD NACIONAL DE CORDOBA
FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS

Tesis Doctoral

Evaluacion de la Actividad de Compuestos
Bioactivos Microencapsulados en
Quitosano en Modelos de Inflamacion
Intestinal

Noelia L. Vanden Braber




UNIVERSIDAD NACIONAL DE CORDOBA
FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS

Tesis Doctoral

Evaluacién de la Actividad de Compuestos
Bioactivos Microencapsulados en Quitosano en

Modelos de Inflamacion Intestinal

Noelia L. Vanden Braber



El presente trabajo de tesis corresponde a la carrera de Doctorado Cooperativo de la
Facultad de Ciencias Quimicas-Universidad Nacional de Cérdoba, fue realizado en el I. A. P.
de Ciencias Basicas y Aplicadas-Universidad Nacional de Villa Maria y en el Centro de
Investigaciones en Bioquimica Clinica e Inmunologia (CIBICI)-Departamento de Bioquimica

Clinica-Facultad de Ciencias Quimicas-Universidad Nacional de Cérdoba.

Directores de tesis: Dra. Mariana A. Montenegro

Dra. Silvia G. Correa

Comision Asesora:

Dra. Carina Porporatto
Dra. M. Gabriela Paraje

Dr. Walter A. Massad

II

—
| —



“Un poco de ciencia aleja de Dios; mucha ciencia nos aproxima a EL”
Louis Pasteur - Quimico (1822-1895)

“Tuyo es el dia, tuya también es la noche; Tu estableciste la luna y el sol.

Tt fijaste todos los términos de la tierra; el verano y el invierno Tt los formaste.”
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RESUMEN

Las enfermedades inflamatorias intestinales son de curso crénico y representan un factor de
riesgo para el desarrollo de carcinoma colon-rectal. Los mecanismos por los que se inicia y
perpetia el dafio inflamatorio en intestino se estudian empleando modelos experimentales como
el de colitis inducida por la administracién de dextran sulfato de sodio (DSS). Numerosa
evidencia clinica y experimental demuestra que la inflamacién crénica se asocia con una
exacerbada produccidon de especies reactivas de oxigeno (EROS), tales como radical anién
superéxido (O,"), radical hidroxilo (HO), oxigeno molecular singulete (O, (lAg)) y peroxido de
hidrégeno (H,0O,), que inducen un grado de estrés oxidativo critico en la patofisiologia de la
inflamacién intestinal. Una forma de reducir los efectos del estrés oxidativo es mediante el
consumo o administracion de compuestos bioactivos tales como flavonoides, que poseen
capacidad antioxidante y efectos benéficos directos sobre la salud por su actividad
anticancerigena, antitumoral y anti-inflamatoria. Desafortunadamente, estos compuestos son
inestables y poco solubles en medios bioldgicos; una forma de estabilizarlos y vehiculizarlos es
mediante la microencapsulaciéon. Uno de los biopolimeros mds empleados en la
microencapsulacion de compuestos bioactivos es el quitosano (Ch), un polisacarido
mucoadhesivo, parcialmente desacetilado, derivado de la quitina, con numerosas aplicaciones en
medicina y alimentacién debido a que carece de toxicidad y alergenicidad, es biocompatible y
biodegradable. Sin embargo, su empleo en medios biolégicos se ve limitado por la reducida
solubilidad a pH fisioldgico, por lo que la funcionalizacién de la molécula con sustituyentes
hidrofilicos se convierte en una alternativa viable para resolver tal inconveniente.

En este contexto, se plante6 como objetivo del presente trabajo, el estudio de la actividad de
flavonoides microencapsulados en matrices de Ch en un modelo de colitis inducida por DSS.
Para tal fin 1a metodologia propuesta se estructurd en tres etapas:

1) Funcionalizacién de Ch con glucosamina mediante reaccion de Maillard. Caracterizacion de
Ch funcionalizado (ChF) mediante la determinacion de grado de desacetilacién, peso molecular,
solubilidad a pH 7,4 y evaluacién mediante espectroscopia UV-Vis y en el infrarrojo. Finalmente,
se determind la actividad antioxidante in vitro de Ch y ChF, mediante la evaluacion de las
eficiencias de desactivacién de las EROS: O,”, HO', y O, (lAg).

2) Microencapsulacion de flavonoides en matrices de Ch nativo y ChF. Se obtuvieron
microcdpsulas (MC) de quercetina y genisteina, mediante la técnica de secado por aspersion
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(Spray-Drying). Las mismas fueron caracterizadas mediante la determinacién de eficiencias y
rendimientos de microencapsulacién, morfologia por microscopia electrénica de barrido,
evaluacién de liberacion controlada de flavonoide bajo condiciones gastrointestinales simuladas,
y capacidad antioxidante in vitro (comparativa entre de MC con y sin flavonoide y flavonoide en
estado puro) mediante la desactivacion de las EROS antes mencionadas.

3) Aplicacién de MC de quercetina y genisteina en ChF en un modelo murino de colitis generada
con DSS. A los animales bajo tratamiento se los evalu6 clinicamente durante 10 dias, posterior a
su sacrificio se llevé a cabo el andlisis histoldgico de colon, la evaluacién de la actividad anti-
inflamatoria a través del ensayo de citoquinas y quimioquinas, la determinacién de la actividad de
mieloperoxidasa y N-acetilglucosaminidasa como indicadores de la infiltracion de neutréfilos y
macrofagos, respectivamente. Finalmente, se llevd a cabo la evaluacion del estrés oxidativo
mediante la determinacion de la actividad de superdxido dismutasa y catalasa y la presencia de
malondialdehido como producto de peroxidacion lipidica de membrana.

Se logr6é producir un derivado de Ch con solubilidad a pH fisiolégico mejorada y capacidad
antioxidante conservada, apto para la microencapsulacion por Spray-Drying de flavonoides y su
aplicacion especifica en un modelo murino de colitis. Se obtuvieron particulas gastro-resistentes
con propiedades de liberacion controlada que mejoraron la biodisponibilidad de los flavonoides
en intestino, especificamente en colon, y actuaron aminorando los sintomas clinicos inducidos
por el consumo de DSS, atenuando la inflamacién y cooperando en el restablecimiento del

balance de las especies oxidantes.
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SUMMARY

Inflammatory bowel disease (IBD) is a chronic disease and represents a risk factor for the
development of colorectal carcinoma. The mechanisms by which inflammatory intestinal damage
begins and perpetuates are studied using experimental models such as induced colitis by
administration of dextran sulfate sodium (DSS). Considerable clinical and experimental evidence
shows that chronic inflammation is associated with an exacerbated production of reactive oxygen
species (ROS) including: superoxide anion radical (O,"), hydroxyl radical (HO"), singlet
molecular oxygen (O, (1Ag)) and hydrogen peroxide (H,O,), that induce a severe level of
oxidative stress in the pathophysiology of intestinal inflammation. One way to reduce the effects
of oxidative stress is by the consumption or administration of bioactive compounds such as
flavonoids that have antioxidant capacity and direct beneficial effects on health due to its anti-
carcinogenic, anti-tumor and anti-inflammatory activity. Unfortunately, these compounds are
unstable and sparingly soluble in biological media and a way of stabilize and transport them is
through microencapsulation. One of the most commonly employed biopolymers in
microencapsulation of bioactive compounds is chitosan (Ch), a mucoadhesive polysaccharide,
partially deacetylated, derived from chitin with numerous applications in medicine and food due
to it has no toxicity and allergenicity and it is also biocompatible and biodegradable. However, its
use in biological media is limited because of the poor solubility at physiological pH, so the
functionalization of the molecule with hydrophilic substituents becomes a viable alternative to
solve such inconvenient.

In this context, the main objective of the present work was the study of the activity of
microencapsulated flavonoids in Ch matrixes in a model of DSS-induced colitis.

To do so, the proposed methodology was structured in three stages:

1) Functionalization of Ch with glucosamine by Maillard reaction, characterization of
functionalized Ch (FCh) through determination of deacetylation degree, molecular weight,
solubility at pH 7.4 and evaluation by means of UV-Vis spectroscopy and in the IR. Finally, the
antioxidant activity in vitro of FCh and Ch was determined by the evaluation of efficiencies of
deactivation of ROS: O,", HO’, and O, (]Ag).

2) Microencapsulation of flavonoids in matrices of native and functionalized Ch. Microcapsules
of quercetin and genistein were obtained through Spray-Drying technique. These microcapsules

were characterized by determination of efficiencies and yields of microencapsulation,
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morphology by Scanning Electron Microscopy, evaluation of controlled release of flavonoid
under simulated gastrointestinal conditions and antioxidant capacity in vitro (comparison of
microencapsulated flavonoid, empty microcapsule and pure flavonoid) by deactivation of ROS
mentioned above.

3) Application of microcapsule of quercetin and genistein in FCh in a murine model of DSS-
induced colitis for 10 days. Mice were clinically evaluated on a daily basis during treatment and,
after their sacrifice, a series of studies were carried out: histological analysis of colon, evaluation
of anti-inflammatory activity through the assay of chemokines and cytokines, determination of
the activity of myeloperoxidase and N-acetylaglucosaminidase as indicators of infiltration of
neutrophils and macrophages, respectively, and finally, evaluation of oxidative stress by activity
determination of superoxide dismutase and catalase and malondialdehyde presence as product of
lipid peroxidation of the membrane.

It was possible to produce a Ch derivative with better solubility at physiological pH and
preserved antioxidant capacity, suitable for microencapsulation of flavonoids through Spray-
Drying and for its specific application in a murine model of colitis. As a result, the obtained
gastro-resistant particles with controlled release properties, improved bioavailability of
flavonoids in the intestine, specifically in the colon, and acted lessening clinical symptoms
induced by DSS consumption, mitigating inflammation and cooperating on the restoration of the

balance of oxidant species.
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IFN-y
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Constante de velocidad para la desactivacion fisica de oxigeno molecular
singulete

Constante de velocidad para la desactivaciéon reactiva de oxigeno
molecular singulete

Constante de velocidad para la desactivacion total de oxigeno molecular
singulete

Dosis letal 50
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Microcapsula de quitosano nativo de peso molecular medio como material
de pared

Microcapsula de quitosano funcionalizado de peso molecular medio como
material de pared
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Peso molecular
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Cromatografia liquida de exclusién
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Superdxido dismutasa
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TNF-a Factor de necrosis tumoral o
TLR Receptor tipo foll

TPP Tripolifosfato de sodio

XIvV

—
| —



CONTENIDO

INTRODUCCION Y OBJETIVOS 1
Referencias 5
PARTE I — Fundamentacién Teérica 6
Capitulo 1 — Estrés Oxidativo 7
1.1. Radicales libres y especies reactivas de oxigeno (EROS) en sistemas bioldgicos 8
1.2. Red antioxidante 9
1.3. Estrés oxidativo 10
1.3.1. Oxigeno molecular singulete (O, ( ]Ag ) 12
1.3.2. Estrés oxidativo e influencia de la dieta 13
1.4. Referencias 14
Capitulo 2 — Antioxidantes Naturales: Flavonoides 16
2.1. Estructura quimica y funcionalidad de flavonoides 17
2.1.1. Flavonas y flavonoles 18
2.1.2. Propiedades fisicas y espectroscopia UV-Vis 19
2.2. Principales propiedades de flavonoides 20
2.2.1. Capacidad antioxidante 20
2.2.2. Capacidad anticancerigena, anti-inflamatoria y desintoxicante 21
2.3. Biodisponibilidad de flavonoides 23
2.4. Referencias 25
Capitulo 3 — Estabilizacion y Vehiculizacion de Compuestos Bioactivos 28
3.1. La microencapsulacion como herramienta de vehiculizacion 29
3.1.1. Materiales de pared 30
3.2. Técnicas de microencapsulacién 32
3.2.1. Eficiencia de microencapsulacion 33
3.3. Mecanismos de liberacién del componente activo 34
3.4. Referencias 36
Capitulo 4 — Quitosano 38
4.1. Obtencién y estructura quimica de quitosano (Ch) 39
4.2. Principales propiedades y aplicaciones de quitosano (Ch) 42
4.2.1. Biocompatibilidad 42
4.2.2. Capacidad antioxidante 42

XV

—
| —



4.2.3. Actividad anti-inflamatoria e inmunoestimulante 43

4.2.4. Actividad antimicrobiana 44
4.2.5. Otras actividades biologicas 44
4.2.6. Aplicaciones de quitosano (Ch) en formulaciones alimentarias 44
4.3. Referencias 46
Capitulo 5 — Enfermedad Inflamatoria Intestinal 50
5.1. Anatomia y fisiologia de intestino 51
5.2. Enfermedad inflamatoria intestinal (EII) 54
5.2.1. Factores de riesgo interno 56
5.2.2. Estrés oxidativo en la enfermedad inflamatoria intestinal (EII) 58
5.2.3. Tratamientos frecuentes 59
5.3. Epidemiologia de la enfermedad inflamatoria intestinal (EII) 59
5.4. Referencias 61
PARTE II - Desarrollo Experimental 63
Capitulo 6 — Caracterizacion y Funcionalizacion de Quitosano 64
6.1. Introduccién 65
6.2. Materiales y Métodos 67
6.2.1. Reactivos 67
6.2.2. Métodos 67
6.2.2.1. Obtencion de quitosano funcionalizado (ChF) mediante reaccion de Maillard 67
6.2.2.2. Caracterizacion de los derivados de quitosano (ChF) por espectrometria de absorcion en el
Infrarrojo 68
6.2.2.3. Determinacion del grado de desacetilacion (GDA) por titulacion potenciométrica 68

6.2.2.4. Determinacion del peso molecular (PM) viscosimétrico y por cromatografia liquida de

exclusion (SEC) 69
6.2.2.5. Solubilidad a pH fisiologico 70
6.2.2.6. Desactivacion de radical hidroxilo (HO") 71
6.2.2.7. Desactivacion de anion superdxido (0,) 72
6.2.2.8. Desactivacion de oxigeno molecular singulete (O, (]Ag)) 73
6.2.3. Andlisis estadistico 75
6.3. Resultados y Discusion 76
6.3.1. Caracterizacion espectroscopica de los derivados solubles de quitosano (ChF) por reaccion de
Maillard 76
6.3.2. Grado de desacetilacion (GDA), peso molecular (PM) y solubilidad a pH fisiologico 78

XVI

—
| —



6.3.3. Desactivacion de radical hidroxilo (HO') y anion superdxido (O;) 81

6.3.4. Desactivacion de oxigeno molecular singulete (O, ( IAg) ) 83
6.4. Conclusion 87
6.5. Referencias 88
Capitulo 7 — Microencapsulacion de Flavonoides mediante Secado por Aspersion 92
7.1. Introduccién 93
7.2. Materiales y Métodos 97

7.2.1. Reactivos 97

7.2.2. Métodos 97

7.2.2.1. Microencapsulacion de quercetina (Q) y genisteina (G) mediante secado por aspersion

97

7.2.2.2. Eficiencia y rendimiento de microencapsulacion 98

7.2.2.3. Morfologia de microcdpsulas (MC) 99

7.2.2.4. Ensayos de liberacion controlada 99

7.2.2.5. Desactivacion de radical hidroxilo (HO") 100

7.2.2.6. Desactivacion de anion superoxido (O;) 100

7.2.2.7. Desactivacion de oxigeno molecular singulete (O, ('Ag)) 101

7.2.3. Andlisis estadistico 102
7.3. Resultados y Discusién 103

7.3.1. Caracterizacion de microcdpsulas (MC) 103

7.3.2. Desactivacion de radical hidroxilo (HO') y anién superdxido (O,") 106

7.3.3. Desactivacion de oxigeno molecular singulete (O, (IAg)) 108
7.4. Conclusién 112
7.5. Referencias 113
Capitulo 8 — Aplicacion en Modelo Murino de Colitis Generada con DSS 117
8.1. Introduccidén 118
8.2. Materiales y Métodos 122

8.2.1. Ratones 122

8.2.2. Reactivos 122

8.2.3. Métodos 122

8.2.3. Modelo de colitis ulcerosa (CU) generada con DSS. Tratamiento con quercetina (Q) y

genisteina (G) microencapsuladas en derivado soluble de quitosano (ChF) 122

8.2.3.2. Andlisis histologico 123

[ XVII }



8.2.3.3. Preparacion de homogenatos de colon
8.2.3.4. Medicion de citoquinas y quimioquinas

8.2.3.5. Actividad de mieloperoxidasa (MPO)

8.2.3.6. Actividad de N-acetilglucosaminidasa (NAG)

8.2.3.7. Actividad de superoxido dismutasa (SOD)
8.2.3.8. Actividad de catalasa

8.2.3.9. Peroxidacion lipidica: malondialdehido (MDA)
8.2.3.10. Marcacion de microcdpsulas (MCy) con FITC

8.2.4. Andlisis estadistico
8.3. Resultados y Discusién

8.3.1. Seguimiento clinico

8.3.2. Andlisis Histologico

8.3.3. Citoquinas y quimioquinas

8.3.4. Actividad de mieloperoxidasa (MPO) y N-acetilglucosaminidasa (NAG)

8.3.5. Estrés oxidativo
8.3.6. Tratamiento con genisteina (G) libre
8.3.7. Marcacion de microcdpsulas (MCy) con FITC
8.4. Conclusién
8.5. Referencias
CONCLUSIONES
Perspectivas a futuro
Presentaciones a congresos
Publicaciones
Patentes

Distinciones

XVII

—

—t

123
124
124
124
125
125
125
126
126
127
127
129
131
134
135
137
139
142
143
148
151
151
152
153
153



FIGURAS

Figura 1.1.: Condicién patoldgica producto del estrés oXidativo..........eecveeveeciieriienienienieeieereeseeseesneens 12
Figura 2.1.: Estructura quimica general de 10s flavonoides. ............ccccueeieriieciiesiienieniecie e esie e 18
Figura 2.2.: Espectro de absorbancia de flavonoides. ...........ccoieeevenereenineenenieieneeeeieneeenreeeene e 19
Figura 3.1.: Morfologia de los diferentes tipos de micrOCAPSULAS. ......cceeerieriirierieniinierentee et 30
Figura 4.1.: (A) Quitina 100 % acetilada. (B) Quitosano (Ch). .......cccceeeiierciiieiiieriie e 39
Figura 4.2.: [Soformas de qUITING. .......cceeiuiiriiiieeieeee ettt ettt ettt ettt e bt e satesateeteesbeesbeesaeeeas 40
Figura 5.1.: Anatomia de la mucosa intestinal y su Sistema inMUNE. ...........ccceeeerereerienenieneneeeeneeeenee 51
Figura 5.2.: Caracteristicas histoldgicas de enfermedad de Crohn (EC) y colitis ulcerosa (CU)................ 55
Figura 6.1.: Espectroscopia UV-Vis de la reaccion de Maillard............cooceeeierinieniniinenenieneneeeeseeenee 76

Figura 6.2.: Espectros de absorbancia en el IR de las moléculas de quitosano nativo (Ch) y sus derivados
(CREF). ettt ettt h e bbbttt a bbbt bttt et et besa e 77

Figura 6.3.: Curva de titulacién potenciométrica de quitosano (Ch). .......ccceeevvercierecierrieeinieeeiee e 79

Figura 6.4.: Variacion de la viscosidad reducida (7equcida) €n funcién de la concentracién de quitosano
(@ 1) TR PO 80

Figura 6.5.: Desactivacion (% D) de (A) radical hidroxilo (HO") y (B) anién superéxido (O,") por
QUILOSANIO (C). 1ottt ettt e bt e s at e et e et et e e bt e sb e e s h e e e aeeeateete e bt e ehteeateenteebe e beens 81

Figura 6.6.: Pendientes normalizadas de desactivacién (% D) de (A) radical hidroxilo (HO") y (B) anién
superdxido (O,") en funcién del peso molecular (PM) de quitosano (Ch)..........cceceeeererierierieieeeieeeennns 82

Figura 6.7.: Desactivacion total de oxigeno molecular singulete (O, (IAg)) por quitosano (Ch)................ 84

Figura 6.8.: Perfil de consumo de oxigeno por quitosano (Ch) mediante fotosensibilizacién en estado

estacionario de [Ru(bpy)32+] en amortiguador fosfato 0,1 M. (A) pH 4,7. (B) pH 5,8, ..covveiieiiiieieee 86
Figura 7.1.: Esquema del proceso de secado por aspersion (Spray-Drying)........ccceccceeeeeeerveescveeneveeseneens 94
Figura 7.2.: Micrografias SEM de microcdpsulas (MC) con quercetina (Q)........cocceevveerieenieeneereenseeennens 104
Figura 7.3.: Ensayos de liberacion controlada de quercetina (Q) desde microcdpsulas (MC).................. 105

Figura 7.4.: Desactivacién (% D) de (A) radical hidroxilo (HO") y (B) anién superéxido (O,") por
MICTOCAPSULAS (IMLC). .ttt ettt ettt et et e s bt e s it e eateeabe e bt e sseesateeabeenbeeseeseesaeesneeenseensean 106

XIX

( ]
\ )



Figura 7.5.: Perfil de consumo de oxigeno por microcdpsulas (MC) con quercetina (Q) (curvas
linealizadas) mediante fotosensibilizacion en estado estacionario de [Ru(bpy)f*] en condiciones gastricas
SIIMULAAAS. .. .vieee ettt e e et e e e e et e e e e ebtee e e sbaeeeeabaaeeassaaeeassaaeeassssaeeassaaeeassaeesenssseeeensssens 109

Figura 7.6.: Consumo de quercetina (Q) monitoreado a 366 nm (curvas normalizadas). .......cc..cceceeeueene 110

Figura 7.7.: Bandas de absorbancia (normalizadas) de quercetina (Q) (a) [Ru(bpy)32+] (b) e intensidad

(normalizada) del LED BIUE (C)....ccooouuriiiiiiieieiiieeeee et e et e e e e earr e e e e e e eeeaannreeeeas 110
Figura 8.1.: Representacion esquemdtica del mecanismo de la colitis inducida por DSS. ...................... 119
Figura 8.2.: Gréficos de indice de enfermedad (IE) y relacion longitud/peso de colon...........c.ccceeeueenee. 127
Figura 8.3.: Fotografia de colon luego del SacrifiCio. ........ccccceerirriiiiiieriienienie et 128
Figura 8.4.: Pérdida de peso en tratamientos con flavonoides microencapsulados. .......c..ccccceeeeereennennne. 129
Figura 8.5.: Micrografias de tinciones hematoxilina-eosina (H&E) (400X). ......cceeeveerieriereereenrenreennens 130
Figura 8.6.: Citoquinas y quimioquinas pro-inflamatorias. ............cccceereerienienieniieeeeseeeeste e 132
Figura 8.7.: Citoquina anti-inflamatoria IL-10. ........c.ccceriieriiiniriieeieeie e esre e 133
Figura 8.8.: Actividad de mieloperoxidasa (MPO) y n-acetilglucosaminidasa (NAG). ........ccceeeverveennen. 134
Figura 8.9.: Actividad de super6xido dismutasa (SOD) y catalasa..........cceceeveerieeiiiesieenienienieeeeeieeenn 136
Figura 8.10.: Peroxidacién lipidica: malondialdehido (MDA). .....c.coeciiieiiiiiiieeieeeeeeee e 137
Figura 8.11.: Pérdida de peso en tratamiento con genisteina (G) libre. ........c..cooceeiieiieiininniiieeeee. 138

Figura 8.12.: Micrografias de tinciones hematoxilina-eosina (H&E) (400x). Tratamiento con genisteina

(G) TIDI@. ..eeeeeieeiieete ettt ettt e et e et et et e st e s st e esseessaessaessaessseasseasseesseesseessseasseasseessaesssessseasseensaensaesseenseeans 138
Figura 8.13.: Tratamiento con genisteina (G) HDIe.........cooeeiiiniiiiiiiieiceeee e 139
Figura 8.14.: Citometria de fIUJO........cvieiiiieiie et rte e ettt e et e et e e e e e nns 141

XX

—
| —



TABLAS

Tabla 6.1.: Caracterizacion de quitosano (Ch) y sus derivados (ChF).........cccceevvviinieniieniieecieceeeeee 79

Tabla 6.2.: Valores de pendientes de desactivaciéon (uM™) y valores extrapolados de concentracién
efectiva de quitosano (Ch) para la desactivacién del 50 % (CEsp) de radical hidroxilo (HO") y ani6n
SUPETOXIAO (D27 ). tutiuiiiieiieiietiete ettt ettt ettt et et e st e b e s esa e st eseeseebeeseese s essessesseseesseseeseese s e s ensesseseeseeseeseesanes 82

Tabla 6.3.: Constantes de desactivacion total (k,) y reactiva (k,) de oxigeno molecular singulete (O, (IAg))
POT QUILOSANO (Ch).c.eiiiiiiieiie ettt ettt ettt e bt e s bt e sa bt et e e b e e bt e s beesbeesateeateebeenbeesaeenas 85

Tabla 7.1.: Rendimiento y eficiencia de microencapsulaciéon de quercetina (Q) y genisteina (G) en
matrices de qUItOSAN0 (Ch).....eiiuiiiiiiiiiie ettt ettt et e bt e st e st e et e b e e bt e sbtesaeeeaeeeneean 103

Tabla 7.2.: Tamafo de microcdpsulas (MC) con quercetinad (Q). ......cceeeeveeerveeriierrrieeeiieerieeeieeeeee e 105

Tabla 7.3.: Valores extrapolados de concentracién efectiva de quercetina (Q) para la desactivacién del 50
% (CEs) de radical hidroxilo (HO") y anion superoxido (O ). .eoiverereeieieieieieieeieeiesieeeeeee e 106

Tabla 7.4.: Reactividad de microcapsulas (MC) frente a oxigeno molecular singulete (O, (lAg)). Valores
de pendientes iniciales de desactivacion a partir de curvas linealizadas. ........c..coccevereevenenicncnecnenennne. 109

Tabla 8.1.: Indices de enfermedad (IE) en ratones tratados con genisteina (G) libre. .........ccceeeeveeeneennee. 138

XXI

—
| —



INTRODUCCION Y OBJETIVOS



-INTRODUCCION Y OBJETIVOS-

INTRODUCCION

El tracto gastrointestinal de mamiferos estd continuamente expuesto a numerosos
microorganismos como asi también a toxinas provenientes del ambiente o presentes en los
alimentos consumidos, lo que lo convierte en una zona de alta vulnerabilidad. Dos de las mas
importantes enfermedades inflamatorias intestinales, la enfermedad de Crohn y la colitis
ulcerosa, se caracterizan por ser inflamaciones cronicas del intestino con etiologia multifactorial.
"' Los mecanismos por los que se inician y perpetuan este tipo de patologias no son conocidos
completamente y se estudian empleando modelos experimentales como el de colitis inducida por
la administracion de dextran sulfato de sodio (DSS).[Z]

Numerosa evidencia clinica y experimental ha demostrado que la inflamacion intestinal se
asocia con una exacerbada produccién de especies reactivas de oxigeno (EROS), de alta
reactividad quimica, que incluyen radicales libres como el anién superéxido (O,") y el radical
hidroxilo (HO"), y moléculas no radicalarias como el oxigeno molecular singulete (O, (lAg)) y el
peroxido de hidrégeno (H,0;), que inducen un grado de estrés oxidativo critico en la
patofisiologia de la inflamacién intestinal. 3]

El consumo de fitonutrientes con propiedades antioxidantes y anti-inflamatorias, como los
flavonoides, es de gran interés para la modulacién de la inflamacién desde la dieta. ™! Sin
embargo, su empleo en estado puro para la formulacion de alimentos nutracéuticos y funcionales
no asegura su arribo a colon, ya que su absorcion ocurre a nivel de estdmago e intestino delgado.
(5]

La microencapsulacién constituye una estrategia de vehiculizacién para estas sustancias

labiles en condiciones de procesamiento y almacenamiento de alimentos (temperatura, luz,

oxigeno, pH) y de digestion (pH, presencia de enzimas digestivas, etc.). L6]

El objetivo general del presente trabajo de tesis fue estudiar la actividad de compuestos
bioactivos microencapsulados en matrices de quitosano (Ch), en modelos de inflamacién

intestinal.
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Los objetivos especificos comprendieron:

e Funcionalizar Ch nativo para obtener un producto soluble (ChF) a pH fisiolégico,
capaz de vehiculizarse en matrices acuosas.

e Microencapsular flavonoides con Ch y ChF. Evaluar la morfologia de las particulas
obtenidas y la eficiencia de microencapsulacion.

e Determinar la capacidad antioxidante in vitro de los compuestos bioactivos puros,
microencapsulados y de los materiales de pared Ch y ChF, en soluciones acuosas,
evaluando la reactividad y mecanismos de desactivacién de EROS.

e Evaluar la actividad anti-inflamatoria y antioxidante de los flavonoides

microencapsulados en un modelo de colitis inducida con DSS.

El trabajo que se expone a continuacion estd organizado en dos secciones principales:
e Parte I: Fundamentacion Tedrica. Comprendida por cinco capitulos de revision

bibliogréfica en sustento de los resultados experimentales obtenidos.

- Capitulo 1: Estrés Oxidativo. Define la condicion patolégica asociada al estrés
oxidativo, las especies reactivas involucradas, la red antioxidante fisioldgica capaz
de mantener el balance “redox” de la cé€lula y el organismo, como asi también, la
cooperacion necesaria para dicha red desde la ingesta de nutrientes esenciales
especificos.

- Capitulo 2: Antioxidantes Naturales. Flavonoides. Expone la funcionalidad
quimica y caracterizacién espectroscopica de los flavonoides, define los diferentes
tipos de compuestos que constituyen esta familia de fitonutrientes, explica las
principales propiedades bioactivas asociadas a los mismos y la problematica
asociada a su biodisponibilidad y alta reactividad en estado puro.

- Capitulo 3: Estabililizacion y Vehiculizacion de Compuestos Bioactivos. Presenta
a la microencapsulacion como estrategia para vehiculizar compuestos bioactivos,
expone los principales materiales de pared utilizados para tal fin, como asi también,
las técnicas mds empleadas y los factores que condicionan la eficiencia del proceso

€n un marco general.
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- Capitulo 4: Quitosano. Caracteriza a este biopolimero en cuanto a su obtencion
desde quitina, estructura quimica, propiedades funcionales y diversas aplicaciones
en formulaciones alimentarias, a los fines de emplearlo como material de pared en
el disefio de microparticulas capaces de sortear el sistema digestivo y llegar a
colon.

- Capitulo 5: Enfermedad Inflamatoria Intestinal. Repasa la anatomia y fisiologia de
intestino, define a la enfermedad inflamatoria intestinal en relacion a los factores de
riesgo interno y al importante vinculo entre procesos inflamatorios y oxidativos
involucrados. Expone la epidemiologia de la patologia en cuanto a la incidencia y

prevalencia de la enfermedad.

e Parte II: Desarrollo Experimental. Comprendida por tres capitulos en donde se
expone en detalle la experiencia de campo abordada, en concordancia al plan de trabajo
delimitado por los objetivos especificos anteriormente detallados. Cada capitulo
experimental abarca lo propio a materiales y métodos requeridos para ese segmento en
particular, como asi también el detalle y la discusion de sus resultados. A su vez, cada
capitulo se introduce y concluye de acuerdo a la especificidad del tema tratado:
reaccion de Maillard como mecanismo reactivo para la funcionalizacion de Ch
(Capitulo 6), secado por aspersion como técnica para la microencapsulacion de
flavonoides en Ch y ChF (Capitulo 7) y colitis generada a partir del suministro de DSS

como modelo para la aplicacién de los flavonoides microencapsulados (Capitulo 8).
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1.1. Radicales libres y especies reactivas de oxigeno (EROS) en sistemas biolégicos

En sentido estricto, un radical libre representa cualquier especie quimica, de existencia
independiente, que posee uno o més electrones desapareados (o sea, un nimero impar) girando en
sus orbitales externos. Esta configuracién, muy inestable, le confiere la propiedad de ser una
especie quimica altamente reactiva y de corta vida. Se ha observado que la magnitud de esta
reactividad se correlaciona inversamente con la vida media y con la capacidad de difusién en el
medio celular. '

Los radicales libres mds frecuentes estdn centrados funcionalmente en oxigeno y, debido a la
relevancia del mismo en los procesos aerdbicos, estos radicales estdn presentes en la mayoria de
las reacciones metabdlicas normales, pudiéndose incrementar por efectos exdgenos. (2]

Las EROS estdan conformadas por O, , HO', radicales derivados de compuestos organicos:
peroxilo y alcoxilo; también se incluyen compuestos reactivos tales como H,0,, acido
hipocloroso (HC1O), O, (lAg), hidroperéxidos y metabolitos epoxidos. 3]

El oxigeno molecular (dioxigeno) tiene una configuracion electrénica tnica y es en si mismo
un radical. La adicién de un electrén al oxigeno molecular forma el radical O, . BBl 0,7 se
considera la primera especie de la cadena que, al interactuar con otras moléculas, dara lugar al
resto de EROS, categorizadas como secundarias. (51

En los organismos vivos eucariotas las EROS tienen origen intracelular actuando tanto dentro
como fuera de la célula. La produccién de O, ocurre mayormente en la mitocondria. La cadena
transportadora de electrones mitocondrial es la principal fuente de ATP en las células de
mamiferos. ' El radical O, generado en los Complejos I y III de la cadena transportadora de
electrones, es capaz de atravesar la membrana interna mitocondrial y llegar al citosol. ©*!

El radical HO' es altamente reactivo, tiene un tiempo de vida medio de 10™ s in vivo ', por lo
tanto, reacciona en las inmediaciones de su sitio de formacién mitocondrial. E1 HO" puede ser
generado fuera de la mitocondria por la reaccion de Fenton. En condiciones fisiolégicas, las
concentraciones de hierro estdn balanceadas. Sin embargo, en condiciones de estrés, el exceso de
O," estimula la liberacion de hierro desde moléculas, como clusters de enzimas [4Fe-4S], que lo

contienen. >*! El Fe** liberado puede participar en la reaccién de Fenton y generar radical HO'

fuera de la mitocondria (Ec. 1).
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Fe** + H,0, —> Fe** +HO" + HO™ (Ec. 1)

A su vez, el O, participa en la reaccién de Haber-Weiss, dando Fe** (Ec. 2) lo cual se

relaciona de manera directa con la reaccion de Fenton para luego dar HO'.

Fe* + O —— Fe™ + O, (Ec.2)

Finalmente, los peroxisomas son los encargados de producir H,O,, siendo los sitios de mayor
consumo de O, de la célula. " Esta organelas contienen catalasa, enzima encargada de
descomponer los excesos de H,O, en condiciones fisioldgicas de modo que no dafie el medio
circundante. Son los peroxisomas quienes mantienen el delicado equilibrio en la produccién neta
de EROS. El estado “redox” de una célula se mantiene dentro de un rango estrecho en
condiciones similares a la manera en que un sistema bioldgico regula su pH. Un cambio de 30

D . - . . 10
mV significa un cambio de 10 veces en la relacién entre especies oxidantes y reductoras. "'

1.2. Red antioxidante

Para asegurar un adecuado balance de EROS, las células estdn provistas de antioxidantes
intracelulares que logran la supresion de las especies reactivas. El sistema enzimadtico
antioxidante incluye superéxido dismutasa (SOD), glutatién peroxidasa y catalasa. ' El sistema
no enzimatico abarca compuestos bioactivos esenciales, s6lo incorporados desde su ingesta,
como el acido ascorbico o vitamina C, el a-tocoferol o vitamina E, carotenoides, flavonoides,
etc.; y el glutatién, un compuesto no esencial, sintetizado a partir de diversos aminoécidos. '

Entre los sistemas antioxidantes endogenos, la enzima SOD constituye la primera linea de
defensa mediante la catélisis de la reaccién de eliminacién del O," . Como producto de su accién
se forma H,O, que luego es escindido por la enzima catalasa, en agua y oxigeno (Ec. 3). SOD
presenta dos isozimas, una de ellas contiene zinc y cobre, y se ubica en el citoplasma; la otra
contiene manganeso y se localiza en mitocondrias; su biosintesis se ve fuertemente regulada por

la concentracion del sustrato O, . [t
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O;_ SOD H,0, Catalasa_ H,0+O0, (Ec. 3)

La enzima catalasa es una hemoproteina de gran actividad que se encuentra, principalmente,
en peroxisomas y mitocondrias. La acciéon de descomponer el H,O, es compartida con la
glutatiéon peroxidasa, activdndose catalasa, en peroxisomas, cuando la concentraciéon de H,O; es
elevada. Glutatiéon peroxidasa es una selenoproteina que, en células animales, se ubica en la
matriz mitocondrial y en el citosol. En presencia de glutation como agente reductor, cataliza la

reduccién del H,;O,, y otros hidroperdxidos orgédnicos, en agua y alcohol, respectivamente. [12]

1.3. Estrés oxidativo

El estrés oxidativo constituye una alteracion producida por un desequilibrio entre la
generacion de EROS vy la defensa antioxidante, pudiendo conducir a un estado de dafo. 21 Como
el dafio oxidativo puede atribuirse a una deficiencia de sustancias protectoras, se establece una
estrecha relacién entre el estrés oxidativo y el estatus nutrimental. ! En contraparte, algunos
estudios muestran que la ingesta de oligoelementos (minerales y vitaminas) no logra reconstituir
el balance “redox” del sistema celular, lo cual se atribuye al condicionamiento de otros factores
sobre la capacidad antioxidante; como por ejemplo el 6xido nitrico (ON) que es un inhibidor
endégeno de glutatién peroxidasa y catalasa. !'!!

En procesos infecciosos, los fagocitos (monocitos, neutréfilos y macréfagos) pueden endocitar
bacterias, virus o células del huésped previamente infectadas y mediante una descarga o estallido
oxidativo (conocido también como estallido respiratorio) compuesto principalmente por O, ,
H,0,, HCIO y ON, destruyen al patégeno invasor. Esta respuesta fisioldgica eventual, se
convierte en un riesgo sustancial en respuestas inflamatorias crénicas, en donde la
sobreproduccion de EROS sobrepasa la defensa antioxidante de manera permanente, agravando
las lesiones de los tejidos involucrados (Figura 1.1.). [14]

Una variedad de citoquinas y factores de crecimiento son capaces de generar EROS en células
no fagociticas al unirse a sus receptores especificos. Los receptores de factores de crecimiento
son tirosina quinasas (enzimas intervinientes en la fosforilacién de residuos de tirosina mediante
el consumo de ATP) que juegan un rol clave en la transmision de la informacién desde el exterior

de la célula hacia el citoplasma y el ndcleo. La informacidn es transmitida mediante la activacion
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de las vias de proteinas quinasas activadas por mitdgenos (MAPKSs). 31 Otros ejemplos involucran
los receptores de citoquinas como factor de necrosis tumoral oo (TNF-a), interferén y (IFN-y) o
interleuquina (IL) -1p. "*! En general, se acepta que las EROS generadas por estos ligandos
pueden actuar como segundos mensajeros y mediar importantes funciones celulares tales como la
proliferacién y la muerte celular programada. 6] Esta vias, en patologias crénicas, también
derivan en dafio tisular por estrés oxidativo.

La mayoria de las macromoléculas bioldgicas pueden ser oxidadas por los radicales libres, sin
embargo, las mds expuestas son los lipidos. Se ha precisado que la peroxidacién lipidica en los
sistemas bioldgicos puede ocurrir bajo control enziméatico o no enzimatico; esta dltima forma es
la que se relaciona con el estrés oxidativo y el dafio celular. El malondialdehido (MDA) es el
producto final de la serie de reacciones en cadena que representa la peroxidacion lipidica y su
evaluacion ilustra la magnitud del dafo asociado al estrés oxidativo. Las proteinas, péptidos y
aminodcidos también constituyen un blanco para las EROS, aunque su deterioro estd supeditado a
la degradacion lipidica, dado que los lipidos son componentes de la membrana celular y por ende,
al degradarse, dejan el contenido citosolico expuesto. 17

El 4cido desoxirribonucleico (ADN) también constituye un blanco de ataque de las EROS,
principalmente el ADN mitocondrial. 141 Bste ADN, por su localizacién, se encuentra expuesto a
un flujo constante y elevado de EROS, ademas carece de histonas en su estructura lo que le resta
estabilidad. Por otra parte, se ha observado que sus mecanismos de reparacidon son menos
eficientes. """ En general, dentro de las alteraciones que puede sufrir el ADN, se describe la
oxidaciéon de desoxirribosas, ruptura y entrecruzamiento de las cadenas y la modificacion de
bases nitrogenadas, principalmente. Sin embargo, estas alteraciones seran significativas en la

medida que sean intensas y capaces de eludir los sistemas de reparacion antes de la replicacion.
(3.9]
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Aumento de la actividad Disminucion de la actividad
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* Proteinas = Dafio oxidativo
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Alteracion celular

L 4

Condicion patologica

Figura 1.1.: Condicidn patolégica producto del estrés oxidativo.
Adaptado de Bandyopadhyay. (1999).

1.3.1. Oxigeno molecular singulete (O Qgﬂ

El O, (lAg), dada la multiplicidad de espin definida por la regla de Hund, es una forma
energéticamente excitada del oxigeno molecular triplete, con dos electrones apareados en el
orbital molecular de mayor energia 7 (orbital anti-enlazante). Es menos estable que el oxigeno
triplete en estado basal, conteniendo una energia adicional de 22,5 kcal/mol. 181 Dicho exceso de
energia puede traducirse en la emision de un fotén cuando O, (]Ag), o un grupo carbonilo
excitado (producto de la reaccion de O, (lAg) con C=C), retornan a su estado fundamental. [15]

En el estado oxidativo fisiolégico hay activaciéon de enzimas pro-oxidantes. Nicotinamida
adenina dinucledtido fosfato (NADPH) oxidasa se encuentra principalmente en leucocitos
polimorfonucleares (PMN). NADPH-oxidasa genera O," que dismuta a H,O, y éste es quien

reacciona con O, , HCIO o cloraminas para formar O, (lAg). (201
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(0)) (lAg) actia en diversas células como mensajero y sefial que activa numerosos agentes
intervinientes en los canales i6nicos de la célula, modulando el balance “redox” de la misma.
(21221 Byera de este contexto, O, (lAg) es una poderosa especie reactiva dirigida contra multiples
patégenos (microorganismos, virus, células tumorales, trombos, etc.) y actia en el reclutamiento
de células inmunes para llevar a cabo respuestas inflamatorias. (23] Tatsukawa y col. (1999) [24]
demostraron que el principal agente oxidante en fagosomas de neutréfilos (PMN) es O, (lAg),

generado tras la sintesis de HCIO mediante la activacion de la enzima mieloperoxidasa (MPO).

1.3.2. Estrés oxidativo e influencia de la dieta

La dieta, sin duda, es un factor de gran importancia en la modulacién del estrés oxidativo. La
accion de diferentes compuestos bioactivos presentes en diversos alimentos de origen natural
puede ser directa, por medio de la desactivacion de los radicales libres y especies reactivas no
radicalarias, o indirecta, a través de la activacion de sistemas enzimaticos con capacidad para la
supresion de EROS. En ambos casos, cabe resaltar que parte de los estudios cientificos referentes
al efecto de nutrientes, alimentos y patrones dietéticos sobre el estrés oxidativo, describen
resultados beneficiosos sobre los diferentes marcadores y sus implicaciones sobre la salud

humana. >/
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2.1. Estructura quimica y funcionalidad de flavonoides

Las sustancias fitoquimicas son productos orgédnicos constituyentes de alimentos de origen
vegetal (frutas, hortalizas y alimentos derivados de ellas) que no son nutrientes, dado que su
aporte caldrico es insignificante, pero pueden proporcionar al alimento propiedades funcionales
que van mds alld de las nutricionales propiamente dichas. Dentro de este término genérico, se
incluyen sustancias de diversas familias quimicas, como son los polifenoles y carotenoides. !

Los compuestos fendlicos forman un amplio grupo de sustancias con diferentes estructuras
quimicas y actividad, que son constituyentes importantes de las plantas. Estdn presentes,
generalmente, en forma de glucésidos en los extractos de las frutas, hierbas, vegetales y cereales.
Los polifenoles, entre los que se incluyen los flavonoides, presentan una amplia variedad de
actividades bioldgicas, incluyendo actividad anticancerigena, anti-inflamatoria, antihipertensiva,
estrogénica, y efectos protectores contra enfermedades cardiovasculares. En especial, estos
componentes pueden ejercer efecto antioxidante por el secuestro de radicales libres, la donacién
de moléculas de hidrégeno, la remocién de moléculas de O, y la quelacién de metales de
transicion; estas propiedades son atribuidas principalmente a los grupos hidroxilo (—OH)
presentes en su anillo estructural.

Los flavonoides constituyen una amplia familia de compuestos que, a su vez, incluyen varios
grupos entre los que tienen especial interés: antocianos, flavanos, flavonoles, flavonas,
flavanonas, chalconas e isoflavonas. Estructuralmente, los flavonoides se caracterizan por poseer
un esqueleto C6-C3-C6, derivan del benzo-y-pireno presentando un esqueleto estructural general
como se observa en la Figura 2.1. Estos compuestos se diferencian entre si por el grado de
insaturacion y sustituyentes del anillo C. Se pueden distinguir entre compuestos que poseen un
grupo ceto (C=0) en el heterociclo: flavonas, flavonoles, flavanonas (dihidroflavonas) vy
chalconas; y los que no lo poseen: flavanoles y antocianidinas. La existencia de un grupo —OH en
posicion 3 es otra caracteristica comun a antocianidinas, flavanoles y flavonoles. Dentro de cada
uno de estos grupos, los compuestos se diferencian entre si por los sustituyentes en el anillo B y
por los sustituyentes de los diferentes —OH de la molécula (metilos, aziicares y/o 4cidos

orgénicos, mds habitualmente). [4]
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Figura 2.1.: Estructura quimica general de los flavonoides.

2.1.1. Flavonas vy flavonoles

Ambos tipos de compuestos poseen un grupo C=0 en posicién 4 y una insaturacion entre los
carbonos C2 y C3 del anillo C; los flavonoles presentan, ademds, un grupo —OH en C3.
Habitualmente, ambos se encuentran en los tejidos vegetales, principalmente, bajo la forma de
glicésidos (glucdsidos, galactdsidos, ramndsidos, rutindsidos o glucuronésidos). La posiciéon mas
frecuente implicada en la glicosilacion es la 3, aunque también puede darse en 5 y 7. El azicar
mas predominante es la glucosa. 5]

Las flavonas no se encuentran habitualmente en frutas pero si en cereales y muchas plantas
herbaceas. Los glicésidos de las flavonas estdn presentes en verduras y hortalizas; participan en
cierta medida en las caracteristicas sensoriales de los vegetales. En altas concentraciones, o
formando complejos con metales, pueden contribuir a la coloracion de plantas.

Los flavonoles se encuentran repartidos abundantemente en todos los alimentos de origen
vegetal, y las pieles u hollejos de las frutas son particularmente ricos en estos compuestos. Los
mas conocidos son quercetina, kaempferol y miricetina y se presentan, cominmente, en forma de
glicosidos. Al igual que las flavonas, en altas concentraciones, proporcionan un ligero color
amarillo a los tejidos vegetales. Estos compuestos estdn ampliamente distribuidos en plantas
superiores, aunque los flavonoles son predominantes en las frutas. Es destacable el contenido
elevado de derivados de quercetina en cebollas. L6]

Las isoflavonas son un grupo que estructuralmente difieren de las flavonas en la posicion del
anillo B en la molécula, que en este caso estd unido por el carbono C3. Son compuestos con
actividad estrogénica que se encuentran, principalmente, en legumbres. La soja es una fuente

. S e (3
reconocida de daidzeina y genisteina.”’
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2.1.2. Propiedades fisicas y espectroscopia UV-Vis
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Figura 2.2.: Espectro de absorbancia de flavonoides.
(A) Espectro de absorbancia normalizado para quercetina y genisteina en amortiguador fosfato 0,025 M pH 6,8.
Inserto: Estructura quimica general de flavonoides. (B) Estructura quimica de quercetina y genisteina.

Las propiedades fisicas dependen del tipo de flavonoide y de la forma en que se presenta
(aglicona o glicosido). Los glicésidos y las antocianinas son solubles en agua y etanol. Las
agliconas altamente hidroxiladas son solubles en etanol, metanol, isopropanol y n-butanol,
mientras que las poco hidroxiladas son solubles en éter etilico, acetato de etilo y acetona. Los
flavonoides con hidroxilos fendlicos son solubles en soluciones alcalinas en tanto que los
altamente hidroxilados se descomponen por accién de las bases fuertes, lo que permite
identificarlos. '

Los sistemas conjugados de los anillos aromaticos les confieren las propiedades de absorcion
de luz y los colores caracteristicos a algunos tipos de flavonoides tales como: flavonas, flavonoles
y antocianinas. Los espectros de absorcion UV-Vis presentan, por lo general, dos bandas
caracteristicas, denominadas Banda I y Banda II (Figura 2.2.). La Banda I estd asociada con la
absorcién del anillo B (sistema cinamoilo) y la Banda II con la absorcion del anillo A (sistema
benzoilo). (7

La posicién de las bandas depende del tipo de molécula. Como puede observarse en la Figura

2.2., para isoflavonas, como genisteina, la Banda I a 275 nm se convierte en un hombro,
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adjudicable a la posicion del anillo B en C3. Un pardmetro de identificacion y cuantificacion de

flavonoides es, por lo tanto, la obtencion de los espectros de absorcion UV-Vis. (7

2.2. Principales propiedades de flavonoides

2.2.1. Capacidad antioxidante

Como se expuso en el Capitulo 1, un nimero importante de especies altamente reactivas
como O, (lAg), HO', O,", ON vy radicales libres alquil-peroxilo (ROO") se producen regularmente
en nuestro organismo. Estos pueden dafiar a lipidos, proteinas y ADN e intervenir en procesos de
patogénesis y envejecimiento.!

La ingesta de flavonoides junto con otros antioxidantes naturales de eficacia comprobada,
como las vitaminas C y E y carotenoides, coadyuvan en esos procesos de defensa. De forma
general, los sistemas de defensa fisiologica frente al dafio generado por estos radicales se
clasifican en dos categorias ":

e Antioxidantes Tipo I: actdan interrumpiendo la cadena de reacciones oxidativas a
través de la donacién de electrones o dtomos de hidrogeno a los radicales libres
generados en el transcurso de las diferentes reacciones, transformandolos en especies
termodindmicamente mds estables.

e Antioxidantes Tipo II: denominados preventivos, actian por diversos mecanismos que
incluyen complejacién con metales, secuestro de oxigeno, descomposicion de
hidroperéxidos, absorcion de radiacién UV o desactivacion de EROS.

Los flavonoides son antioxidantes Tipo I, resultando en la formacién de un radical libre
fenoxilo, por la donacién de un hidrégeno, estabilizado por deslocalizacion del electron
desapareado en el anillo aromético. (5101

La configuracién de los grupos —OH del anillo B es la mds influyente en la capacidad para
desactivar especies radicalarias de oxigeno y nitrégeno. El grupo 3’4’—catecol (1,2-bencenodiol)
en el respectivo anillo, es una estructura fuertemente activa frente a radicales libres como asi
también para quelar metales. 1] heterociclo que da lugar al anillo C contribuye a la capacidad
antioxidante a través del grupo —OH en C3 y por constituir el nexo entre los anillos aromatico A

y B. !B El doble enlace C2=C3 en el anillo C otorga una marcada reactividad, con la
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consecuente adicion de la especie reactiva; este efecto fue observado especificamente frente a O,
(lAg). [1,14]

A lo largo del tiempo, se ha podido confirmar que quercetina, el flavonoide mds abundante en
la naturaleza, es también el de mayor actividad antioxidante en vias metal y no-metal inducidas.
UL Sy potencial actividad se atribuye a que posee tres grupos activos frente a especies
oxidantes: grupo 3’4’—catecol, doble enlace C2=C3 y grupo —OH en C3. Estudios realizados por
Burda y col. (2001) (131 sugieren que esta consistente actividad se ve liderada por el grupo —OH
en C3 ya que imparte una geometria particular a la molécula, otorgdndole mayor estabilidad al
radical fenoxilo formado "%, y por el doble enlace C2=C3.

Quercetina posee una capacidad antioxidante equivalente a trolox (TEAC) de 4,7 en
comparacion al valor de 2,1 de luteolina, flavonoide que carece del grupo —OH en C3. 16 Este
valor de TEAC para quercetina contrasta con un valor de 2,9 para la isoflavona genisteina,
molécula en que la isomerizacion se adjudica a la unién del anillo B en C3, restando la
posibilidad de unir el -OH mencionado y confirmando el aporte de este grupo a la actividad
antioxidante. A su vez, cabe destacar que el doble enlace C2=C3 sumado a la presencia del grupo
C=0 en C4 duplica el TEAC para quercetina respecto de (+)-catequina, la cual no presenta
C2=C3.""!

Generalmente, las moléculas de glucidos se unen a los flavonoides a través del C3 y C7
disminuyendo, considerablemente, su capacidad antioxidante. Esto es consistente con el
impedimento estérico que le imparten a la molécula para reaccionar con las diferentes especies

. 3
reactivas. [1.5.13.16]

2.2.2. Capacidad anticancerigena, anti-inflamatoria y desintoxicante

El mecanismo propuesto para explicar el efecto preventivo del cancer a partir del consumo de

flavonoides involucra, multidireccionalmente, una serie de actividades como 0. remocién de

17-1 . sz
[17-19] € 1nteraccion

(23]

. . 1 ey e e, . . L, .
radicales libres " inhibicién de enzimas que promueven la carcinogénesis

2

z 20,21 sz 2 e
con los receptores de estrogeno [20. ], factores de transcripcion ] y otras proteinas

Quercetina ha sido estudiada en numerosos modelos animales y lineas celulares, observandose

[25], endometrio, etc.

un efecto anti-proliferativo en células cancerigenas 24 ge pulmén, colon
Presenta, su vez, un efecto inmunosupresor sobre la activacion de células dendriticas al reducir la

produccién de citoquinas pro-inflamatorias y los niveles de expresion de antigenos del complejo
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[26] " Genisteina ha

mayor de histocompatibilidad clase II y moléculas co-estimuladoras
demostrado ser un inhibidor especifico de la proteina tirosina quinasa, impidiendo la sintesis de
ADN, ARN y/o proteinas vitales en células tumorales mediada por la actividad de factores de
crecimiento como el factor de crecimiento epidermal. '"'*!

Genisteina y quercetina inhiben la induccién, estimulada por el factor de necrosis tumoral
(TNF), de moléculas de adhesién celular derivadas del endotelio vascular. También interrumpen
el comienzo de la cascada de sefializacion inflamatoria mediada por el factor nuclear kB (NF-xB)

al impedir la fosforilacién de la subunidad IkBa del NF-xB. Esto se traduce en una actividad

anti-inflamatoria notable. *"**

En concomitancia, Messina y col. (1994) [20]

, tras un estudio comparativo entre datos
experimentales de modelos animales, lineas celulares y resultados de un seguimiento
epidemioldgico de la dieta poblacional, mostraron que paises de elevado consumo de alimentos
derivados de la soja (China y Japén), Gnica fuente de genisteina en la dieta humana, presentan un
bajo riesgo de contraer cdncer de colon, pulmoén y prostata.

Ha sido analizada la importancia de la dieta en el mantenimiento de la homeostasis intestinal.
(29301 La visién actual hace foco sobre ligandos del receptor aril hidrocarburo, presente en
diversas células linfoides y cuyo rol se asocia, principalmente, a las células linfoides innatas del
intestino delgado. Los flavonoides constituyen parte de estos ligandos y se ha confirmado que
dietas carentes de los mismos, como asi también de vitamina D y A, resultan en un menor
nimero de linfocitos intraepiteliales (IEL), interrupciéon de la funcién barrera del epitelio,
produccién exacerbada de citoquinas pro-inflamatorias y reduccién del tejido linfoide organizado
(cryptopatches) y foliculos linfoides aislados en colon. 1301

Se ha comprobado a su vez, que quercetina protege el tejido de los rifiones del efecto toxico de
antibidticos como la gentamicina. BULa hipoétesis certera para este efecto sugiere que este tipo de
antibidtico estimula la generaciéon de EROS que podrian ser desactivados por la presencia del
flavonoide. En conclusién, los flavonoides han mostrado ser de gran importancia para la
fisiologia del individuo y el hecho de no poder ser sintetizados por el propio organismo los

convierte, en la actualidad, en compuestos bioactivos esenciales s6lo incorporables a partir de la

dieta. ¥
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2.3. Biodisponibilidad de flavonoides

Es muy importante destacar que los polifenoles mds comunes en la dieta humana no son,
necesariamente, los mds activos en el organismo ya sea por su baja actividad intrinseca o porque
son poco absorbidos en intestino, altamente metabolizados y/o rdpidamente eliminados. 3]

El metabolismo de flavonoides sigue un camino comun a la totalidad de nutrientes. Las
agliconas pueden ser absorbidas en el estémago e intestino delgado. Sin embargo, la forma mas
frecuente de encontrar a los flavonoides en los alimentos de origen natural es como ésteres,
glicésidos o polimeros incapaces de ser aprovechados en su forma nativa. Estas sustancias,
primeramente, deben ser parcialmente hidrolizadas por enzimas intestinales o la misma flora que
habita en el colon. Cuando la flora estad involucrada, la eficiencia de absorcién y aprovechamiento
usualmente disminuye ya que la microbiota suele degradar las agliconas a sustancias de menor
tamafio y sin actividad. ">

Durante el curso de la absorcién, los flavonoides son conjugados en el intestino delgado y el
higado. Este proceso generalmente incluye metilacion, sulfatacion y glucuronidacion. Estos
procesos son comunes en la desintoxicacion metabdlica y facilitan la eliminacion urinaria y biliar
de xenobidticos al aumentar su hidrofilia. Los mecanismos de conjugacién son altamente
eficientes por lo que es poco probable que los flavonoides, en dosis nutricionales, lleguen a
concretar alguna de sus actividades benéficas. (33]

Dado que la absorcién en colon ocurre con menos facilidad, ya sea por la menor superficie
expuesta para el proceso como asi también por una densidad de transporte considerablemente
disminuida por la presencia de mucus, los flavonoides glicosilados se absorben con mayor
dificultad que las agliconas y los glucosilados. Hollman y col. (1999) 34] y Graefe y col. (2001)
1351 demostraron que la biodisponibilidad de rutina (quercetina-3-rutinosa) es solo del 15 al 20 %
de la que posee quercetina- 4’-glucosa.

Los diferentes glucésidos de quercetina son, incluso, absorbidos en intestino delgado % y su
arribo a colon, en las formas naturales mds abundantes, es practicamente improbable. Las
isoflavonas glicosiladas presentes en la soja y sus derivados, siguen el mismo comportamiento.
[37]

La principal desventaja de utilizar flavonoides de manera terapéutica o en el disefio de

alimentos funcionales y/o nutracéuticos radica en que su forma mads activa es la aglicona, siendo

ésta la menos soluble en agua y medios de pH fisiolégico.
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En conclusion, los flavonoides constituyen un grupo de biomoléculas de excelentes
propiedades que no pueden explotarse en su totalidad ya que son ldbiles en condiciones
ambientales (luz, oxigeno, temperatura) y en el propio tracto digestivo donde sufren severas

modificaciones que alteran su potencial actividad. **!
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3.1. La microencapsulacion como herramienta de vehiculizacion

La microencapsulacién es una técnica a través de la cual un componente activo (fase interna o
material core), que puede estar conformado por gotas de una sustancia liquida, particulas de un
componente s6lido, burbujas de una sustancia gaseosa o microorganismos, es entrampado en una
matriz polimérica (agente encapsulante o material de pared). "'~
En la industria alimentaria determinados compuestos se microencapsulan por las siguientes

razones [4’512

e Vehiculizar sustancias de poca afinidad con la fase que lo contendra.

e Reducir la reactividad del material interno frente a factores ambientales (luz, oxigeno,
temperatura, humedad, etc.).

e Modificar las caracteristicas fisicas del material original de modo que se posibilite una
mejor manipulacion.

e Enmascarar el flavor (sabor y aroma) del material interno.

e Diluir la fase interna cuando se requieren pequefias cantidades de la misma en la
formulacion final (oligonutrientes y/o compuestos bioactivos).

e Disminuir el grado de transferencia del material interno hacia el medio que lo rodea.

e Ayudar a que sustancias ldbiles resistan condiciones de procesamiento y empacado
protegiendo sabor, aroma, estabilidad, valor nutritivo y apariencia.

e Proteger compuestos bioactivos frente a condiciones fisiologicas de digestion

gastrointestinal, mejorando su absorcion y liberacion en sitios de accidn especifica.

El tamafo de las microcdpsulas estd comprendido entre unos pocos micrones y algunos
milimetros. Dependiendo de las propiedades fisicoquimicas de la fase interna y del material de
pared y de la técnica empleada para la formulacién se puede obtener distinta morfologia de
particula (Figura 3.1.): particulas esféricas compuestas de un centro uniforme rodeado de una
ldmina de material de pared, estructura multi-pared, particulas irregulares, estructura multi-nicleo

y del tipo matricial, cuyo material activo se encuentra altamente disperso en la matriz polimérica.
[6-8]
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Figura 3.1.: Morfologia de los diferentes tipos de microcdpsulas.
(A) Particula simple. (B) Particula multipared. (C-D-E-F) Particulas matriciales. (G) Particula Irregular. (H) Particula
multinicleo. Adaptado de Gibbs y col. (1999)y Vehring (2007).

3.1.1. Materiales de pared

La composicion del material de pared es la principal determinante de las propiedades

funcionales de la microcépsula que, para ser ideal, deberia presentar las siguientes caracteristicas
[1].

e Propiedades reoldgicas adecuadas.

e Habilidad para dispersar o emulsificar el material activo y estabilizar la emulsién o
suspension producida.

e No reaccionar con el material encapsulado durante el procesamiento y almacenamiento
prolongado.

e Capacidad de conservar el material activo dentro de la estructura formada.

e Proveer una maxima proteccion del material activo respecto de las condiciones
ambientales (oxigeno, calor, luz, humedad, etc.).

e Solubilidad en solventes aceptados en la industria alimentaria.

e Econdémico y de grado alimenticio.

Los carbohidratos son, y han sido, los materiales més utilizados como recubrimiento en la
microencapsulacion. Entre ellos se encuentra el almidén y sus derivados modificados,

maltodextrinas, pectinas, alginatos, etc. Los polisaciridos son considerados buenos agentes
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encapsulantes dado que exhiben una baja viscosidad a elevada concentraciéon de sdlidos,
aportando muchos de ellos, actividad interfacial, lo cual mejora la eficiencia de
microencapsulacion por la estabilidad que brindan a las emulsiones y suspensiones de los agentes
activos. !

Las pectinas son un tipo de heteropolisacaridos formados por una mezcla de polimeros acidos
y neutros muy ramificados que constituyen el 30 % del peso seco de la pared celular primaria de
células vegetales. En presencia de agua forman geles y son capaces de producir emulsiones
estables a bajas concentraciones. Las propiedades emulsificantes de las pectinas se deben a
residuos de proteina que hay en su cadena polimérica y a la elevada presencia de grupos acetilo.
I Los alginatos son hidrocoloides, extraidos de algas, que puede reaccionar con los iones de Ca**
y formar un gel estable capaz de microencapsular por gelificacion un activo presente en el medio;
son polimeros de 12.000 a 180.000 Da compuestos de acidos D-manurénico y L-gulurénico
conectados por enlaces § 1-4. I'E] uso de polisacéridos en los que la unién de monémeros esté
determinada por enlaces f 1—4 se ha ampliado como redituables materiales de pared, dado que
estos enlaces no pueden ser digeridos por el organismo humano y permiten una mejorada
absorcién de compuestos bioactivos en intestino mediante la colaboracién de la microbiota. !

Las gomas son utilizadas en la microencapsulacion por sus propiedades formadoras de film y
emulsificantes. La goma acacia, generalmente llamada goma arabiga, es un polimero de acido D-
glucurénico, L-ramnosa, D-galactosa y L-arabinosa con un 2 % de proteinas que le confieren la
mencionada capacidad emulsificante. ' Dentro de las proteinas, las mds comtinmente empleadas
son la gelatina y las proteinas de leche o suero de leche que, en combinacién con azuicares
simples o maltodextrinas, logran buenas propiedades de pared. Sin embargo, su capacidad

. . c1 6,11
reactiva frente a grupos carbonilo (C=0) hace que su uso sea muchas veces excluido. '"!
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3.2. Técnicas de microencapsulacion

Existe una variada serie de técnicas para encapsular diferentes compuestos en el disefio de
aditivos alimentarios. Los métodos generalmente se clasifican en quimicos, fisicoquimicos y
fisico-mecénicos. *! Los métodos quimicos son ampliamente utilizados a escala de laboratorio,
abarcan la polimerizacion interfacial e in situ del material de pared. "’

Los métodos fisico-mecanicos son los mas difundidos. El secado por aspersion (Spray-
Drying) es una de las técnicas mas antiguas y utilizada a nivel industrial, en la cual un liquido
(suspension o emulsion del material de pared y agente activo) es atomizado en contacto con un
gas, generalmente aire, a altas temperaturas lo cual permite la evaporacién del solvente
instantdneamente. El secado por aspersion es una operacidon unitaria econdmica, flexible y
permite plantear procesos continuos a gran escala que brinda particulas de buena calidad,
matriciales, con un tamafo promedio de 40 pm. 51 1a refrigeracion por aspersion (Spray-
Cooling) es utilizada en la encapsulacion con sustancias de bajo punto de fusién, como aceites
vegetales, donde se pretende obtener una particula hidréfoba capaz de vehiculizarse en matrices
lipidicas. '* Dentro de este grupo se encuentra también la técnica de lecho fluidizado, donde una
solucién de material de recubrimiento se pulveriza, en contra corriente con aire caliente, sobre un
lecho de particulas del componente activo; la evaporacion del solvente es instantdnea. (1.3.11.12]

La gelificacion iénica es un método fisicoquimico (electrostatico) que permite la obtencion de
particulas por interaccion de cargas opuestas. El tamafio de las microcdpsulas y sus caracteristicas
pueden ajustarse a través de los valores de pH, la concentracion idnica, la relacién material de
pared/compuesto activo y el tipo de material de pared. Se utiliza para encapsular sustancias
hidrofilicas. ! La manera de llevar el procedimiento a gran escala es a través de la extrusion,
donde una solucién continua de polimero (generalmente alginato), conteniendo el componente
activo a recubrir (usualmente emulsionado), es goteada sobre una solucién gelificante de Ca**. Si
en lugar de Ca®™ se emplea otro polimero de carga opuesta para llevar a cabo la interaccion y
conformacidn de la estructura envolvente, la técnica pasa a denominarse coacervacion y suele ser
representada en combinaciones de proteinas, como la gelatina, y polisacdridos, como la goma
ardbiga o el alginato. Las microcdpsulas obtenidas son del tipo simple o multi-pared. ! Otro
método fisicoquimico empleado es la inclusion molecular, generalmente en ciclodextrinas, las

cuales poseen grupos hidréfobos en su interior e hidrofilicos en su exterior, pudiendo alojar
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dentro de su estructura compuestos afines, los cuales son rodeados y protegidos, adquiriendo la
capacidad de vehiculizarse en medios acuosos conforme a la cantidad de mondmeros de glucosa

que comprenda el ciclo. 9]

Algo similar representa el atrapamiento en liposomas,
microvesiculas esféricas compuestas por bicapas paralelas de fosfolipidos. Esta propiedad de los
fosfolipidos de adoptar la configuracién en bicapas en una fase acuosa, se debe a que son
moléculas anfifilicas, es decir, poseen un extremo polar o hidrofilico, que se orienta hacia la fase
acuosa, y un extremo no polar o hidrofébico, que rechaza la fase acuosa y se orienta hacia el
interior de la bicapa. "’

La eleccién del método a utilizar para microencapsular, generalmente se ve determinada por la

naturaleza fisica del material core.

3.2.1. Eficiencia de microencapsulacion

La eficiencia de microencapsulacién es definida como la concentracion de material core que
se encuentran en el nicleo o matriz de la microcapsula, en relaciéon a la concentracion total, es

. P . , ., .. 3
decir, respecto de lo presente en el nicleo o matriz, como asi también en la superficie. 3]

La eficiencia de microencapsulaciéon puede ser afectada por diversos factores, que se detallan a

. |
continuacién M3:

e Concentracién del polimero.

La eficiencia de microencapsulacion aumenta con concentraciones crecientes del
polimero. 14 E] efecto de la concentracién del polimero puede ser interpretada de dos
maneras. En primer lugar, cuando el polimero se encuentra en altas concentraciones se
deposiciona més rdpido en la superficie de la fase dispersa, previniendo la difusion del

[15]

compuesto activo ' . En segundo lugar, incrementa la viscosidad de la suspensién o

emulsién y retarda la difusion del material core dentro de las gotas del polimero

encapsulante. [16]

e Relacion entre la fase dispersa y fase continua.
El tamafio de particula y la eficiencia de microencapsulacién se incrementan con el
aumento del volumen y concentracion de la fase continua, es decir, de la solucién de material

de pared. (141
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e Velocidad de eliminacién del solvente.

La metodologia empleada y la velocidad de remocién del solvente influyen en la
velocidad de solidificaciéon del compuesto activo, como asi también en la morfologia de las
microparticulas resultantes. '*! El solvente se puede eliminar de la emulsién mediante
evaporacion o extraccion en fase continua. La velocidad de eliminacion del disolvente puede

ser controlada por la temperatura de evaporacién y por el volumen del medio de dilucién.

e Solubilidad del compuesto activo en la fase continua.

Una pérdida de material core puede ocurrir en la fase continua de material de pared
cuando la fase dispersa permanece en un estado transicional semi-sélido o emulsionado. Si la
solubilidad del compuesto activo en el solvente de la fase continua es més alta que en el de la

fase dispersa, difundiré facilmente y dificultara su entrampamiento en la microparticula. el

e Peso molecular del material de pared.

Segun estudios realizados por Fu y col. (2005) 7]

, a medida que desciende el peso
molecular del polimero, la eficiencia de microencapsulacién disminuye y la liberacion del

compuesto activo se incrementa.

3.3. Mecanismos de liberacion del componente activo

El revestimiento de las microcdpsulas puede ser fracturado por fuerzas mecdnicas como la
presion o el cizallamiento. Cuando el mecanismo de liberaciéon pretende ser mecdnico, la
masticacion es una de las herramientas mds efectivas para llevarlo a cabo. La liberacion mediada
por fractura del material de pared es inmediata pero sucede s6lo al momento de aplicar la fuerza
necesaria. !'"!

La mayoria de las microcdpsulas tienen paredes finas que pueden actian como una membrana
semipermeable. Debido al tamano de las particulas, el 4drea superficial expuesta es elevada por
unidad de peso, por lo tanto, con frecuencia, la liberacién controlada se logra a través de un

proceso de difusién. La difusiéon es un movimiento de material core impulsado por un gradiente

de concentracion; depende del tamaiio, la forma y la polaridad de las moléculas de penetracion.
[18]
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La integridad del recubrimiento puede ser alterada, también, por disoluciéon del material de
pared en un disolvente apropiado o por aplicacion de temperatura. Los revestimientos solubles en
agua pueden disolverse fiacilmente mediante el aumento de la humedad en los sistemas que los
contienen; aquellos recubrimientos insolubles en agua pueden fundirse térmicamente, lo cual se
utiliza comdnmente para las cdpsulas que presentan lipidos como material de pared. ''!!

Es importante destacar que, si bien siempre prima uno de estos métodos, nunca acontece un
s6lo mecanismo. Finalmente, una vez que las microcdpsulas son ingeridas la liberacién puede ser
mediada por la biodegradacién enzimdtica en intestino delgado, o a través de la microbiota en

. . -2 1
colon, para dispensar el activo y favorecer su absorcién. !
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4.1. Obtencion y estructura quimica de quitosano (Ch)

Quitina y quitosano (Ch) son polimeros naturales definidos como amino-polisacdridos de

(11

aplicaciones multiples pero altamente especificas. Estos biopolimeros se destacan,

principalmente, por su biocompatibilidad, biodegradabilidad, su carencia de toxicidad, actividad
antimicrobiana, antioxidante, inmuno-estimulante y prebiética. /'~

Quitina posee una estructura 100 % acetilada, compuesta en su totalidad por monémeros de N-
acetilglucosamina unidos por enlaces § 1—4 (Figura 4.1.), por lo que, al igual que la celulosa, es
una sustancia incapaz de ser aprovechada por el tracto gastrodigestivo humano, adoptando la
definicién de fibra alimentaria. '® Se obtiene de animales invertebrados (exoesqueleto de
crusticeos en su mayoria), hongos y levaduras. ' La insolubilidad de la misma se debe a su
estructura semicristalina conferida por el establecimiento de puentes hidrogeno inter e
intramoleculares que dan lugar a tres polimorfismos principales, o-, B- y y- (Figura 4.2.). La
forma mds abundante en la naturaleza es la a-, en la que las cadenas poliméricas adyacentes se
disponen de manera antiparalela, lo que facilita establecer uniones intermoleculares mas
estrechas y dificulta el acceso a los grupos funcionales, convirtiéndola en la menos reactiva de las
isoformas. B-quitina, conforma una unidad monoclinica de cadenas dispuestas de modo paralelo,
donde los impedimentos estéricos exponen la estructura de modo mads reactivo ya que sus enlaces
puente hidrégeno intermoleculares se constituyen de manera mds débil dando lugar a un
“hinchamiento semicristalino” en agua u otros solventes organicos.”’ La tercer isoforma, y-, es
considerada un subtipo de o-quitina, donde la disposicion de las cadenas se da de manera

intercalada, dos de modo paralelo y uno antiparalelo. !

Figura 4.1.: (A) Quitina 100 % acetilada. (B) Quitosano (Ch).
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Figura 4.2.: Isoformas de quitina.

Quitina es un biopolimero quimicamente estable, completamente insoluble en solventes
orgénicos e inorgdnicos. [**! Se extrae del exoesqueleto de crusticeos a través de un tratamiento
acido que permite disolver el carbonato célcico (50 % de la composicion del mismo), seguido de
una extraccion alcalina para disolver el contenido proteico y, posteriormente, una
despigmentacion que remueve las astaxantina presente para blanquear el polvo obtenido. 1O Un
simple tratamiento con NaOH al 20 % (p/v), seguido de un intenso lavado con agua, permite
convertir la a-quitina en -quitina, lo cual mejora la reactividad para la obtencién de Ch.""! Este
ultimo puede ser producido a través de un proceso de desacetilacion por hidrdlisis alcalina
(NaOH o KOH al 30-50 % (p/v)) o enzimética (a través de desacetilasas del hongo Mucor
rouxii), de los grupos acetoamidos de quitina. 3.1

Galed y col. (2005) 121" demostraron que la reacciéon de obtencion de Ch no depende de la
procedencia de quitina, es decir, de la especie de crustidceos desde la cual se obtiene. Ahora bien,
si la misma proviene de una obtencion a escala industrial, su grado de pureza es menor a aquella
que se obtiene a escala piloto o laboratorio, y la misma arroja Ch con mayor grado de
desacetilacion (GDA) dada la alteracion de su estructura semicristalina, por la presencia de las
mencionadas impurezas, lo que facilita la reaccién del dlcali y la obtencién del mismo. ™!

Ch tiene tres grupos funcionales reactivos, un grupo amino (—NH;) o aceto-amido y también
dos grupos hidroxilo (~OH) primarios y uno secundario en C2 y C3, respectivamente (Figura
4.1.). ¥ El grupo funcional —-NH, se convierte en el potencial sitio reactivo para la obtencion de

14 , ..
(5.9, ], como asi también es el

moléculas derivadas que ofrezcan nuevas o mejoradas aplicaciones
grupo le confiere la capacidad de disolverse a pH debajo de 6, ya que Ch posee un pK, de
alrededor de 6,3. Por debajo de dicho valor de pH los grupos —NH; se protonan y convierten a Ch
en un electrolito policatiénico soluble en medios acuosos, en tanto que la transicion soluble-
insoluble ocurre alrededor de su valor de pK,. "">'® El grado de protonacién depende del pH y el

[15,16]

pK, del dcido donde se pretende solubilizarlo , como asi también del GDA de Ch pero no del

peso molecular (PM) del mismo. U7 Ch a bajos valores de pH forma sales de amonio cuaternario
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y por ésto, dcidos como el acético, el férmico y el lactico pueden disolverlo. El mejor solvente
para Ch es el 4cido férmico pero el solvente més utilizado es el 4cido acético al 1 % (v/v) con un
pH alrededor de 4. La solubilidad también depende de la concentracién de iones (fuerza i6nica)
en la solucién, puede ocurrir el efecto salting out cuando las concentraciones de acido son
elevadas, obteniéndose como producto sales de Ch y el 4cido involucrado. Dichas sales se
disuelven directamente en agua una vez aisladas, y es este efecto el que explica la insolubilidad
de Ch en 4cidos fuertes como sulfirico y fosférico. El dcido clorhidrico a concentracién 1 M ya
genera dicho comportamiento dando clorhidrato de Ch. El aumento de la concentracién de dcido
acético no brinda soluciones menos viscosas debido a la baja constante de disociacién del mismo,
que no permite la protonacién suficiente de los grupos —NH,. Ahora bien, esto no impide que a
concentraciones elevadas del mismo, en ayuda de temperatura, se formen sales acetato de Ch.

[1,15,16]

Dada su creciente aplicacién en rubros multivariados ! y las desventajas propias del Ch como

elevada viscosidad a bajas concentraciones y escasa solubilidad a pH neutro "'

, es que el
desarrollo de derivados por diversos mecanismos ha sido tema de numerosos estudios y
consecuentes publicaciones. En efecto, lograr un derivado soluble a pH neutro, amplia el espectro
de uso de Ch y hace de su demanda un circulo no poco redituable, atendiendo a que deriva de un
subproducto de la industria alimenticia que provee del segundo polisacarido mds abundante en la
tierra después de la celulosa, la quitina.

Dentro de las reacciones que pueden llevarse a cabo con los grupos —-NH, de Ch para obtener
moléculas funcionales, se encuentran la acetilacion, cuaternizacion, reacciones de alquilacion con
aldehidos y cetonas para dar bases de Schiff, quelacion de metales, etc. Los grupos —OH, por su
parte, también plantean posibles quimismos como la O-acetilacién y puentes hidrégeno con
moléculas polares. (1.3)

Sin bien, desde el afo 2000, paises como Japon y Corea, incluyeron a Ch como alimento
funcional dentro de sus marcos regulatorios, recién en 2003 la Comision del Codex Alimentario
lo incluyé en su listado de aditivos alimentarios, en tanto que la Unién Europea lo hizo en 2015,
incluso luego de que la FDA (por sus siglas en inglés, Food and Drug Administration) en Estados

Unidos lo haya avalado como GRAS (por sus siglas en inglés, Generally Recognized as Safe).

3,1 . . . . . L. .~
318 Esto permite comenzar a dar impulso a las aplicaciones de este polisacdrido en el disefio de
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alimentos funcionales y nutracéuticos ya que ha mostrado versatilidad para potenciar, a través de

diferentes funcionalizaciones, sus propias caracteristicas naturales.

4.2. Principales propiedades y aplicaciones de quitosano (Ch)

4.2.1. Biocompatibilidad

Como Ch no puede ser degradado por enzimas del sistema gastrodigestivo humano se
convierte en una sustancia no absorbible. Su dosis letal 50 (LDsp) es de 16 g/kg, muy similar a los
valores de glucosa y sal de mesa probados en modelos murinos. "

Shipper y col. (1996) **'han demostrado que la toxicidad de Ch es GDA dependiente. Valores
de GDA por encima del 35 % no mostraron toxicidad, pero por debajo de dicho porcentaje los
efectos toxicos evaluados fueron dosis dependiente. Notaron también una independencia del PM
sobre dichos efectos. !

Ch muestra mejor cito-compatibilidad que quitina. Shipper y col. (1997) *! utilizando la linea
celular Caco-2, demostraron que Ch puede interactuar con la membrana celular reorganizando las
proteinas asociadas a las uniones estrechas (tight junctions) y facilitar transportes paracelulares
de drogas encapsuladas. Esta caracteristica también se defini6 como GDA dependiente, dado que
a mayor cantidad de grupos —NH,, mayor es la carga positiva potencial que Ch puede trasportar.
Dicha carga ademas le otorga la capacidad de interactuar con la membrana citoplasmatica de las
células, como asi también con la glicoproteina mucina que conforma el mucus asociado a las
superficies epiteliales de la mucosa. > Lehr y col. (1992) ' sugieren que las fuerzas de unién

electrostdtica de Ch con el mucus podrian estar determinadas por el PM, ya que a mayor PM la

posibilidad de establecer fuerzas de arraigue a la capa glicoproteica se ve favorecida.

4.2.2. Capacidad antioxidante

Ch ha mostrado una importante actividad antioxidante al desactivar especies radicalarias como

1-difenil-2-picril-hidrazilo (DPPH), ROO", HO" y O, ***°! como asi también al prevenir la

[29-31]

reaccion de Fenton quelando iones metdlicos Incluso, mas recientemente, se ha

demostrado su capacidad de desactivar O, (lAg). 321
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A través de los sucesivos estudios acerca de la capacidad de Ch para actuar frente a EROS se
ha encontrado una importante relacién entre dicha actividad con el GDA y el PM. 2% 1a
dependencia con el GDA se explica a través de la formaciéon de macro radicales estables a partir
de los grupos —NH; [33’34], aunque, Tanaka y col. (1993) 1351 y Kosaraju y col. (2010) [36], han
probado al bloquear por reacciéon de Maillard los grupos —NH, con glucosa, que los —OH
presentes en la cadena polisacidrida de Ch también suman a la actividad antioxidante del
polimero, principalmente al quelar iones de Fe **.

Respecto del PM, la dependencia se muestra sujeta a una relacion indirecta, a menor PM una
mayor accesibilidad a los grupos reactivos —NH, y —OH, favorecido por un menor
establecimiento de puentes hidrégeno, da lugar a una mayor capacidad para desactivar EROS,
pero esto ha mostrado una diferencia significativa cuando se tratdé de oligosacdridos, los cuales

rondan valores de 5 a 10 kDa, en comparacion a Ch de PM medio. (2.30.31]

4.2.3. Actividad anti-inflamatoria e inmunoestimulante

Nishimura y col. (1984) 37 fueron los primeros en demostrar el efecto inmuno-estimulante de
Ch frente a infecciones in vivo con Escherichia coli, como asi también una actividad supresora
del crecimiento tumoral “*. Ellos concluyeron que Ch con un GDA del 70 % actuaba como
inmuno-regulador activando macréfagos peritoneales 'y células natural killer. La
biocompatibilidad de Ch podria, en una primera instancia, estimular células inflamatorias de la
inmunidad innata, como macréfagos; sin embargo, a través del receptor de manosa, los
macréfagos pueden internalizar residuos de N-acetilglucosamina de Ch y desplazar la activacion
hacia la via anti-inflamatoria de arginasa por un mayor metabolismo de L-arginina. [37.400
Porporatto y col. (2004) 41 demostraron que, luego de la primera activacion como barrera
inmediata en una co-administracion del antigeno coldgeno tipo Il y Ch, se inducen mediadores
anti-inflamatorios capaces de modular la respuesta inmune. Posteriormente, fue comprobado que
Ch per se estimula la produccion de IL-10 de manera local, en placas de Peyer, y sistémica, en
bazo, disminuyendo la produccién de IL-2 en este udltimo O6rgano. 42 De manera dosis
dependiente, la expresion de ARN,, de interleuquinas IL-10, IL-4 y factor de crecimiento tumoral

B (TGF-B) fue mayor en placas de Peyer cuando mayor fue la cantidad de Ch suministrado. Este

tipo de perfil define, finalmente, induccién de tolerancia oral. [4243]
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4.2.4. Actividad antimicrobiana

Ch puede ejercer actividad antimicrobiana mediante cuatro aristas esenciales. 44 En primer
término, por recubrimiento de las células a través de una capa impermeable que impide el
transporte de nutrientes. Se corresponde con la caracteristica de la viscosidad que Ch imparte a
los sistemas en los que se incorpora y a través de la cual ejerce un efecto envolvente de los

. . ., . . 45.46 . ., .-
microorganismos en suspension en dicho sistema 45461, segundo, por interaccion electrostatica

con componentes de la superficie celular que alteran la fisiologia normal de la célula 1471 estas
interacciones han sido sustancialmente diferentes atendiendo al GDA y PM del Ch. Ch de PM
elevado se comporta como un aislante fisico de la célula bacteriana, no asi el de bajo PM, que es
capaz de ingresar a la misma e interferir en transportes citoplasmaticos vitales. Segiin sea mayor
o menor su GDA, mayor o menor serd su carga —-NH3", respectivamente, y segin la misma su
capacidad de interactuar de modo electrostatico con la superficie de la célula bacteriana. Ahora
bien, esta capacidad no puede desprenderse del pH del medio ya que si el mismo estd por encima
del pK, de Ch, su actividad antimicrobiana estara significativamente disminuida. [19.47)

El tercer mecanismos de esta actividad es la quelacion de nutrientes necesarios para el
desarrollo celular, como Mg2+, Ca** y Zn2+, cofactores enzimaticos indispensables [48]; y la
cuarta, la unién al ADN que inhibe la sintesis de ARN,, y la consecuente traduccién a proteinas
vitales. Esta caracteristica es completamente PM dependiente, porque segun sea el tamafo de la

cadena polisacdrida ésta podra penetrar la membrana plasmaética y la nuclear, seguidamente. 1491

4.2.5. Otras actividades biologicas

Adicionalmente, Ch ha demostrado un efecto removedor o adsorbente de toxinas y metales

o . . 2
pesados dafiinos en intestino *!

, como asi también un potencial bifidogénico en la regulacién de
la microbiota intestinal. "' Asimismo, Nam y col. (2001) ®” han comprobado la actividad

antimutagégina de oligosacéridos de Ch frente a diferentes quimicos.

4.2.6. Aplicaciones de quitosano (Ch) en formulaciones alimentarias

Como se ha mencionado a principio de este capitulo, Ch ofrece una amplia gama de
aplicaciones unicas, en su mayoria, de gran valor agregado para la industria alimentaria, entre

ellas: preservacion del deterioro microbiano, formacién de films biodegradables, empleo en
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formulaciones funcionales como fibra alimentaria y, de modo indirecto, el empleo como material
de recubrimiento de diversos componentes bioactivos y microorganismos probidticos para el

disefio de aditivos funcionales y nutracéuticos. "*'*! Otra interesante aplicacién de utilidad

[

. . . o ., . 31 .
industrial, es el uso de Ch como soporte para la inmovilizacion de enzimas ] que permite, a su

vez, crear innovadores biosensores, y el entrampamiento de microorganismos para el tratamiento

. ~ ‘s 2
de aguas residuales en perlas de tamano macroscopico. [32]

A) Empleo para la obtencién de recubrimientos comestibles.

Ch se ha convertido en uno de los biopolimeros mas estudiados de las dltimas décadas por su
excelente capacidad formadora de film, que no s6lo permite obtener un recubrimiento
biodegradable sino que también provee de una barrera antimicrobiana al material recubierto.
652,331 para 1a obtencién de films el dcido acético ha mostrado los resultados mas desfavorables,
dada la baja elongacién y la dureza de las peliculas obtenidas. Frente a esta aplicacion
demostraron mejores caracteristicas los recubrimientos obtenidos desde 4cido citrico, malico o
lactico, aunque no puede independizarse la calidad del film del PM de Ch y del método de secado
para su obtencion. [54]

Dadas las caracteristicas hidréfilas de Ch, las peliculas no muestran una completa
impermeabilidad del material recubierto, no s6lo no evitan el paso a la humedad ambiente, sino
tampoco al oxigeno, lo cual depende del GDA. A valores elevados de GDA se observa mayor
permeabilidad al vapor de agua, aunque también, mayor elongacion. 1551 B por esto, que se
combina a Ch con diferentes compuestos bioactivos para la obtencion de recubrimientos

funcionales mejorados respecto de las propiedades originales del biopolimero. '

B) Aplicacién en la microencapsulacién y distribucién de compuestos bioactivos/nutrientes.

Por todas las propiedades discutidas con anterioridad, Ch se convierte en un apropiado
material de pared para la obtencion de micro y nanoesferas de liberacion controlada capaces de
sortear condiciones gastricas y, por las caracteristicas propias del material encapsulante, en las
cuales se potencien las caracteristicas del material bioactivo encapsulado. 91 Esta aplicacion se
vuelve extensiva a microorganismos probidticos, dada la proteccion que ofrece frente a

condiciones géstricas, permitiendo el arribo del material de carga en intestino. °°
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5.1. Anatomia y fisiologia de intestino

El intestino es un 6rgano complejo expuesto a numerosos microorganismos (comensales y
patégenos) y antigenos (perjudiciales e inocuos) que estimulan una intensa actividad
inmunoldgica, la cual es regulada por sofisticados mecanismos locales. El intestino delgado
comienza en el piloro y termina en la vélvula ileocecal, que constituye la entrada al intestino
grueso, se divide en tres segmentos principales: duodeno, yeyuno e ileon. El intestino grueso
comienza en el ciego, continda en el colon ascendente o proximal, luego colon descendente o
distal, recto y, finalmente, el ano. El intestino delgado tiene una longitud promedio de 6 a 7 m y
se caracteriza por sus proyecciones conocidas como vellosidades, que se extienden en el lumen
aumentando la superficie expuesta a los procesos de digestion, mientras que el colon mide 1,5 m,
carece de vellosidades y su superficie es plana.“]

La mayoria de los procesos inmunolégicos tienen lugar en la mucosa, la cual comprende el
epitelio, la Idmina propia subyacente y la muscular de la mucosa, que es una delgada 1dmina de

musculo liso ubicada por debajo de la ldmina propia (Figura 5.1.).
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Figura 5.1.: Anatomia de la mucosa intestinal y su sistema inmune.
(A) Intestino delgado. (B) Colon.
Adaptado de Mowat y Agace. (2014).
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La Idmina propia consiste de tejido conectivo empaquetado de manera holgada de modo tal
que pueda dar forma y estructura a las vellosidades. A estas proyecciones llega el flujo
sanguineo, el drenaje linfatico y el soporte nervioso de la mucosa y contiene también las
principales células de la inmunidad innata y adaptativa. L21

Las estructuras organizadas (placas de Peyer en intestino delgado, placas de colon y foliculos
linfoides) " son lugares de induccién de la respuesta inmune, mientras que la ldmina propia y el
compartimiento epitelial contienen células maduras y efectoras. Las estructuras organizadas estdn
cubiertas por epitelio especializado que contiene las llamadas células M, denominadas asi por su
morfologia caracteristica, que transportan microorganismos o estructuras antigénicas desde la luz
hasta el tejido linfoide subyacente. Los antigenos procesados se presentan a linfocitos T en estado
“naive”, y se activa la expansion de los clones mds afines al antigeno. La expansién clonal de
células T pueden dar lugar a linfocitos “helper” (células Th) de distinto fenotipo: Thl, Th2 o T
reguladores (Th3 o Trl). Las células T reguladoras desempefian un papel central en la inmuno-
tolerancia porque a través del contacto célula a célula y la producién de citoquinas reguladoras de
caracter anti-inflamatorio, regulan la actividad de células efectoras estimuladas por antigenos del
lumen. ! Los linfocitos T helper participan también en la activacion clonal de células B
antigeno-especificas para su diferenciacion en plasmocitos que segregardn anticuerpos
especificos (predominantemente de tipo inmunoglobulina IgA). Las células B y T estimuladas
migran a los ganglios mesentéricos donde completan su expansion y diferenciacion y desde alli, a
través de la linfa, alcanzan la circulaciéon sanguinea y se distribuyen por el organismo para
terminar alojdndose en dreas efectoras, como la ldmina propia y el epitelio intestinal.

Este contexto de tolerancia permite la exposicion continua a una carga antigénica abrumadora,
sin que por ello se desencadenen reacciones inflamatorias que lesionarian al tejido intestinal."!

Las diferentes regiones del intestino tienen distintas funciones fisioldgicas. La superficie de
las células epiteliales de absorcion, en el intestino delgado, estd cubierta por una capa de
microvellosidades (borde “tipo cepillo”), embebidas de enzimas y moléculas transportadoras de
nutrientes que se necesitan para digerir los componentes de la dieta. La funcién principal de la
superficie del epitelio de colon por su parte, es reabsorber el agua de las heces y actuar como una

barrera para la microbiota comensal.
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En el trayecto descendente del intestino delgado, las vellosidades se vuelven progresivamente
mds cortas y anchas (menor nimero), lo cual se asocia con tasas mds bajas de digestién y
absorcioén (ileon). A su vez, las células de Paneth (células epiteliales especializadas ubicadas en
las criptas de Lieberkiihn, fuente de péptidos anti-microbianos que preservan la esterilidad de la
cripta y protegen el nicho de células stem) y los IEL se vuelven menos frecuentes.

El ciego es un gran depdsito para las bacterias comensales que estdn implicadas en la digestion
fermentativa de los hidratos de carbono complejos que no pueden ser tratados por las enzimas
intestinales, no tiene vellosidades y la mucosa se compone principalmente de criptas con sélo
regiones cortas de epitelio de superficie plana. Las células caliciformes (células goblet)
comienzan a ser numerosas y en colon representan aproximadamente el 25 % de la totalidad de
células, mientras que en el intestino delgado son sélo el 10 %. ]

Este gran nimero de células caliciformes produce una capa extensa y gruesa de mucus
protector. El mucus o glicocélix, material polimérico extracelular, estd compuesto por proteinas y
carbohidratos. Se compone en colon de dos capas distintas: una interna, densa y fuertemente
unida a la superficie epitelial, y una externa, mds laxa y similar a la presente en intestino delgado.
En el colon, las bacterias se pueden encontrar en la capa de mucus exterior, pero normalmente no
penetran en la capa interna. La produccién de mucus es controlada por mediadores inmunes
incluyendo leucotrienos, IFN-y e IL-9 e IL-13.

El glicocdlix tiene funciones antimicrobianas. Este gel altamente cargado actia como una
barrera fisica y estd compuesto de glicoproteinas (mucina) que son téxicas para muchas bacterias.
Su menor densidad en intestino delgado también proporciona una matriz a la que los anticuerpos
y los péptidos antimicrobianos pueden adherirse. Como se ha observado en animales de
experimentacion los defectos en la sintesis de mucus llevan a que microorganismos comensales
penetren la barrera epitelial 'y generen mayor susceptibilidad a la colitis y, posteriormente, al

. 6,7
céncer de colon 7,
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5.2. Enfermedad inflamatoria intestinal (EII)

Actualmente, el concepto de EII engloba tres entidades: la enfermedad de Crohn (EC), la
colitis ulcerosa (CU) y la colitis indeterminada (CI). La cronicidad en el curso clinico de la EII
consiste en alternar periodos de inactividad o quiescencia, que se identifican con las fases de
remision, con periodos de actividad clinica de diferente intensidad que se denominan brotes o
recidivas. La teoria etiopatogénica mds aceptada es que en sujetos susceptibles genéticamente, la
desregulacion de la respuesta inmune del huésped frente a la flora bacteriana residente y a otros
antigenos intraluminales, juega un papel clave en la patogenia del dafio tisular. ™

La EC, la CU y la CI son tres entidades que, a pesar de ser diferentes entre si, tienen
caracteristicas comunes que en muchas ocasiones hacen muy dificil su diferenciacion. Para
realizar el diagnodstico entre EC y CU es necesario apoyarse en las caracteristicas clinicas,
endoscopicas, radioldgicas, histolégicas, seroldgicas y en la evoluciéon de la enfermedad a lo
largo del tiempo.

La EC es un tipo de EII cronica que puede afectar a cualquier zona del tracto gastrodigestivo,
desde la boca hasta el ano. Las dreas que presentan la enfermedad con mayor frecuencia son el
ileon terminal y el ciego. La EC no afecta el recto, aspecto diferenciador con la CU, en la que es
caracteristica la inflamacién de la mucosa del recto. La EC presenta, habitualmente, una
inflamacion segmentaria, lo que significa que existen areas del intestino preservadas, de longitud
variable. Es una enfermedad transmural por lo tanto, la inflamacién afecta a todo el espesor de la
pared intestinal, desde la mucosa hasta la vertiente de la serosa que recubre el intestino; su
caracteristica histolégica clave es el hallazgo de granulomas en el estudio microscépico (Figura
5.2.A). Un granuloma se define como un conjunto de células epitelioides (macréfagos que
adoptan el aspecto de células grandes, como epiteliales, con citoplasma palido y abundante y
nticleos grandes y ovalados), macréfagos y linfocitos, habitualmente células T. !

La CU es un tipo de EII crénica que afecta de forma difusa a la mucosa del colon. La
inflamacion, habitualmente, comienza en el recto y se extiende de forma proximal en continuidad
hacia el ciego, deteniéndose de manera abrupta en la vdlvula ileocecal. La afectacion intestinal es
continua, a diferencia de la EC. Dado que se limita a la mucosa del colon, es excepcional la
aparicioén de engrosamientos transmurales como ocurre en la EC. La caracteristica histologica de

la CU es que el proceso inflamatorio se limita a la mucosa. La ldmina propia se encuentra
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congestiva, edematosa y con mayor nimero de células. Existe un aumento de infiltrado
inflamatorio que se extiende tanto lateral como verticalmente, en la mucosa del colon (Figura
5.2.B). Otra caracteristica que ayuda al diagndstico y que indica la presencia de enfermedad
activa es la aparicién de neutréfilos en la pared de las criptas (criptitis), en su interior (abscesos
de las criptas) o asociados al dafio epitelial (destruccion de las criptas). Pero los dafios que
ayudan a diagnosticar la CU son aquellos que indican la cronicidad de la enfermedad como la
deformacién arquitectonica y la atrofia de las criptas, aumento de la separacién entre ellas con
disminucién de su nimero y la presencia de agregados linfoides e infiltrado inflamatorio crénico,

asociado a la disminucién de mucus. '

Muscular de la
mucosa
RS o

Criptas

Figura 5.2.: Caracteristicas histoldgicas de enfermedad de Crohn (EC) y colitis ulcerosa (CU).
Tincién hematoxilina-eosina (H&E) de colon. Adaptado de Podolsky. (1991).
(A) Corte transversal (100x) EC. (B) Corte transversal (250x) EC.
(C) Corte transversal (100x) CU. (D) Corte transversal (250x) CU.
(E) Corte transversal (100x) colon sano.

La CI es una EII crénica que presenta caracteristicas de la EC y la CU, de confuso
diagndstico, afecta exclusivamente al colon y se la diagnostica luego de excluir la colitis

infecciosa u otras causas de colitis.!™
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5.2.1. Factores de riesgo interno

En la luz intestinal existe un ecosistema en el que coexisten bacterias comensales, nutrientes y
elementos asociados a los mismos (contaminantes). Existe una compleja complementariedad
entre ambos y las células eucariotas del intestino.!""!

En el momento de nacer, el tracto gastrointestinal del ser humano se considera estéril. Tras el
contacto con el medio ambiente, el intestino es colonizado y la microbiota existente,
caracteristica de cada individuo, va a permanecer relativamente constante a lo largo de la vida.
Las bacterias intestinales se encuentran en una proporcién de 10" colonias por mm’ de contenido
intestinal.'™!

El huésped se beneficia de la capacidad de la flora intestinal para sintetizar vitaminas (K y
acido fdlico) y reciclar alimentos no absorbidos, sintetizando, entre otros sustratos, dcidos grasos
de cadena corta. Los microorganismos aportan al organismo energia que de otra manera se
perderia en las heces y, ademas, ejercen efectos tréficos o anti-inflamatorios sobre la mucosa
intestinal. Finalmente, la flora comensal, controla el crecimiento excesivo de gérmenes
patdgenos, mantiene la integridad de la barrera intestinal, asi como su homeostasis inmunolégica.
(11]

El huésped desarrolla mecanismos de reconocimiento que se activan especificamente mediante
moléculas propias y tUnicas de bacterias, hongos y virus, denominadas patrones moleculares
asociados a patégenos (PAMP) como lipopolisacarido, peptidoglicanos, muramil-dipéptido,
flagelinas, etc. Dos de estos receptores, los receptores tipo foll (TLR), en la membrana celular, y
los dominios de oligomerizacién nuclear (NOD), intracelulares, son necesarios para iniciar la
respuesta inmune innata. Los TLR, a su vez, actian como conexion entre la inmunidad innata y la
adaptativa. A pesar de que la activacion de estos receptores conduce a la liberacion de citoquinas,
estos ligandos PAMP no s6lo son bien tolerados por el sistema inmune intestinal, sino que son
esenciales para adaptarlo a bacterias simbidticas y mantener la homeostasis inmunoldgica
(tolerancia). (101

En este contexto, las bacterias intestinales son elementos esenciales para que se inicien y
perpetden las EIl. Como se menciond, en individuos genéticamente predispuestos, el sistema
inmune adaptativo reaccionaria exageradamente frente a las bacterias comensales del intestino.

121 Las bases de esta hip6tesis son:
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1) La mayor intensidad de inflamacion aparece en zonas con la mayor densidad bacteriana

(intestino delgado distal y colon).

2) Los antibidticos de amplio espectro aminoran la inflamacién intestinal, especialmente en
el intestino delgado distal. ''*'¥!
3) Los ratones knock-out para la citoquina IL-10 (mediador anti-inflamatorio), cuando se
mantienen en condiciones libres de gérmenes, no desarrollan inflamacién en el intestino.
[15]

En los pacientes con EII se ha observado la existencia de disbiosis (desequilibrio de la flora
intestinal). Asi, la presencia de Bacteroides spp., Escherichia coli y Enterobacterium spp., en
lugar de lactobacilos y bifidobacterias, es mayor en pacientes con EC que en controles sanos.!'%!
La mayoria de los hallazgos bacteriologicos que relacionan la disbiosis, o un exceso de bacterias
adheridas a la mucosa intestinal con la EII, han sido en el colon. El colon es un enorme
biorreactor en donde las bacterias comensales juegan un papel fundamental en su funcién y
trofismo, mientras que el tracto digestivo alto tiene mecanismos dedicados a seleccionar (HCI,
bilis) y eliminar (motilidad) los antigenos existentes.

Las diferencias entre el intestino delgado y el colon en relacion al ecosistema intestinal y los
mecanismos por los que se produce inflamacion pueden ser distintos. El intestino delgado es un
organo que en su luz contiene un menor nimero de bacterias, mientras el colon necesita de las
bacterias para su normal fisiologia y para mantenerse libre de inflamacion.

Entre la microbiota del colon y los restos de alimentos no absorbidos (alrededor del 20 % de
los ingeridos en condiciones normales) existe una importante actividad metabdlica con
produccién de sustratos que no son aportados en la alimentacién y que ejercen un papel
fisiolégico crucial. Entre otros, la fermentaciéon de los carbohidratos no absorbidos produce,
ademas de gas (CO; y H»), acidos grasos de cadena corta (acético, butirico y propionico) y acido
lactico. Estos ejercen numerosas actividades metabdlicas tales como la detoxificacién de
xenobidticos, acetilacién de histonas, estimulacién de la sintesis de mucus y la absorcién de
sodio. Sin embargo, en lo que concierne a la enfermedad inflamatoria en colon, la sintesis de
acidos grasos de cadena corta contribuye a disminuir el pH intraluminal para la seleccién de
microorganismos benéficos y, al mismo tiempo, impide la activacion del factor nuclear NF-«xB lo

que disminuye la expresion de citoquinas pro-inflamatorias como TNF-a e interleuquinas como

IL-6eIL-1p. 718

-Noelia L. Vanden Braber- 57



-Capitulo 5- ENFERMEDAD INFLAMATORIA INTESTINAL

El intestino humano alberga una comunidad diversa de bacterias comensales en una relacion
de simbiosis con el anfitrion, de modo que influye permanentemente en su fisiologia. Hay
evidencia clara de que las interacciones bacteria-anfitrion en la mucosa del intestino desempefian
un papel muy importante en el desarrollo y regulacion del sistema inmune. Si esta interaccién no
es adecuada, la homeostasis entre la carga antigénica ambiental y la respuesta del individuo
puede fallar. Ello repercute en el desarrollo de patologias de desregulacién inmunitaria frente a
estructuras antigénicas propias (autoinmunidad), incluyendo la propia microbiota (EII), o
estructuras antigénicas del ambiente (atopia). [16.19)

Tanto en la EC como en la CU, las bacterias comensales del tracto entérico constituyen la
diana a la que se enfrenta el sistema inmune y, por lo tanto, el estimulo que desencadena y
perpetda los fendmenos inflamatorios que destruyen la mucosa. Muchos datos sugieren que la

poblacidon bacteriana de estos pacientes tiene rasgos andmalos en cuanto a su composicion

(grupos bacterianos poco habituales, baja diversidad y alta inestabilidad). [10.16,15]

5.2.2. Estrés oxidativo en la enfermedad inflamatoria intestinal (EII)

La activacion inmune de neutréfilos y monocitos resulta en lo que se conoce como “estallido
respiratorio”. **' El estallido respiratorio o explosién respiratoria se caracteriza por un aumento
violento en la demanda de oxigeno y en el consumo de energia a nivel celular, de alli su nombre.
Es un mecanismo frecuentemente utilizado para producir compuestos con capacidad microbicida,
tales como el anién hipoclorito (C10°), que es entre 100 a 1000 veces mds t6xico que el O, o el
H,0,. 2!l

Krieglstein y col. (2011) [22] comprobaron, en modelos murinos, que el estrés oxidativo
relacionado a la inflamacién intestinal, no estd relacionado a la actividad de NADPH-oxidasa,
sugiriendo que otras fuentes alternativas ! (xantina oxidasa, lipoxigenasa, NADPH citocromo
p450 reductasa, prostaglandina sintetasa, etc.) generarian el estado de estrés en estas patologias.

El estrés oxidativo y el dafio celular asociado al mismo, son marcadores claves de la
patogénesis de la EIl. Las barreras antioxidantes fisioldgicas muestran una deficiencia en cuanto
a la proporcién de especies reactivas generadas, que pueden modificar covalentemente el ADN y

. . . o 2
llevar la enfermedad a instancias carcinogénicas. **!
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5.2.3. Tratamientos frecuentes

Generalmente, las EC y la CU se tratan con mesalazina (firmaco de la familia de los
salicilatos que presenta propiedades anti-inflamatorias caracteristicas), corticosteroides Yy
anticuerpos especificos para TNF-a. Ningin tratamiento logra modular completamente estas
patologias a lo largo de la vida y las recidivas son instancias complejas de dificil recuperacion.

[24]

5.3. Epidemiologia de la enfermedad inflamatoria intestinal (EII)

Existen pocos reportes de prevalencia de las EIl en Latinoamérica; especificamente trabajos
hechos en Brasil, Puerto Rico, Panamd y Argentina reportan incidencia (frecuencia de aparicion
de nuevos casos en un periodo de tiempo determinado) de entre 1,2 a 4 cada 100.000 habitantes y
prevalencias (nimeros de casos en un tiempo de estudio determinado) de 20 a 100 cada 100.000
habitantes. Clasicamente la incidencia de las EII muestra un gradiente Norte-Sur. La prevalencia
de EII (sumadas CU y EC) en Norteamérica (USA y Canad4), oscila entre 320 a 511 por 100.000
habitantes. En cifras absolutas se estima que entre 1,1 y 1,7 millones de personas presentan EII
sumando estos paises. (23]

La realizacion de estudios epidemioldgicos de las EII presenta serias dificultades debido a
diversos factores en su historia natural como su comienzo insidioso, que retrasa su diagndstico
incluso meses, asi como la existencia de cierto nimero de casos en los que es dificil determinar el
diagnostico diferencial entre CU y EC. Al no existir criterios diagndsticos universalmente
aceptados, el estudio comparativo de los diferentes estudios epidemiolégicos en las distintas dreas
geograficas es complejo y responsable, al menos en parte, de la variabilidad de datos disponibles
hasta el momento. Por otro lado, existe la complicacién afiadida de ser una enfermedad
relativamente poco frecuente que requiere de un gran esfuerzo para recoger el suficiente nimero
de casos en orden a extrapolar conclusiones sobre su etiologia, historia natural y eficacia en los
distintos tipos de tratamientos a utilizar."*®!

La incidencia, y consecuentemente la prevalencia de las EII, asi como otras enfermedades de

origen autoinmune y alérgicas, han aumentado en las ultimas décadas asociadas a un descenso de

otras muchas enfermedades de origen infeccioso. Muy probablemente las EII sean enfermedades
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poligénicas que estarian mediadas por diferentes factores de riesgo ambientales que alterarian la
respuesta inmune, originando los diferentes fenotipos que se conocen de ambas enfermedades.

Mucho falta todavia por explicar en la etiopatogenia natural de estas enfermedades y para
conocerla es prioritaria la realizacién de estudios epidemioldgicos poblacionales, con inclusién
del mayor niimero posible de pacientes.

Los estudios en paises en transicion entre el subdesarrollo y el desarrollo econémico, con
areas muy diversas en su interior, serian sin duda de un enorme interés para obtener nueva
informacion. Las especiales caracteristicas de algunos paises latinoamericanos indican que la
realizacion de estudios epidemioldgicos prospectivos, bien disefiados, podria ser un punto critico
de control en los estudios de incidencia y prevalencia de estas patologias, dado que las cifras

estarian sujetas a variaciones aleatorias, poco representativas estadisticamente, del anélisis.
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6.1. Introduccion

Como fue mencionado en el Capitulo 4, las numerosas propiedades de Ch lo convierten en un
biopolimero de amplia aceptacion para ser empleado en la formulacion de alimentos funcionales.
Sin embargo, su limitada solubilidad a pH por encima de 6 termina por condicionar su aplicacion.
1 En las dltimas décadas, la funcionalizacion de Ch a través de variadas reacciones con
diferentes moléculas que mejoren su solubilidad a pH neutro o fisiolégico, se ha tornado una
estrategia para ampliar el espectro de sus potenciales utilidades. (21

La reacciéon de Maillard es un tipo de mecanismo que combina grupos amino —NH; vy
carbonilo —CI:O, de dos moléculas diferentes, a través de una deshidratacion intermolecular.
Sucede comunmente en alimentos, de modo deseado o indeseado (como consecuencia de algun
tipo de deterioro). Los grupos —NH,, generalmente, provienen de diversos aminodcidos de
proteinas y los grupos —CI:O de azicares reductores, ya sean aldosas o cetosas. Los cambios
observables se conocen como “pardeamiento no enzimatico”. Dentro de este tipo de
pardeamiento se puede categorizar a la caramelizacion, aunque ésta es s6lo producto de someter
un azucar a altas temperaturas. 3]

Ch con su disponibilidad de grupos —NH, puede llevar a cabo reacciones de funcionalizacién

con diferentes azucares a través de la reaccion de Maillard (Ec. 1) 4=,

R'CO + R*NH, —= R'C(OH)NHR’ &——= R'HC=NR” + H,0 (Be. 1)

Donde R’ representa un monosacarido y R’ la cadena poli-B (1—>4)-glucosamina de Ch.

El producto de este primer estado intermedio (Ec. 1) de una serie compleja de reacciones, es
conocido como base de Schiff, surge del re-arreglo de Amadori con la consecuente formacion del
enlace “imina” (doble enlace entre C y N) y tiene propiedades favorables en el color y flavor de
alimentos. ! Se conoce que estados mds avanzados de este tipo de reacciones dan productos
como el hidroximetilfurfural (HMF) y polimeros amarronados de nitrégeno conocidos como
melanoidinas, de efectos toxicos para quien los consume y relacionados a procesos de
envejecimiento celular. (3.7]

La reaccion de Maillard bajo riguroso control de pH y temperatura, permite obtener un

derivado de Ch a instancias de una base de Schiff. A pH entre 8 y 10 y temperaturas que superen
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los 150 °C, el quimismo se vuelve una reaccién en cadena que termina rdpidamente en los
estadios indeseados de la misma. * Esto es facilmente evidenciable a través de un seguimiento
espectroscopico a 290 nm y 420 nm. La primera banda demuestra la existencia de productos
intermedios de la reaccién, la segunda, la polimerizacién de los mismos en melanoidinas
coloreadas y una relacién de las mismas ilustra el avance del mecanismo. **!

Bajo condiciones controladas de reaccidn, funcionalizar Ch con azicares simples mediante
reaccion de Maillard, ofrece una alternativa de buen rendimiento y fécil seguimiento en funcién
del tiempo. Estos funcionalizados, al ser producto de la ramificacion de la cadena polimérica de
Ch con aziicares simples, se solubilizan a pH neutro o fisiolégico. **1"

En la presente tesis se ha desarrollado la funcionalizacién de Ch nativo, de PM bajo y medio,

con glucosamina como azucar simple, a los fines de preservar el GDA de las moléculas originales

mejorando su solubilidad en medios acuosos de amplio rango de valores de pH.
El detalle del presente capitulo contiene:

e (Caracterizacién de Ch nativo de PM bajo y medio: evaluaciéon del GDA mediante
titulacion potenciométrica y PM viscosimétrico y por cromatografia liquida de
exclusiéon (SEC).

e Funcionalizacion de Ch nativo de PM bajo y medio: seguimiento espectroscopico de la
reaccion de Maillard con glucosamina.

e Obtencion de los derivados solubles en agua en estado sélido: secado por liofilizacion
de los productos obtenidos.

e Caracterizacion de ChF de PM bajo y medio: evaluacion del GDA mediante titulacion
potenciométrica y PM por SEC. Caracterizacion de ambos derivados por
espectroscopia en el infrarrojo (IR).

e Evaluacion de la capacidad antioxidante in vitro de Ch nativo y sus derivados ChF:

determinacidn de la eficiencia de desactivaciéon de HO', O, y O, (lAg).
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6.2. Materiales y Métodos

6.2.1. Reactivos

Los Ch nativos de PM bajo (ChL) y medio (ChM), clorhidrato de D-(+)-glucosamina,
clorhidrato de nitroazul de tetrazolio (NBT), 2-Desoxi-D-ribosa, acido tricloroacético (TCA),
clorhidrato de hidroxilamina, alcohol frufurilico (FFA), cloruro de tris (bipiridina) rutenio (II)
(Ru(bpy)sCl,), bromuro de potasio (KBr) y cloruro de hidrégeno deuterado (DCI), fueron
obtenidos de Sigma-Aldrich (MO). Los &cidos tiobarbitirico (TBA) y etilendiaminotetraacético
(EDTA), fueron provistos por Merck (Alemania). El cloruro férrico (FeCls), peréxido de
hidrégeno (H,0,), fosfato monobdésico de potasio (KH,PQOy), dcido ascorbico, acido clorhidrico
(HCI), hidréxido de sodio (NaOH), cloruro de sodio (NaCl) y acetato de sodio (CH3COONa),
todos ellos de grado analitico, se obtuvieron de Cicarelli (Argentina). Acido acético glacial
(CH3COOH) de Anedra (Argentina). Estidndares de Pululanos (P-82, Shodex) provinieron de
Showa Denko (Japon).

Todas las soluciones acuosas se prepararon con agua ultrapura.
6.2.2. Métodos

6.2.2.1. Obtencion de quitosano funcionalizado (ChF) mediante reaccion de Maillard

Este procedimiento fue ajustado conforme a Chung y col. (2005) 51 A una solucién al 1 %
(p/v) de Ch nativo en CH3COOH 0,25 M, se le afiadi6 clorhidrato de D-(+)-glucosamina al 1 %
(p/v), manteniendo la mezcla en un orbital shaker, en estufa (DALVO, Instrumentos OJALVO
S.A.) a 65 °C durante 48 h. El avance de la reaccion fue monitoreado espectrofotométricamente
(Espectrofotometro de arreglo de diodos Specord S600, Analytik Jena, Alemania). Una vez
terminado el periodo de incubacidn, la muestra fue centrifugada (Centrifuga SORVALL ST 16R,
ThermoSCIENTIFIC, USA.) a 5.000 rpm durante 20 min. El sobrenadante fue dializado durante
96 h contra agua destilada a través de una membrana de didlisis con un corte de PM de 12.000 —
14.000 Da (Sigma-Aldrich) y luego secado por liofilizacién (Liofilizador L-T8, RIFICOR,

Argentina), partiendo del producto previamente congelado a -40 °C.
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6.2.2.2. Caracterizacion de los derivados de quitosano (ChF) por espectrometria de absorcion en

el Infrarrojo

Las muestras de Ch nativo y ChF fueron comparadas por espectroscopia infarroja de
transformada de Fourier (FT-IR) en el IR medio (4000 cm™ a 400 cm™) en un espectrometro
Nexus (modelo Nicolet, USA) mediante un detector MCT (telurio-cadmio-mercurio), con un
promedio de 20 espectros y resolucion de 2 cm™. La muestra fue triturada en una relacién 1:100
con bromuro de potasio (1 mg de muestra:100 mg bromuro de potasio) y comprimida en discos.

El GDA fue también calculado a partir de los espectros en el IR tomando como banda
caracteristica a la localizada a 1380 cm (amida III) y, como referencia (normalizacién por las
imperfecciones propias de la pastilla), la banda a 1420 cm, obteniendo una correlacion lineal que
viene expresada por la Ec. 2; donde 31,92 y 12,20 son constantes empiricas obtenidas a partir de
la correlacion de los valores experimentales reales del grado de acetilacion y la relacion de las

respectivas bandas A3go/A420. [11,12]

GDA (%) = 100 - | 31,92 x ‘s _ 12,20} (Ec. 2)

1.420

6.2.2.3. Determinacion del grado de desacetilacion (GDA) por titulacion potenciométrica

El protocolo fue llevado a cabo segun Balazs y col. (2007) 131 con ligeras modificaciones.
0,10 g de Ch o ChF se disolvieron en 100 mL de HCI 0,01 N, se afiadi6 NaCl para ajustar la
fuerza idnica de la solucién a 0,1 y se agité durante 5 h hasta lograr la solubilizacién total del
polimero. Una alicuota de 20 mL fue titulada potenciométricamente (pHmetro HI 2211,
HANNA, USA) con NaOH 0,1 N previamente valorado. La curva de dicha titulacion presenta
dos puntos de inflexion; el primero, corresponde a la neutralizacién del exceso de HCI y el
segundo, a la de Ch o ChF protonado. La diferencia de ambos da el valor neto de NaOH
requerido para neutralizar el nimero de grupos amino. Las ecuaciones Ec. 3 a Ec. 5 son las

necesarias para el célculo del GDA.

X
GDA (%) = 100
(%) G t) X (Ec. 3)
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Donde:
x =m0l (-NH, )/2 e = AViaon X Cruon [ Emesin (Ec. 4)
y=mol (-NHCOCH,)/g,cr =((1—x)x161)/204 (Ec. 5)
Donde:

Emuestra SON 10s g de Ch o ChF de bajo o medio PM; Cy,onla concentraciéon de NaOH y 161 y

204, los PM de glucosamina y acetilglucosamina, respectivamente.

6.2.2.4. Determinacion del peso molecular (PM) viscosimétrico y por cromatografia liquida de

exclusion (SEC)

Se realizaron diluciones seriadas de Ch desde 0,5 % (p/v) hasta 0,0625 % (p/v) utilizando
como disolvente solucion amortiguadora CH3COOH/CH3;COONa 0,25 M. Se empleé un
viscosimetro tipo Ubbelhode, con un didmetro de capilar de 1,5 mm, para medir el tiempo de
caida del solvente puro (#p) y de las soluciones seriadas (f) entre los dos aforos del instrumento. El
ensayo se realiz6 a una temperatura constante de 25 °C. 471617 s valores obtenidos se relacionan
con la viscosidad por medio de coeficientes de viscosidad especifica (7,,) y viscosidad reducida

(11req), definidas por las expresiones Ec. 6 y Ec. 7, respectivamente.

n-mn, _t-t

m, = ~—2 (Ec. 6)
o Iy
n;

Dot = Cp (Ec. 7)

Para calcular la viscosidad intrinseca se representa graficamente la viscosidad reducida frente
a la concentracion del polimero disuelto (C) y se realiza la regresion lineal correspondiente. La
viscosidad intrinseca [ 7] es el valor de la ordenada al origen de dicha recta. Una vez calculada la
[77], se puede determinar el peso molecular viscosimétrico (Mv) de un polimero a partir de la

ecuacion de Mark-Houwink-Kuhn-Sakurada (MHKS) (Ec. 8).

[7]=KxM (Ec. 8)
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Donde K y a son constantes empiricas vélidas s6lo para un sistema establecido de solvente-
polimero, las cuales dependen de la naturaleza del polimero, del sistema de disolvente utilizado y

de la temperatura. Para este trabajo se utiliz6 a=0,59 y K =0,119. [15]

Las masas molares promedio de ChL, ChM y sus derivados ChFL y ChFM, respectivamente,
se evaluaron por SEC "' (Cromatégrafo Waters, USA) mediante un detector de indice de
refraccién (modelo 410, Waters, USA) operado a 30 °C y calibracién directa con estdndares de
Pululanos. Se emple6 una bomba binaria (modelo 1.525, Waters, USA), con inyector automatico
(modelo 717 plus, Waters, USA). La separacion se realiz6 con un set de 5 columnas
Ultrahydrogel (7,8 mm x 300 mm, Waters, USA) con tamaifios de poro: 120, 250, 500, 1000,
2000 A y limites de fraccionamiento: 5x10°, 8x10*, 4x10°, 1x10° y 7x10° g/mol. Como fase
movil se empled solucidon amortiguadora CH;COOH/CH3;COONa 0,50 M, a un flujo de 0,8
mL/min y con un volumen de inyeccién de muestra de 200 pL. Las soluciones de los estdndares,
como asi también de las diferentes muestras, fueron preparadas en una concentracion igual a 1
mg/mL y antes de su inyeccion se filtraron a través de una membrana de 0,45 um y 13 mm de
diametro (GHP Acrodisc GF). Los datos fueron adquiridos con el software Breeze GPC (Waters
Corporation, USA) y procesados con Matlab™ (MathWorks Incorporation, USA).

La curva de calibracion se calcul6 a partir de la relacion entre los volimenes de pico de los
cromatogramas para cada uno de los estidndares de Pululanos, analizados por duplicado, y las
masas molares de pico informadas por el fabricante. La comparacion de los cromatogramas de las
muestras, analizadas por triplicado, con los cromatogramas de los respectivos estdndares permitio

obtener el PM de las mismas.

6.2.2.5. Solubilidad a pH fisioldgico

La solubilidad fue determinada conforme a Chung y col. (2005) !, Se disolvieron 0,05 g de
Ch o ChF, previamente secados, en 5 mL de amortiguador fosfato salino (PBS) y se sometieron a
agitacion durante 5 h en un orbital shaker climatizado a 25 °C. Posteriormente, las muestras
fueron filtradas bajo vacio a través de un filtro de membrana de 0,22 pm. La solubilidad fue

calculada a partir del cambio de peso del filtro de membrana y expresada en g/L y % (p/p).
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6.2.2.6. Desactivacion de radical hidroxilo (HO')

HO' se gener6, conforme a Boiero y col. (2014) ™

lugar a la formaciéon de MDA por oxidaciéon de la 2-Desoxi-D-ribosa (Ec. 10). El MDA en

, por la reaccion de Fenton (Ec. 9) dando

presencia de TBA forma un aducto (4nsx 532 nm) cuya inhibicién por competicién se traduce a

comportamiento antioxidante de Ch o ChF (Ec. 11-12).

Fe™ + H,0, —2A00© 5 Be¥* + HO® + HO™ (Ec.9)
H(CO)(CH,)(CHOH),H + HO'—— CH, (CHO), (Ec. 10)
Ch + HO® —— Productos (Ec. 11)

CH, (CHO), + C,H,N,0,S —— CH, (CHO), -C,H,N,0,S (A, 532 nm) (Ec. 12)

méx

El medio de reacciéon fue provisto por amortiguador fosfato 50 mM pH 7.4 (400 uL), se
afladieron 2-Desoxi-D-ribosa 10 mM (560 uL), H,O, 100 mM (50 pL), FeCl; 1 mM (50 uL),
EDTA 5 mM (50 pL), 4cido ascérbico S mM (40 pL), completando con la soluciéon de
antioxidante (Ch o ChF) y/o agua hasta volumen final de 2 mL. Luego de un periodo de
incubacién de 1 h a 37 °C, se adicion6 TBA 1 % (p/v) (1 mL) y TCA 5,6 % (p/v) (1 mL) y se
mantuvieron las muestras a 95 °C durante 20 min, para posteriormente leer las respectivas
absorbancias.

El porcentaje de desactivacion (% D) de HO' fue calculado de acuerdo a la siguiente ecuacion

(Ec.13):

Ay A
D (%) = 100 % (Ec. 13)
A,

Donde Ay es el valor de absorbancia a 532 nm obtenida para la solucion control y A, es el
valor de absorbancia en presencia de las diferentes muestras a diferentes concentraciones. A
partir de las pendientes de los graficos de % D vs. concentracién se calculé para cada molécula la

concentracion efectiva (uUM) para desactivar el 50 % de la especie reactiva (CEs).
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6.2.2.7. Desactivacion de anién superdxido (O, )

O, fue generado por la autooxidacién del clorhidrato de hidroxilamina (Ec. 14) conforme a
Boiero y col. (2014) 18] ¢] estudio se bas6 en la inhibicién por competicién de la formacién de
monoformazan (MF") (4,4 560 nm) por reduccién del azul de nitrotetrazolium (NBT?") (Ec. 15-

17).

HONH,-HCl + O,—%* 3 NO™ + O +HCl (Ec. 14)
NBT* + O —— NBT™ + O, (Ec. 15)
Ch + O, —— Productos (Ec. 16)
2NBT" + H,0 —— MF' (\__560 nm)+ NBT* + HO" (Ec. 17)

El medio de reaccion fue provisto por amortiguador fosfato SO0 mM pH 8 (500 pL), se
afladieron NBT 1 mM (300 uL), EDTA 1 mM (100 pL), clorhidrato de hidroxilamina 5 mM (500
uL), completando con la solucién de antioxidante (Ch o ChF) y/o agua hasta volumen final de 3
mL. Luego de un periodo de incubacién de 1 h a 37 °C, se leyeron las respectivas absorbancias.

El % D de O," fue calculado de acuerdo a Ec. 13 y del mismo modo mencionado la CEs

(uM) para O, .

Los Ch nativos se evaluaron en un rango de concentraciones desde 0,1 a 0,7 uM, mientras que
los ChF desde 0,5 a 4,5 uM. Se trabaj6 a igual concentracion en masa y luego se efectuaron los

calculos de las concentraciones molares.
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6.2.2.8. Desactivacion de oxigeno molecular singulete (05 (' A,))

Desactivacion total de O, (' A,).

(0)) (lAg) fue generado por fotosensibilizacién de Ru(bpy);Cl, en D,O (Ec. 18) conforme a
Giménez y col. (2015) ") El sensibilizador fue excitado con un ldser Nd-YAG de emisién a 355

nm, 10 ns de ancho de pulso y 3 mJ/pulso.

+ nm 1 + 7% 3 +7* -
'[Ru(bpy),™ ] —— [Ru(bpy),* ] —=—" [Ru(bpy);**] +0,(*Z,) —=— (Ee.18)
c.
1 +
—2— [Ru(bpy), 1+0,('A,)
Donde kcgs es la constante unimolecular de cruce entre sistemas y kzg es la constante

bimolecular de transferencia de energia.

(023 (lAg) en presencia de un donor de electrones denominado “quencher” (Q) puede ser
desactivado tanto por un proceso fisico (Ec. 19) como quimico o reactivo (Ec. 20),

correspondiendo la suma de ambos procesos a la desactivacion total.

0,('A)+Q —* 0,(%,) +Q (Ec. 19)

0,('A,) + Q —— Productos (Ec. 20)

Las constantes de desactivacion total (k; = k. + k,) de Oz(lAg), fueron determinadas mediante
la deteccidn infrarroja en angulo recto de la fosforescencia de O, (lAg) a 1270 nm con un detector
de fotodiodos de germanio (J16TE2-66G, Teledyne Judson Technology, USA), en ausencia y
presencia de Ch nativo y ChF de bajo y medio PM, en amortiguador acetato 0,1 M pD 4,7 y 5,8,
para contemplar el efecto de la disponibilidad de los grupos (—NH;). Del anélisis de las sefiales de
la fosforescencia de O, (]Ag) a 1270 nm, se calcularon los tiempos de vida de O, (]Ag) en ausencia
y presencia de muestra, rAO y Ta, Iespectivamente.

La constante de velocidad para la desactivacion de O, (lAg), se calcul6 de acuerdo a la clasica

ecuacion de Stern-Volmer (SV) (Ec. 21):
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ky =k, +k, [0] (Ec. 21)

Donde, kAO (I/TAO), ka (1/74), y k¢ es la constante de velocidad para la desactivacion total de O,

('A) por Ch o ChF.

En la determinacién de la k; se utilizé D,0, donde el tiempo de vida del O, (lAg) es mayor (60
us) que en agua ultrapura. (20211 parg lograr una homogeneidad en el andlisis y evitar la alteraciéon
del tiempo de vida del O, (lAg), las soluciones madre 10 mg/mL de Ch y ChF se preprararon con
DCl y se diluyeron a las concentraciones de andlisis en una solucién, saturada en aire, 57 uM de
Ru(bpy);Cl, en amortiguador acetato 0,1 M (pD 4,7 y 5,8).

Los Ch nativos se evaluaron en rango de concentraciones desde 3 a 20 uM, mientras que los
ChF desde 20 a 122 uM. Se trabajé a igual concentracién en masa y luego se efectuaron los

calculos de las concentraciones molares.

Desactivacion reactiva de O ( A,).

Las constantes de desactivacion reactiva de O, (lAg) por Ch y ChF, k", fueron determinadas
registrdndose los consumos de oxigeno en procesos de fotosensibilizacion a través del empleo de
un sensor de oxigeno de fibra Optica luminiscente FOXY-R-AF de acero inoxidable 1/16”
acoplado a un fluorémetro (CCD-USB2000, Ocean Optics, USA) colocado en la parte superior
de una cubeta de 10 x 10 mm de cuarzo, empleando un método actinométrico mediado por FFA
como referencia con k, = 1,2 x10° M's™ 1 y Ru(bpy)sCl, 57 uM como sensibilizador. El
consumo fotosensibilizado de oxigeno disuelto se monitoreé durante 15 min (900 s) con
irradiacién continua de un LED Royal Blue (emisién a 462+27 nm, 1 W) como fuente de
excitacion. Se analizo el efecto de la protonacion, trabajando en amortiguador acetato 0,1 M a pH
4,7 y 5,8. Simultdneamente, se registraron los cambios en el espectro de absorcidn de la solucion
con un espectrémetro UV-vis (CCD-USB2000, Ocean Optics, USA).

h . ., . Co. .
Las constantes k,C , fueron calculadas a partir de la relacion entre las velocidades iniciales de

FFA

o, asus

consumo de oxigeno de Ch o ChF, v{', y la del compuesto de referencia FFA, v

concentraciones iniciales [Ch]y y [FFA]y, respectivamente (Ec. 22).
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v [FFA]
W™ [Ch]

Ch __ 1 FFA
k' =k " x

L (Ec. 22)

0

El actinémetro FFA se evalu6 en un rango de concentracion desde 100 a 500 uM ajustdndose

a un consumo de oxigeno de pseudo-primer orden en todo el rango.

Los experimentos fueron realizados a pH o pD 4,7 y 5,8 a los fines de evaluar el efecto del
grado de protonacién de los grupos —NH;" sobre la eficiencia de desactivacién de 'O,.
Considerando que, para el intervalo de PM y GDA de las muestras analizadas, los valores de pK,
estan comprendidos entre 6,67 y 6,47, a pH o pD 4,7 y 5,8 los grupos —NH;" estdn protonados,
pero el grado de disociacion (o) de los mismos varia desde 0 a 0,3 aproximadamente entre pH o
pD 4,7 y 5,8. Esto indicaria un menor grado de protonacion de la molécula de Ch o ChF con un

aumento de pH o pD, modificando la disponibilidad de los grupos —NH,. (23]

6.2.3. Andlisis estadistico

Los datos experimentales fueron analizados con el programa OriginPro 8.5 (OriginLab
Software Corporation, USA). Cada ensayo se llevo a cabo por triplicado y los datos se presentan
como el valor de media + desviacion estandar (DE).

Los resultados se evaluaron estadisticamente mediante andlisis de la varianza (ANOVA) a una
via seguido del test Tukey como test post-hoc con la ayuda del programa InfoStat version 2014
(D1 Rienzo, Casanoves, Balzarini, Tablada & Robledo, Grupo InfoStat, FCA, Universidad
Nacional de Cérdoba, Argentina). Las diferencias entre grupos se consideraron significativas a P

<0,05.
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6.3. Resultados y Discusion

6.3.1. Caracterizacion espectroscopica de los derivados solubles de quitosano (ChF) por

reaccion de Maillard

El curso de la reaccion de Maillard entre Ch y clorhidrato de D-(+)-glucosamina fue evaluado
por espectroscopia UV-Vis. Para confirmar que Ch no auto-reaccionase con fracciones de su
misma cadena polimérica bajo este mecanismo, la reaccién fue llevada a cabo, adicionalmente,
en ausencia de clorhidrato de D-(+)-glucosamina.

Como puede observarse en la Figura 6.1.A la banda a 275 nm, en ausencia del azdcar simple,
no mostré cambios espectrales significativos, lo cual es caracteristico en la Figura 6.1.B,
denotando la formacién de productos de reaccion intermedios 8 5 partir de las 12 h de reaccidn,
aproximadamente. En la Figura 6.1.C, puede observarse el espectro final de la molécula
dializada contra agua destilada, secada por liofilizaciéon vy, finalmente, rehidratada a
concentracion de 1 mg/mL en amortiguador acetato pH 5,8. Se puede confirmar la ausencia
absoluta de una banda a 420 nm, la cual indicaria presencia de melanoidinas pardas indeseadas.
Por lo tanto, las condiciones de bajo pH y temperatura moderada permitieron obtener el producto
deseado sin formacién de HMF, que se evidencia por la ausencia de banda a 420 nm en la Figura

6.1.B a 48 h de reaccién. '*
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Figura 6.1.: Espectroscopia UV-Vis de la reaccién de Maillard.
(A) ChM tratado 48 h a 65 °C. (B) ChM tratado 48 h a 65 °C en presencia clorhidrato de D-(+)-glucosamina. (C)
ChF de PM medio dializado contra agua destilada, secado por liofilizacion y rehidratado a concentracién 1
mg/mL en amortiguador acetato pH 5,8.
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Es destacable el cambio de relaciéon de bandas a 275 nm y 230 nm (A275 n/A230 nm) €ntre el
producto en medio de reacciéon (Figura 6.1.B) y el producto dializado, seco y rehidratado
(Figura 6.1.C); el descenso de absorbancia a 275 nm muestra que productos de hidrélisis de bajo
PM (< 12000-14000 Da), propios de la reaccién, fueron separados durante la didlisis y esto pudo
confirmarse con el descenso de PM del nuevo biopolimero ChF.

La Figura 6.2.A muestra el espectro de absorcién FT-IR entre 4000 y 400 cm” de las
diferentes moléculas nativas y sus derivados. Puede observarse que, a modo de efecto global de la
reaccién, ChF de PM bajo y medio presentan mayor estructura fina a 3394 cm™, correspondiente
a la mayor disponibilidad de los grupos —OH, fuertemente ligados en las moléculas nativas. **
Los incrementos asociados a las bandas a 1560 cm™ y 3276 cm™ responden a un cambio de

angulo en el plano de -NH;, y a un aumento de estiramiento de los enlaces N-H de —NH, ,

respectivamente, denotando mayor accesibilidad a dichos grupos funcionales.
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Figura 6.2.: Espectros de absorbancia en el IR de las moléculas de quitosano nativo (Ch) y sus derivados (ChF).

(A) Espectro entre 4000 y 400 cm™. (B) Espectro entre 1000 y 2000 cm’.
(a) ChL. (b) ChM. (c) ChFL. (d) ChFM
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La regioén delimitada por el incremento en la banda a 1560 cm™, es caracterizada también por
el establecimiento de nuevos enlaces amida R—-NH—C=0O, producto de la fusién del grupo
carbonilo reductor de la glucosamina y el grupo —-NH, de Ch. (23]

Se percibe un cambio en la relacién entre las bandas a 1420 y 1320 cm™ (Figura 6.2.B), a
partir de las cuales se pudo calcular el GDA de las muestras analizadas (Ec. 7). Estas
correlaciones se toman entre una de las bandas de los grupos amida (I o III), en este caso amida
III (1380 cm™, aqui desfasada hacia 1320), y otra banda que sirva de referencia interna para
corregir las diferencias de grosor de la pastilla de bromuro de potasio utilizada. Este cambio
resulta propio de la modificacién que sufrié la molécula nativa a lo largo de la reaccidn, lo cual
explica el mecanismo litico que derivé en un menor GDA. ['*!7

La mayor superficie de la banda a 1636 cm™ es la consecuencia de la aparicion de enlaces —
C=N-, caracteristicos de las bases de Schiff que se forman durante estadios intermedios de las
reacciones de pardeamiento no enzimatico. [25.26]

La zona alrededor de 1100 - 1155 cm'l, muestra el cambio conformacional (estiramiento anti-
simétrico del enlace C—O—C) de la estructura piranésica o sacdrida, sugiriendo la incorporacion
de moléculas de aztcar D-(+)-glucosamina (ramificacion), al polimero en cuestién.?27!

Finalmente, puede observarse que existe una mayor accesibilidad a los grupos (—N-H)
correspondientes al enlace peptidico (N-acetilglucosamina), por el aumento vibracional de la

banda a 560 cm™'.

6.3.2. Grado de desacetilacion (GDA), peso molecular (PM) v solubilidad a pH fisiolégico

La Tabla 6.1. expone los GDA calculados a partir de una titulacién dcido-base y la relacién de
areas de las bandas a 1320 y 1420 cm’ de los espectros FT-IR. Al comparar dichos valores puede
concluirse en datos reproducibles.

La curva de titulaciéon de Ch muestra dos puntos de inflexion (Figura 6.3.), el primero resulta
de neutralizar el exceso de HCI presente y el segundo de la des-protonacion de los grupos —NH;3"
de la cadena polimérica. La diferencia entre los volumenes del titulante (NaOH) de cada uno de

estos puntos se traduce a grupos —NH,.
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Tabla 6.1.: Caracterizacion de quitosano (Ch) y sus derivados (ChF).

G.DA (?/f) GDA (%) , PM PMiiscosimétrico  Solubilidad  Solubilidad
Muestra Titulacion Espectroscopia SEC (kDa) % (p/p) (/L)
potenciométrica IR (kDa) o (/P
ChL 88+1 88+1 297+45 270454 5+1° 0,560,02
ChM 78+1 73+1 583487 670+100 3+1° 0,26+0,02
ChFL 7912 78+1 4917 29+2° 2,83+0,05
ChFM 631 59+1 98+15 18+2° 1,38+0,04

Medias con una letra comin, para una misma columna, no son significativamente diferentes (P > 0,05).
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Figura 6.3.: Curva de titulacién potenciométrica de quitosano (Ch).
ChL en HCI1 0,01 N titulado con NaOH 0,1 N estandarizado.

Puede observarse un decrecimiento del GDA (calculado desde los resultados de la titulacion
potenciométrica) del 15 % entre ChM y su derivado ChFM, y del 9 % entre ChL y ChFL (Tabla
6.1.). Este efecto puede atribuirse a la naturaleza litica de la reaccién de Maillard 3] ya que, si
bien a través de la misma se incorporan de modo ramificado moléculas de la unidad monomérica
de Ch (glucosamina), el mecanismo propio de la reaccion lleva al fraccionamiento aleatorio de la
cadena del biopolimero. Un descenso del GDA, en promedio, del 15 % observaron Chung y col.
(2005, 2006) ' al funcionalizar Ch con glucosamina a 50 °C durante 48 h, destacando que el
GDA descendi6 conforme al aumento del tiempo de reaccion. En el presente trabajo de tesis, esto
pudo constatarse con el descenso de PM entre las moléculas nativas y sus derivados. Los
resultados obtenidos por SEC muestran para los derivados (ChF) un PM seis veces menor que sus

moléculas originarias (Ch), confirmando la hidrdlisis durante el mecanismo reactivo (Tabla 6.1.).
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Las graficas de viscosimetria capilar que permitieron calcular el PM de las moléculas nativas
se presentan en la Figura 6.4. El intercepto de dichas rectas arrojan la viscosidad intrinseca [ 7] a
partir de la cual, con la ecuacién de Mark-Houwink-Kuhn-Sakurada (MHKS) (Ec. 8), se calcula
el PM presentado en la Tabla 6.1.

" reducida (L/9)

L 1 1 1 L
05 10 15 20 25 30 35 40 45

Concentracién de Ch (g/L)

Figura 6.4.: Variacion de la viscosidad reducida (7,equcida) €n funcion de la concentracién de quitosano (Ch).
ChL (H), ChM (@).

La funcionalizacion de Ch necesita ciertos pardmetros de partida, como el GDA y el PM, que
dan la pauta del tipo de muestra con la que se cuenta, su potencial solubilidad en el medio de
reaccion, etc. Tener técnicas de evaluacion inmediata como la titulacién potenciométrica para el
GDA vy la viscosimetria capilar para el PM, es de gran utilidad al respecto. Sin embargo, poder
validar dichas técnicas de rutina con métodos analiticos instrumentales avanzados, como la
espectroscopia FT-IR y la cromatografia SEC, le otorgd un mayor margen de confianza a los
valores obtenidos.

Finalmente, la solubilidad a pH 7,4 (Tabla 6.1.) fue significativamente mejorada,
incrementdndose conforme se redujo el PM de los polisacdridos. Este resultado puede deberse a
la disminucién de interacciones intermoleculares, como fuerzas de Van der Waals, las cuales
favorecen la agregacién del polimero. *® El mismo resultado fue observado por Chung y col.
(2006) ' en la funcionalizacién de Ch con diferentes mono y disacéridos. Este aumento en la
solubilidad fue lo que no permiti6é evaluar el PM de los derivados por viscosimetria capilar, ya
que la viscosidad de las soluciones descendid considerablemente y no se observé cambio

aparente en los tiempos de flujo de las soluciones.
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La solubilidad de Ch es una propiedad definida por el PM y el GDA del mismo. *! II’ina y
col. (2008) demuestran que el descenso de 7,.4 a través de reaccion de Maillard se traduce a un
aumento de solubilidad a pH por encima de 7, pese a la ligera disminucién del GDA. La reaccién
de Maillard permite obtener derivados de menor PM que los Ch de origen, conservando un GDA
y tamafio de cadena con propiedades poliméricas adecuadas. Esta alternativa de derivatizacién de
Ch se corresponde con la hidrdlisis dcida o enzimatica del mismo, aunque estas deben llevarse a

. L, . 30 . ., L, .
cabo en presencia de acidos fuertes como el HCI 1301 largos tiempos de reaccion con acidos

[31] [32]

débiles como el lactico " o delicadas (y costosas) condiciones de reaccidon enzimatica

6.3.3. Desactivacion de radical hidroxilo (HO') y anidn superdéxido (0;")

La variacién del % D para HO' y O,” con la concentraciéon de Ch y ChF se muestra en la
Figura 6.5. Puede observarse que las moléculas nativas ChL y ChM presentaron una eficiencia
de desactivacion de ambas especies radicalarias mayor que sus derivados ChFL y ChFM. Los

valores de las pendientes lineales de las graficas y las CEsg se exponen en la Tabla 6.2.

90 80

80 - 80 | %

% D HO®
%D O,

0 . 1 . 1 \ 1 .
8 0 2 4 6 8

Concentracion (uM) Concentracion (uM)

Figura 6.5.: Desactivacion (% D) de (A) radical hidroxilo (HO") y (B) anién superéxido (O,™) por quitosano (Ch).
ChL (H), ChM (@), ChFL ([1) y ChFM (O).
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Tabla 6.2.: Valores de pendientes de desactivacién (uM™) y valores extrapolados de concentracién
efectiva de quitosano (Ch) para la desactivacion del 50 % (CEs) de radical hidroxilo (HO") y ani6n
superdxido (0,7).

Desactivacion HO® Desactivacion O,
Muestra Pendiente CEs, Pendiente CEs,
(M) (uM) (M) (uM)
ChL 4742 1,1+0,1% 312 1,6+0,2"
ChM 12147 0,4+0,1* 130+11 0,4+0,1*
ChFL 6+1 8,2+0,5 41 12,240,6
ChFM 18+1 2,8+0,2* 2343 2,2+0,5"

Medias con una letra comin, para una misma columna, no son significativamente diferentes (P > 0,05).

Los resultados obtenidos muestran una relacién directamente proporcional de la desactivacion
de estas especies con el PM (Figura 6.6.). De este modo las eficiencias de desactivacion

presentaron el siguiente orden ChM>ChL>ChFM>ChFL.
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Figura 6.6.: Pendientes normalizadas de desactivacion (% D) de (A) radical hidroxilo (HO") y (B) anién
superéxido (O,") en funcién del peso molecular (PM) de quitosano (Ch).

Trabajos publicados, indican que la actividad de Ch frente a especies radicalarias como HO'y
O," crece a medida que el PM disminuye. 33351 En estos estudios citados, se analiza el efecto de

un amplio margen de PM (aproximadamente desde 4 a 800 kDa), notando una mayor capacidad
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antioxidante cuando el PM fue menor a 10 kDa y hallando una diferencia significativa en
contraste con moléculas del orden de los 800 kDa.

El rango de PM (100 — 600 kDa) y valores de concentracién en mg/mL (0,1 — 0,5) analizados
en el presente trabajo no mostraron diferencia significativa en la capacidad de desactivar especies
radicalarias de oxigeno, y esto es apreciable en la estadistica de los valores de CEs, (Tabla 6.2.).

A su vez, los valores de pendientes de las curvas de desactivaciéon, como los de CEsy,
descienden de manera proporcional al descenso de PM de las moléculas derivatizadas (ChF)
respecto de las nativas (Ch), es decir, siendo el PM de ChF seis veces menor a Ch, la actividad
antioxidante de ChF frente a HO y O," fue seis veces menor que la de Ch, pudiendo esto indicar
que las moléculas derivadas conservaron la capacidad antioxidante de las moléculas nativas, en
proporcidn al descenso de PM. Este comportamiento fue reproducible en ambas derivatizaciones
(ChL > ChFL y ChM> ChFM).

Adicionalmente, al vincular las Tablas 6.1. y 6.2., se puede concluir que la actividad
antioxidante frente a especies radicalarias de oxigeno disminuy6 (> CEsg) con el descenso del
GDA ocasionado por la reaccién de Maillard, indicando la importancia de los grupos —NH; en
los mecanismos reactivos de desactivacion de radicales libres, ya discutido previamente por Yen
y col. (2008) *®! Je y Kim (2006) ®7 y Park y col. (2004) **). Los grupos -NH, darian a Ch la
capacidad de formar macroradicales mds estables 134 1o cual permite explicar que el descenso en
la proporcién de estos grupos en ChF se podria traducir en una menor eficiencia de desactivacion
de radicales libres. Sin embargo, este descenso es compensado por el incremento en la
solubilidad en pH neutro de ChF, posibilitando el empleo de dichos polimeros en medios

bioldgicos.

6.3.4. Desactivacion de oxigeno molecular singulete (O Qg ))

El tiempo de vida natural de la especie O, (lAg) (ta”) se obtuvo del ajuste exponencial
decreciente de primer orden de la grafica de intensidad de fosforescencia a 1270 nm respecto del
tiempo (Figura 6.7.A); el mismo arroj6 un valor de 55 ps acorde a lo esperado %, conforme a

(Ec. 23):

I, =1,xexp(-t/1,) (Ec. 23)
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Donde / corresponde a la intensidad de fosforescencia inicial y 14 al tiempo de decaimiento

observado de O, (lAg) que corresponde a 7,? en ausencia de muestra o O (Ch o ChF).

Frente al agregado de las distintas concentraciones de Ch o ChF, también se obtuvo el tiempo
de vida de la especie (15) y, conforme a dichos valores, se realizd la grafica de SV (Ec. 21) para
cada muestra, evaluadas a pD 4,7 y 5,8 (Figura 6.7.Ay B).

El complejo de coordinacion [Ru(bpy)32+] es un buen sensibilizador en solventes polares, con
un rendimiento cudntico de generacion de O, (lAg) entre 0,3 y 0,5. (1939401 1 4 fraccién de
decaimiento de fosforescencia de O, (1Ag) no mostré variaciones de [y, sugiriendo que la
desactivacion de la especie fue consecuencia de la interaccion de Ch o ChF con O, (lAg) y no por
modificacién de las propiedades del sensibilizador [Ru(bpy)s;**] al interaccionar con Ch o ChF.
Los valores de k, obtenidos desde la pendiente de las gréficas 15" vs. concentracién de Ch o ChF

se exponen en la Tabla 6.3.

4 (8‘1)

Intensidad a 1270 nm {(mV)
T, /10

lum

L L L L L . L L
O 100 200 300 0 20 40 60 80 0 20 40 680 80

Tiempo (us) Cencentracion (uM) Concentracion (uM)

Figura 6.7.: Desactlvacmn total de oxigeno molecular singulete (02( Ap)) por quitosano (Ch).
(A) Seiial de fosforescencia de O, (' A,) a 1270 nm, generado por [Ru(bpy)s>*] en amortiguador acetato 0,1 M pD 4,7
saturado en aire. (B) Gréaficas de SV para muestras de Ch y ChF a pD 4,7. (C) Gréficas de SV para muestras de Ch y
ChF a pD 5,8. ChL (H), ChM (@), ChFL ((J) y ChFM (O).
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Tabla 6.3.: Constantes de desactivacion total (k,) y reactiva (k,) de oxigeno molecular singulete (O, ( 1Ag))
por quitosano (Ch).

kJ/10° M's! k/10° M's! k./k,
Muestra
pD 4,7 pD 5,8 pH 4,7 pH 5,8 pH4,7 pHS58
ChL 2,340,3 3,540,1 1,120.6 3,4+0.8 0,47 0,98
ChM 1,302 2,7+0.6 1,60,7 1,8+1,0 1,22 0,68
ChFL 1,2+0,1 2,5+0,7 0,3+0,1 0,840,7 0,24 0,31
ChFM 0,9+0,2 2,1+0,4 0,4+0,2 1,120,9 0,41 0,53

La desactivacién de O, (lAg) por Ch bajo condiciones 4cidas ha sido asociada con los grupos
amina primarios (—NH;) de los residuos de glucosamina presentes en el polisacarido. Al
vincular la Tabla 6.3. con la Tabla 6.1. se puede constatar que la actividad frente a esta especie
reactiva seria GDA dependiente, ya que aquellas muestras con mayor GDA exhiben una k;
mayor. A su vez, puede observarse que el aumento de una unidad en el valor de pH o pD provocé
un incremento del doble en ambas constantes de desactivacion (k; y k) para todas las muestras,
denotando que la disponibilidad de estos grupos, es decir que no se encuentren protonados (—
NH;"), mejora la capacidad de desactivar a O, (lAg). 23]

El valor de k, para una molécula con un grupo amina primario, como por ejemplo la
ciclohexilamina, es de 8x10* M s M. Por lo tanto, los valores de k, para ChL y ChM, con
aproximadamente 1600 y 2800 unidades de glucosamina, respectivamente, resultan acordes al
orden de desactivacion que propone el numero de grupos —-NH; presentes. Ahora bien, atendiendo
al PM de los derivados ChFL y ChFM, el estudio realizado muestra que la desactivacion de O,
(lAg) no se redujo en manera proporcional respecto a los mismos. Incluso, la relacién k/k;
disminuye, pudiendo esto ser atribuido a las modificaciones en la cadena polimérica durante la
reaccion de Maillard, con un resultado de mayor eficiencia en la actividad contra esta especie
excitada.

La Figura 6.8. muestra los perfiles de consumo de oxigeno por fotosensibilizacién mediada
por [Ru(bpy)s>*] a 462 nm en amortiguador fosfato 0,1 M, en ausencia y presencia de las

muestras de Ch nativo y ChF.
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Figura 6.8.: Perfil de consumo de oxigeno por quitosano (Ch) mediante fotosensibilizacién en estado estacionario de
[Ru(bpy)32+] en amortiguador fosfato 0,1 M. (A) pH 4,7. (B) pH 5.8.

El actinémetro FFA se evalu6 en un rango de concentracién desde 100 a 500 uM ajustandose
a un consumo de oxigeno de pseudo-primer orden en todo el rango. En la Figura 6.8. se expone
el consumo de oxigeno de FFA 500 uM. Sin embargo, la baja proporcién de oxigeno consumido,
frente a las diferentes muestras de Ch y ChF (< 20 %) no permitié llevar a cabo un ajuste de
pseudo-primer orden y, por ende, las constantes cinéticas reactivas, se calcularon por estimacion
de la velocidad inicial de consumo de oxigeno, v, , a través de un ajuste lineal hasta un consumo
limite del 10 %. Finalmente, &, se calcul6 segun la Ec. 22.

Atendiendo a que k; = k. + k, (Ec. 19 y 20), los resultados muestran que k; = 2k, para la

mayoria de las muestras analizadas, indicado que ambos mecanismos, el fisico y el reactivo,

tienen lugar en la desactivacion de O, (lAg).
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6.4. Conclusion

Bajo las condiciones de trabajo abordadas se obtuvo un derivado de Ch por reaccién de
Maillar, ChF, de mejorada solubilidad a pH fisiolégico, carente de melanoidinas pardas que
podrian provocar toxicidad, con una minima reduccién del GDA y PM de un orden menor a las
moléculas nativas originarias.

La actividad antioxidante frente a EROS radicalarias HO" y O,  de los derivados ChF, se
conservo conforme al descenso de PM de las moléculas de Ch, mientras que frente a O, (lAg), una
especie excitada, no se evidenciaron cambios significativos en la capacidad de desactivacion,
demostrando, a través de la relacion de constantes de desactivacion reactiva y total, una
capacidad ligeramente mejorada.

En conclusion, se logré obtener una biomolécula de mejor solubilidad a pH neutro que la que
brinda Ch nativo, capacidad antioxidante conservada, apta para emplearse como material de
pared en el disefio de microparticulas capaces de dispensar compuestos bioactivos en un sitio

especifico de liberacion a pH fisiolégico.
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7.1. Introduccion

El disefio de alimentos funcionales y/o nutracéuticos con aplicaciones especificas estd en
continuo desarrollo. Para este fin, la aplicacién de la microencapsulacién de compuestos
bioactivos en la industria alimentaria es una de las herramientas mds importantes utilizadas ya
que, como fue mencionado anteriormente, no sélo constituye una barrera de proteccion fisica
para sustancias ldbiles, sino que también resguarda a dichos compuestos de las condiciones
gastrointestinales, permitiendo una liberacién controlada de los mismos. [1=3]

Quercetina, 3,3°,4°,5’-7-pentahidroxiflavona, y genisteina, 4',5,7-trihidroxiisoflavona, son
fitonutrientes de excelentes propiedades comprobadas. La aplicacion de estos flavonoides en
alimentos industrializados se fundamenta en su capacidad antioxidante, anti-inflamatoria,
antimutagénica y anticancerigena. Sin embargo, su utilizacion se ve limitada por su escasa
solubilidad en agua y su inestabilidad frente a condiciones de procesamiento y almacenamiento
de alimentos (temperatura, luz, oxigeno, pH) y de digestioén (pH, presencia de enzimas digestivas,
etc.).[4]

En este contexto, el secado por aspersion (Spray-Drying) es la operacion unitaria mas
empleada para formular microcdpsulas (MC) debido a su bajo costo, la disponibilidad del
equipamiento necesario y la eficiencia que brinda al final del proceso. El tamafio, la estructura y
la forma de las particulas dependerdn de los materiales de pared que se escojan para su
formulacién. °® Numerosos polifenoles se han estudiado en la conformacion de particulas
complejas con diferentes materiales de pared asociados a la funcionalidad de las mismas. "™

El proceso de Spray-Drying consiste en tres pasos fundamentales: la preparacién de la
emulsién o suspension del compuesto a encapsular en la solucion de material de pared, la
homogeneizacion y estabilizacion de dicha mezcla y la atomizacion de la misma para la
obtencién del producto seco final. ' Una de las principales limitaciones que ofrece el secado por
aspersion es que exige que el material de pared o recubrimiento sea soluble en agua. !'%'!

En el proceso de secado (Figura 7.1.) la temperatura de ingreso del aire caliente suele ser de
150-220 °C lo que permite que la evaporacion de agua sea instantdnea y luego el producto se
enfria a 50-80 °C. """'* El tiempo de exposicién de la microparticula a elevada temperatura es

muy corto, generalmente de unos pocos segundos, por lo que el centro de la misma no llega a

alcanzar la temperatura del aire de ingreso y la exposicion del compuesto interno termosensible a

-Noelia L. Vanden Braber- 93



-Capitulo 7- MICROENCAPSULACION DE FLAVONOIDES MEDIANTE SECADO POR ASPERSION

posibles cambios es practicamente inexistente. Esto ha sido probado con innumerables sustancias

antioxidantes, lbiles por definicién. '

Aire
Caliente
Atomizado l |
Camara de N
Secado

- Mezcla l
ey
2
m Separador

Ciclonico

Mezcla a
Secar

Figura 7.1.: Esquema del proceso de secado por aspersion (Spray-Drying).
Adaptado de de Vos y col. (2010).

Las propiedades que Ch aporta a la solucién de material de pared son determinantes para la
calidad de las MC obtenidas. Lorenzo-Lamosa y col. (1998) 131 ybservaron que, conforme el PM
de Ch aumenta, aumenta también la viscosidad de la solucion del material de pared, lo cual afecta
directamente al tamafio de gota formada en el atomizado y, por ende, a la regularidad en el
tamafio de las particulas obtenidas. A su vez, el GDA determina la cristalinidad e hidrofobicidad
de Ch, influyendo sobre la capacidad de hinchamiento y liberacién del componente encapsulado
al re-hidratarse. '*!

El empleo de agentes de entrecruzamiento (crosslinkers) es critico en el disefio de la MC ya
que, segin su presencia, la misma resistird en mayor o menor medida el pasaje géstrico,
reteniendo el componente encapsulado y minimizando las pérdidas del mismo antes del arribo a
intestino. ">'* En la actualidad, el empleo de tripolifosfato de sodio (TPP) como crosslinker esta
ampliamente difundido dado que es biocompatible para el organismo humano y forma una red
mediada por enlaces i6nicos capaz de ceder frente a los cambios de pH del medio circundante a la

MC, permitiendo la liberacién del activo microencapsulado sin mayor dificultad. !*'%!

-Noelia L. Vanden Braber- 94



-Capitulo 7- MICROENCAPSULACION DE FLAVONOIDES MEDIANTE SECADO POR ASPERSION

La microencapsulacién de flavonoides en Ch brinda una herramienta especifica para el
desarrollo de aditivos alimentarios capaces de sortear el pasaje gastrico y llevar al compuesto
encapsulado hasta intestino, donde no sélo tiene una mejor absorcién y alcance a nivel sistémico,
sino que también provee in sifu de un material antioxidante y anti-inflamatorio capaz de modular

o] 17,1
procesos patolégicos. *!71#]

El detalle del presente capitulo contiene:

e Optimizacion del proceso de microencapsulacion de quercetina (Q) y genisteina (G) a
través del secado por aspersion: empleo de Ch nativo de PM medio (ChM) y su
derivado (ChFM) como materiales de pared.

e C(Caracterizacion morfoldgica por microscopia de barrido electronico (SEM):
comparaciéon de MC obtenidas a partir de ChM y ChFM.

e Evaluacion de la eficiencia de microencapsulacion (EM).

e Evaluacion de la capacidad antioxidante in vitro de MC de ChM y ChFM (MCqy, y
MCcpr), con y sin flavonoide, y el compuesto bioactivo libre: evaluaciéon de la

desactivacién de HO', O, y O ('Ay).
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Dados los resultados expuestos en el Capitulo 6, se procedi6 a microencapsular los
flavonoides en estudio con Ch nativo de PM medio y su derivado ChFM (a los fines de realizar
comparaciones pertinentes) ya que el descenso de PM de ChM por reaccién de Maillard brinda
un biopolimero (ChFM) de solubilidad considerablemente mejorada a pH fisiolégico, con cierta
capacidad conservada de deposicion sobre el material a microencapsular, propia de la molécula
originaria '?. Segtin Sinha y col. (2004) ''”| esta caracteristica se relacionaria con el PM y la
viscosidad que Ch imparte al sistema, resultando en una mayor eficiencia de encapsulacion las
moléculas derivadas de PM entre 50-100 kDa que la que proveen moléculas de bajo PM (< 50
kDa) a una misma concentracion. Esto es ttil para la obtencién de particulas complejas por un
mecanismo fisico-mecanico, como el Spray-Drying, en donde no habrad un soporte electrostético
considerable como en la gelificacion i6nica (método fisico-quimico). L16.19]

Los ensayos de capacidad antioxidante in vitro se llevaron a cabo s6lo con Q
microencapsulada en ChM y ChFM, ya que al trabajar con G grado analitico la disponibilidad del
flavonoide fue menor. La G, microencapsulada s6lo en ChFM, se destiné completamente a los
estudios con el modelo murino de colitis ulcerosa generada con DSS (Capitulo 8) a los fines de
comparar el flavonoide modelo (Q) con uno (G) sin referencia publicada de ensayo en el

mencionado modelo.

-Noelia L. Vanden Braber- 96



-Capitulo 7- MICROENCAPSULACION DE FLAVONOIDES MEDIANTE SECADO POR ASPERSION

7.2. Materiales y Métodos

7.2.1. Reactivos

Ch de peso molecular medio (ChM), quercetina (Q), genisteina (G), clorhidrato de nitroazul de
tetrazolio (NBT), 2-Desoxi-D-ribosa, clorhidrato de hidroxilamina, tripolifosfato de sodio (TPP),
cloruro de tris (bipiridina) rutenio (II) (Ru(bpy);Cly) y écido tricloroacético (TCA) fueron
obtenidos de Sigma-Aldrich (MO). Mientras que, cloruro férrico (FeCls), fosfato de potasio
monobdsico (KH,POy,), cloruro de sodio (NaCl), hidréxido de sodio (NaOH), cloruro de potasio
(KCl), bicarbonato de sodio (NaHCOs3) y 4cido ascérbico, todos ellos de grado analitico, se
obtuvieron de Cicarelli (Argentina). Los 4cidos tiobarbiturico (TBA) y etilendiaminotetraacético
(EDTA), fueron provistos por Merck (Alemania) y peréxido de hidrégeno (H,0,), 4cido acético
glacial (CH3;COOH), 4cido clorhidrico (HCI) e isopropanol por Anedra (Argentina)

Todas las soluciones acuosas se prepararon con agua ultrapura.

7.2.2. Métodos

7.2.2.1. Microencapsulacion de quercetina (Q) v genisteina (G) mediante secado por

aspersion

Se prepard la solucién de material de pared utilizando ChM 0,5 % (p/v) en acido acético 0,5 %
(v/v); y para ChFM el producto de dialisis que se obtiene en el proceso de funcionalizacién con
un contenido de sélidos evaluado por método gravimétrico de, aproximadamente, 0,5 % (p/v) (la
preparacion de la mezcla a secar termind por ajustarse al valor empirico de sélidos).

A la solucién de material de pared se le afiadid el compuesto bioactivo Q o G en una
proporcion del 5 % (p/p) de material de pared (0,025 % (p/v)). La mezcla fue homogeneizada a
18.000 rpm durante 5 min, en recipiente al resguardo de la luz. A continuacion, bajo constante
agitacion, se adicion6 TPP al 1 % (p/v), como agente de entrecruzamiento, en una relacién del 5
% respecto del volumen de la solucién del material de pared.

Preparada la mezcla se procedi6 al secado por aspersién en un equipo BUCHI Mini B-290
(BUCHI Labortechnik AG, Suiza) bajo las siguientes condiciones de trabajo: T° de ingreso de
130 °C, T° de salida de 76/78 °C, flujo de aire de 1,05 m3/h, caudal de liquido 4 mL/min y
velocidad de bombeo del 10 %.
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Se obtuvieron MC vacias se lograron sin el agregado de los compuestos bioactivos, siguiendo
el mismo procedimiento planteado en los puntos anteriores. Las mismas se utilizaron como

blanco para las distintas evaluaciones a las que se sometieron aquellas con flavonoides.

7.2.2.2. Eficiencia y rendimiento de microencapsulacion

Para cuantificar el total de Q o G presente en las MC, una masa exacta se resuspendié en HCl
0,1 N (ruptura o disgregacion total de la cdpsula) preparado en una mezcla isopropanol:agua
(1:1). Esta solucién fue sonicada durante 2 h, a modo de asegurar la completa liberacion del
compuesto bioactivo, y se evalué su absorbancia (Espectrofotometro de arreglo de diodos
Specord S600, Analytik Jena, Alemania), a 366 nm para Q y 262 nm para G, para su
cuantificaciéon mediante el empleo de un coeficiente de extincién molar (¢) empirico calculado a
partir de una curva de calibracion para cada flavonoide, segtn la ecuacion de Lambert y Beer.

Del mismo modo, para cuantificar la Q o G fuera de la MC, una masa exacta se resuspendi6 en
una mezcla isopropanol:agua (1:1). Esta solucién fue inmediatamente centrifugada a 500 rpm
durante 5 min y se evalud la absorbancia del sobrenadante a 366 nm para Q y 262 nm para G,para
su cuantificacion.

Para todos los ensayos espectroscopicos de flavonoide microencapsulado se utilizaron blancos
de MC vacias a la misma concentracién del biopolimero empleado como material de pared.

20
)[]

La eficiencia de microencapsulacién (EM se calcul6 seguin (Ec. 1):

EM (%) = ([Flavonoide]Demro /l Flavonoide]Tota])XIOO (Ec. 1)

El contenido de flavonoide dentro de MC se calculd a través de la sustraccion del contenido
total y exterior.

El rendimiento de microencapsulacién (RM) fue calculado segtin (Ec. 2):

RM (%) = (M, /M )x100 (Ec. 2)
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Donde M, = masa obtenida al final del proceso de secado y Mg = masa de s6lidos presente en

la suspension a secar.

7.2.2.3. Morfologia de microcdpsulas (MC)

La morfologia de las MC obtenidas fue analizada por microscopia electrénica de barrido
(SEM) (Microscopio FE-SEM Modelo SIGMA, ZEISS, Alemania) usando un voltaje de
aceleracion de 5 kV. Las muestras en forma de polvo fueron adheridas al portamuestras mediante
una cinta doble faz conductora de carbono, posteriormente se realizé un depdsito conductor de
oro con una metalizadora CED 010 (Balzers Union, Liechtenstein).

La distribucién de tamafio fue evaluada con el software Image] 2014 (Rasban, National

Institute of Health, USA).

7.2.2.4. Ensayos de liberacion controlada

Una masa de 0,05 g de MC se hidrat6é con 5 mL de agua ultra pura y se suspendi6 a través del
empleo de un agitador vortex durante 5 min. Una vez homogénea la suspensién, la misma se
colocé en una membrana de didlisis de PM de corte 12.000 — 14.000 Da (8 cm de longitud)
(Sigma Aldrich), y dicho sistema se dializ6 contra amortiguador gastrico pH 1,2 durante 2,5 h,
seguido de 4,5 h en amortiguador intestinal pH 6,8, en orbital shaker a 37 °C y 150 rpm a los
fines de simular condiciones reales de digestion.

Las soluciones de didlisis se prepararon de la siguiente manera:

- Amortiguador géstrico pH 1,2: NaCl 125 mM; KCl 7mM; NaHCO3 45 mM, y HCl para

ajustar a pH final.

- Amortiguador intestinal pH 6,8: KH,PO, 50 mM; NaOH 22,4 mM.

La Q liberada se cuantificé por espectroscopia UV-Visible a 366 nm, para lo cual se tomaron
muestras del medio a diferentes tiempos de didlisis, y las concentraciones fueron determinadas a

partir de curvas de calibracion realizadas en cada uno de los sistemas a evaluar.

Los resultados se expresan conforme a (Ec. 3):
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% Liberacién= [Q]Medio de Liberacién %100 (E c. 3 )

[Q]Total

7.2.2.5. Desactivacion de radical hidroxilo (HO")

HO' se generd, conforme a Boiero y col. (2014) [21]

, por la reaccién de Fenton, como fue
descripto en el Capitulo 6, dando lugar a la formacion de MDA por oxidacion de la 2-Desoxi-D-
ribosa. El MDA en presencia de TBA forma un aducto (Ams: 532 nm) cuya inhibicién por
competicion se traduce como comportamiento antioxidante de MC.

El medio de reacciéon fue provisto por amortiguador fosfato S0 mM pH 7.4 (400 uL), se
afladieron 2-Desoxi-D-ribosa 10 mM (560 uL), H,O, 100 mM (50 puL), FeCl; 1 mM (50 uL),
EDTA 5 mM (50 pL), 4cido ascérbico 5 mM (40 pL), completando con la suspension de MC (5
mg/mL en 4cido acético 0,5 %v/v/) o solucién madre de Q pura y agua, hasta volumen final de 2
mL. Luego de un periodo de incubacién de 1 h a 37 °C, se adicion6 TBA 1 % (p/v) (1 mL) y
TCA 5,6 % (p/v) (1 mL) y se mantuvieron las muestras a 95 °C durante 20 min, para
posteriormente leer las respectivas absorbancias.

El porcentaje de desactivacion (% D) de HO' fue calculado de acuerdo a la siguiente ecuacién

(Ec. 4):

A - A,
D (%) = 100 x (Ec. 4)
A,

Donde Ay es el valor de absorbancia a 532 nm obtenida para la solucién control y A, es el
valor de absorbancia en presencia de las diferentes muestras a diferentes concentraciones. A
partir de las pendientes de los graficos de % D vs. concentracién se calculd para cada molécula la

concentracion efectiva (uM) para desactivar el 50 % de la especie reactiva (CEsp).

7.2.2.6. Desactivacidn de anién superdxido (O;"")

O," fue generado por la autooxidacién del clorhidrato de hidroxilamina conforme a Boiero y
col. (2014) [2”; el estudio, como fue descripto en el Capitulo 6, se basoé en la inhibicién por
competicion de la formacién de monoformazan (MF") (A4 560 nm) por reduccién del azul de

nitrotetrazolium (NBT>").
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El medio de reaccién fue provisto por amortiguador fosfato S0 mM pH 8 (500 pL), se
afladieron NBT 1 mM (300 uL), EDTA 1 mM (100 uL), clorhidrato de hidroxilamina 5 mM (500
uL), completando con la suspensiéon madre de MC (5 mg/mL en 4cido acético 0,5 % v/v) o
solucién madre de Q pura y agua, para abordar las diluciones deseadas, hasta volumen final de 3
ml. Luego de un periodo de incubacion de 1 h a 37 °C, se leyeron las respectivas absorbancias.

El % D de O," fue calculado de acuerdo a Ec. 4 y del mismo modo mencionado la CEsy (uM)

para Oy

Para la actividad frente a HO y O, , todas las muestras fueron analizadas en un mismo
contenido de MC (mg/mL) y, posteriormente, se expresaron en su concentraciéon equivalente de
Q (uM). La concentracion de Q fue evaluada espectrofotométricamente a 366 nm con un blanco

de MC vacias a la misma concentracion de biopolimero empleado como material de pared.

7.2.2.7. Desactivacion de oxigeno molecular singulete (027(141912

El consumo fotosensibilizado de oxigeno disuelto, utilizando Ru(bpy);Cl, 57 uM como
sensibilizador, se monitore6 durante 10 min a través del empleo de un microelectrodo sensor de
oxigeno con irradiacién continua de un LED Blue (emisién a 466+30 nm, 1W) como fuente de
excitacion, conforme a la metodologia propuesta por Giménez y col. (2016) 221 A su vez, se
evalué el consumo de Q por espectroscopia UV-Visible (Espectrémetro CCD-USB2000, Ocean
Optics, USA).

Una suspension de MC (5 mg/mL) se preparé en HCl 0,1 M y se diluy6 (1 mg/mL) en el
amortiguador géstrico arriba descripto (inciso 7.2.2.4.). La suspension resultante se fracciond en
dos partes, una de las cuales se ensayé inmediatamente y, la restante, se incub6 2 h a 37 °C para
simular las condiciones fisiol6gicas de digestion géstrica y ver la pérdida de actividad de Q al
someterse a las mismas. También se analiz6, a modo de control, Q pura en una concentracioén

equivalente a la que las MC aportan desde el exterior (alrededor de 20 uM).
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7.2.3. Andlisis estadistico

Los datos experimentales fueron analizados con el programa OriginPro 8.5 (OriginLab
Software Corporation, USA). Cada ensayo se llevé a cabo por triplicado y los datos se presentan
como el valor de media + desviacion estandar (DE).

Los resultados se evaluaron estadisticamente mediante anélisis de la varianza (ANOVA) a una
via seguido del test Tukey como test post-hoc con la ayuda del programa InfoStat versiéon 2014
(Di Rienzo, Casanoves, Balzarini, Tablada & Robledo, Grupo InfoStat, FCA, Universidad
Nacional de Cérdoba, Argentina). Las diferencias entre grupos se consideraron significativas a P

<0,05.
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7.3. Resultados y Discusion

7.3.1. Caracterizacion de microcdpsulas (MC)

Desai y Park (2005) 1101 1 orenzo-Lamosa y col. (1997) 1131 " Caddeo y col. (2014) [18] y Nunes
y Mercadante (2007) ** han obtenido RM en la recoleccién de polvos, en promedio, del 50 %.
Como puede observarse en la Tabla 7.1., los RM del presente trabajo han sido optimizados para
el proceso de secado por aspersion. EI RM para ChFM fue més alto que el obtenido con ChM,
mostrando una diferencia estadistica en las MC con Q. Esto podria responder al descenso de PM
(PMChM = 583 kDa; PMChFM = 98 kDa) que sufre el biopolimero Ch en la funcionalizacion
por reaccion de Maillard ya que, al bajar el PM, desciende también la viscosidad de la suspension

y la adherencia de la misma a las paredes de la cdmara de secado. 2]

Tabla 7.1.: Rendimiento y eficiencia de microencapsulacién de quercetina (Q) y genisteina (G) en
matrices de quitosano (Ch).

Contenido % (p/p) Flavonoide en Masa Total de

Muestra MC EM (%) RM (%)
Total Fuera Dentro

MCc,-Q 3,88+0,25% 0,84+0,01° 3,04+0,20" T8+5% 60+5"

MCcr-Q 3,23+0,25" 0,74+0,01° 2,49+0,25% TT7£5% 75+5°

MCar-G 2,30+0,20 0,50+0,01 1,80+0,20 78+5 70+6

Medias con una letra comin, para una misma columna, no son significativamente diferentes (P > 0,05)

Como fue mencionado previamente, la viscosidad de la suspension a secar es un parametro
fundamental y critico en la formulacién de MC a través de Spray-Drying. En una primera
instancia, la misma mejora la deposicion del material de pared sobre la particula micro-

U7 Ahora bien, una viscosidad

suspendida que se pretende encapsular, aumentando la EM.
elevada compromete la fluidez del sistema, evitando una aspersion homogénea del mismo, lo cual
influye, directamente, en la distribucién de tamafio de particulas secas finalmente obtenidas.
[610.12171 1 o5 valores de EM no muestran cambios significativos entre ambos polisacaridos
utilizados como material de pared, esto se corresponde, en el caso de Q, con el contenido total e
interno de flavonoide en la MC. Sin embargo, estos contenidos (total e interno) entre las MCcp, y
las MCcprdifieren en, promedio, un 0,6 % (3,88 % - 3,23 % y 3,04 % - 2,49 %, respectivamente.)

y esta diferencia si repercute significativamente en el contenido de Q por fuera de la particula.
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Sinha y col. (2004) "1 explican que la viscosidad de las soluciones de Ch evita una re-
cristalizaciéon del activo durante el secado, mejorando la capacidad de entrampamiento del
mismo. ChFM perderia parte de esa capacidad en la presente formulacién tal como puede
observarse en los valores de contenido obtenidos.

G muestra valores de contenido mds bajos que Q, pudiendo esto atribuirse a que es un
compuesto mds l4bil frente a las condiciones de procesamiento (suspension, homogenizacion,
secado). ** Las MCgq quedaron excluidas del andlisis estadistico de EM porque se perseguia la
comparacion de materiales de pared y G sélo se encapsulé en ChF.

Las micrografias SEM (Figura 7.2.) muestran particulas individuales, no fusionadas, con
superficie lisa y forma esférica. Las MC se observan colapsadas debido a la rdpida evaporacion
del solvente (agua) atribuible al proceso de Spray-Drying. El tamafio medio de las MC obtenidas
es de, aproximadamente, 2 um (Tabla 7.2.), pero la distribucién del tamafio de MC¢y, fue més
amplia debido a la viscosidad de la suspension, la cual arroja gotas mds heterogéneas durante la

pulverizacion. [6.12.17]

EHT = 5.00 kV Signal A = InLens EHT = 5.t

0 kv Signal A=
wo= Zomm A Signal B = 8E2 7 WD = 2.9 mm

ens
Signal B = SE2

Mag= 19.44 K()Lﬁ {Signal =0.0000 Mag= 19.32KX Signal = 0.0000

EHT = 5.00 kV

WD = 3.3 mm

l o Mag= 27.31KX .

e 3 %! = - -~

Figura 7.2.: Micrografias SEM de microcapsulas (MC) con quercetina (Q).
Voltaje de aceleracion 5 kV. (A 'y B) MC¢;, (Magnitud 19,44 K X'y 19,32 K X), (C y D) MCcyr (Magnitud 9,99 K X
y 27,31 K X).
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Tabla 7.2.: Tamafio de microcapsulas (MC) con quercetina (Q).

Tamaiio MC con Q (um)
MCChF MCCh
Media 1,94+0,70 1,86%1,90
Max. 3,50 8,37
Min. 1,00 0,12

Media + DE (n = 100)

Los ensayos de liberacion controlada (Figura 7.3.) muestran que la Q liberada desde las MC
de ChFM fue mayor que aquella proveniente de la MC de ChM, independientemente de que el

contenido interno de estas dltimas haya sido 0,55 % mayor (Tabla 7.1.).

30 _CDH DICIONES GA STRICAS | CONDICIONES INTESTINALES

25 +

Q Liberada (%)

-1 0 1 2 3 4 5 B T 8
Tiempo (h)

Figura 7.3.: Ensayos de liberacién controlada de quercetina (Q) desde microcdpsulas (MC).
MCq, (l) y MCqyr (@).

A partir de estos ensayos se puede concluir que ChFM mejora las cualidades de las MC
mostrando una mejor capacidad de hinchamiento y liberacion de activo al medio. Luego de 7 h,
la Q liberada desde las MCcyr fue del 30 % respecto del contenido total de la particula, mientras
que para MCgy, fue del 15 %. Caddeo y col. (2014) " reportaron valores similares para un
sistema compuesto por el 30 % de Q respecto del material de pared Ch en la mezcla a secar.
Guazelli y col. (2013) 23] mostraron valores del 40 %, luego de 6 h, para particulas de pectina-
casefna obtenidas por coacervaciéon compleja y secadas por aspersion, con una proporcioén de Q

del 20 % respecto del material de pared. En el presente sistema, acorde al disefio de un aditivo
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alimentario, la proporcion de Q, en funcién de Ch o ChF, fue del 5 %. El contenido neto liberado

en condiciones intestinales fue de 106 pg para MCcpr y de 80 pg para MCqcy,.

7.3.2. Desactivacién de radical hidroxilo (HO") y anidn superdxido (O5)

En la Figura 7.4. se muestran graficos de % D vs. concentracién de Q. Para poder llevar a
cabo un andlisis comparativo se calcularon, a partir de estos datos, las concentraciones necesarias

para desactivar el 50 % de cada radical (CEsg) que se presentan en la Tabla 7.3.

80 80
A B
70+ Tor L
60 - 60| E
g ] b
. 50 |.N 50
Q o]
40 | O 40}
D p=]
=2
ES L
30+ 30
20 20 F
]
10k 10+
D 1 1 1 1 1 D 1 1 1 1 L 1 L
0 1 2 3 4 5 6 0 1 2 3 4 5 B
Concentracion de Q (uM) Concentracién de Q (uM)

Figura 7.4.: Desactivacién (% D) de (A) radical hidroxilo (HO") y (B) anién superéxido (O,") por microcdpsulas
MO).
Q liberada desde MCcy, (), MCcr (@) y Q pura (A).

Tabla 7.3.: Valores extrapolados de concentracién efectiva de quercetina (Q) para la desactivacion del
50 % (CEsp) de radical hidroxilo (HO") y anién superdxido (O,").

CE 5 (uM)
Muest
uestra HO® 0,
Q pura 26,88+1,91° 18,52+1,43"
Q desde MCgy, 5,80+0,08" 1,23+0,13*
Q desde MCcpp 2,82+0,23" 0,82+0,04°

Medias con una letra comun, para una misma columna, no son significativamente diferentes (P > 0,05).
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Q posee tres estructuras funcionales a las cuales se les atribuye su actividad antioxidante. En
primer lugar, la funcién catecol en el anillo B; en segundo lugar, el doble enlace entre C2 y C3,
en conjuncién con el grupo 4-oxo, del anillo C y, finalmente, los grupos —OH de C4 y C5 del
anillo A. ® La capacidad de Q para desactivar radicales libres se asocia, principalmente, a
grupos —OH presentes en el anillo B, capaces de donar un hidrégeno acompaiiado de un electrén
a radicales libres *"?*! dando un radical fenoxilo mds estable y menos reactivo. e grupo 3’ 4°
— catecol inhibe la peroxidacion lipidica a través del establecimiento de puentes hidrégeno y la
deslocalizacién de electrones en la estructura molecular del flavonoide. P Otra funcién
importante de este grupo es la posibilidad de quelar iones de metales de transicion intermediarios
en vias oxidativas como la reaccién de Fenton. " La sustitucién del grupo —OH en C3 del anillo
B por un grupo metilo o un glicésido anula casi por completo la actividad antioxidante de Q. (321
De aqui el valor agregado que aporta usarla en su forma aglicona.

Los valores de CEsp muestran que la Q microencapsulada tiene un mayor efecto de
desactivacion de especies radicalarias de oxigeno que Q pura. La diferencia estadistica entre Q
pura y Q microencapsulada, liberada tanto desde MCc, como MCcpr, permitiria deducir que la
MC actiia como un sistema de reposicion permanente de flavonoide en el sistema, como asi
también que ChM y ChFM contribuyen con sus caracteristicas per se a la actividad de Q. En este
contexto, la actividad de Q microencapsulada en ChFM fue 10 veces mayor que Q pura para HO',
y 23 veces mayor para O, . Aunque sin diferencia estadistica para O, ", el valor % D para Q en
MCqypr resulto ser, aproximadamente, el doble del valor de % D para Q en MCqy,, frente ambas
especies reactivas, pudiendo esto responder a lo probado en los ensayos de liberacién controlada
(mayor cantidad de Q liberada desde MCcyp).

La menor capacidad antioxidante frente a HO', en comparacién a O," (Figura 7.4.), podria
deberse a que esta especie es generada por reaccion de Fenton. Existe una actividad competitiva
pro-oxidante de flavonoides a través este mecanismo, dependiente de la cantidad de —OH
presentes en el anillo B de la molécula, lo que le otorga actividad “redox”, y la naturaleza del
agente quelante. “** Puppo (1992) **! expone que los flavonoides con mayor nimero de —OH
en el anillo B pueden actuar en el ciclo “redox” del Fe, restituyendo el Fe** en el sistema y
cooperando en la formacién de HO"; in vivo, la presencia de citrato y ATP como agentes
quelantes de Fe promueven la actividad antioxidante de los flavonoides, lo cual se corresponderia

36
)[]

con la presencia de EDTA en sistemas in vitro. Frente a esto, Bors y col. (1990 postulan que
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las ventajas antioxidantes de Q in vivo podrian reducir dicho efecto adverso, por competicion de

estas dos actividades. 17

7.3.3. Desactivacion de oxigeno molecular singulete (OZ_(JAQM

La desactivacion del estado triplete de [Ru(bpy)32+]* por oxigeno ocurre a través de dos vias:
transferencia de electrones, con generacion de especies radicalarias, y transferencia de energia
generando O, (lAg). 138391 Sin embargo, se ha podido concluir que la desactivacion es mediada,
principalmente, por un mecanismo de transferencia de energia (Ec. 18-Capitulo 6) ya que esta
transferencia es mas favorable energéticamente que la de electrones. 38400 En conclusién, la
principal especie generada por fotosensibilizacién mediada por [Ru(bpy);**] es O, (1Ag).

La desactivacién de O, (lAg) por Q microencapsulada fue significativamente diferente a la de
Q pura como se muestra en la Tabla 7.4. a través del cdlculo de las pendientes iniciales de las
curvas linealizadas de consumo de oxigeno de las Figuras 7.5.A y B. Q microencapsulada fue,
aproximadamente, un 20 % mdas efectiva que Q pura. Del mismo modo que para especies
radicalarias, puede observarse que ChM y ChFM actuarian como coadyuvantes del flavonoide
aportando una ventaja competitiva a través del proceso de microencapsulacion.

Los valores de pendientes de MCc, con Q son mayores que aquellos de MCcpr en la misma
proporcién que lo son los % (p/p) del contenido total (Tabla 7.1.), siendo, ambas relaciones, de
1,2 (Tabla 7.1.) Se puede deducir, entonces, que la mayor actividad de desactivacién de las MC

de ChM es relativa a la cantidad neta de flavonoide aportado al sistema.
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Figura 7.5.: Perfil de consumo de oxigeno por microcapsulas (MC) con quercetina (Q) (curvas linealizadas)
mediante fotosensibilizacién en estado estacionario de [Ru(bpy);**] en condiciones géstricas simuladas.
(A) MCq, vacia (a), Q pura (b), MCc,conQt=0h(c)yt=2h-T°=37 °C (d).

(B) MCqyr vacia (a), Q pura (b), MCcprrpcon Qt=0h (c) yt=2h - T° =37 °C (d).

Tabla 7.4.: Reactividad de microcdpsulas (MC) frente a oxigeno molecular singulete (O, (lAg)). Valores
de pendientes iniciales de desactivacién a partir de curvas linealizadas.

Pendiente x10™* (min'l) Pendiente x10™* (min'l)

MCq,-Q MCcn-Q
Q pura 20 pM 3,95+0,04°
MC-QO0h 5,500,03° 4,45+0,03°
MC-Q2h-37°C 5,68+0,04° 4,48+0,03°
MC vacia 0,91+0,03* 2,46+0,03°

Medias con una letra comin, para una misma columna, no son significativamente diferentes (P > 0,05).

Las Figuras 7.6.A y 7.6.B muestran que Q pura es totalmente consumida por O, (lAg).
Ademis, la Figura 7.7. muestra que el sistema de trabajo no pudo haber dado lugar a una

fotodegradacion de Q ya que la muestra se excitd a mayor longitud de onda que la usada para

monitorear Q (366 nm).
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Figura 7.6.: Consumo de quercetina (Q) monitoreado a 366 nm (curvas normalizadas).
(A) Q pura (a), MCcconQt=0h(b) yt=2h - T° =37 °C (¢).
(B) Q pura (a), MCcprcon Qt=0h (b) yt=2h - T° =37 °C (c).
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Figura 7.7.: Bandas de absorbancia (normalizadas) de quercetina (Q) (a) [Ru(bpy)f*] (b) e intensidad (normalizada)
del LED Blue (¢).

Morales y col. (2012) 1] expusieron, para Q, una relacion entre la constante total (k) y

281 obtuvieron lo

reactiva (k,) de desactivacion de O, (1Ag) igual a 1. Morédn Vieyra y col. (2009)
mismo, para un flavonoide particular en estudio, bajo condiciones bdsicas de pH. El incremento
en los valores de absorbancia luego de los 4 min (Figura 7.6.), podria deberse a productos de
oxidacién por la incorporaciéon de O, (lAg) al doble enlace C2=C3 del anillo C, con la
consecuente formacién de un hidroperéxido intermediario. **! Puede observarse que Q pura se

consume totalmente, esto no sucede con la Q encapsulada ya que la MC es un sistema de
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reposicion de flavonoide en el medio. A su vez, luego de 2 h bajo condiciones de digestion
géstrica a 37 °C, la actividad de la MC con Q frente a O, (1Ag) no se vio en absoluto afectada,
observandose el mismo valor de pendiente que a t=0 (Tabla 7.4.).

Es importante destacar que las MC formuladas con ChFM mejoran considerablemente las
propuestas de particulas obtenidas con Ch nativo como material de pared. Caddeo y col. (2014)
(18] encapsulan Q con una mezcla de Ch y goma xdntica para ser dispensada en colon, la goma
mejoraria la capacidad hinchamiento y liberacién de la MC, lo cual en el presente trabajo se logra
con la funcionalizacién de Ch, que mejora su solubilidad a pH fisiol6gico y, por ende, su
hidratacion en medios biolégicos. Guazelli y col. (2013) (23] encapsulan Q en una matriz de

pectina y caseina, con el empleo de glutaraldehido, compuesto altamente toxico (2]

, para dar
estructura a la particula obtenida por coacervaciéon compleja, un método costoso y dificil de
escalar; la formulacién del presente trabajo utiliza TPP para entrecruzar a Ch y las particulas se
obtienen a través de un método fisico ampliamente utilizado en la industria de alimentos, lo cual
coopera con la inocuidad de la preparacion. Kumari y col. (2010) 431 desarrollaron nanoparticulas
de Q en 4cido polildctico; muestran que Q conserva su capacidad antioxidante frente a DDPH
luego de la sintesis de nanoparticulas; sin embargo no observan, como en los resultados
expuestos en el desarrollo de esta tesis, que el material de pared coopere en las propiedades
bioactivas de la Q encapsulada. Pool y col. (2012) I también desarrollaron nanoparticulas de Q
en dcido polilactico y ellos pudieron observar una capacidad antioxidante mejorada de la Q
encapsulada. Ahora bien, el 4cido polildctico permitiria la liberacién de Q en estdmago para su
absorcion directa en intestino delgado, sin llegar a colon.

De esta manera, ChFM se convierte en un potencial material de pared para la obtencion de

MC capaces de sortear el pH géstrico y liberar, de manera controlada, compuestos bioactivos en

intestino grueso.
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7.4. Conclusion

Dados los resultados obtenidos, puede concluirse que la microencapsulacién de flavonoides en
matrices de Ch constituye una excelente alternativa para formular un aditivo nutracéutico que
pueda utilizarse para generar un efecto benéfico en el organismo de quien lo consume. Ademads
Ch no actda como mero excipiente, sino que también coadyuva al activo encapsulado en su
desempefio.

La funcionalizacién de Ch por reaccidon de Maillard mejoré la capacidad de las particulas para
hidratarse y liberar el flavonoide en el sitio de accidn.

En efecto, el presente capitulo sugiere que el secado por aspersidon constituye una técnica
adecuada para obtener particulas gastro-resistentes. Las MC obtenidas mostraron una buena
eficiencia de microencapsulacion, un elevado rendimiento de proceso y una morfologia acorde a
la técnica de obtencién de las mismas. Estas caracteristicas, acopladas a la capacidad
mucoadherente de Ch 4%, permiten disefiar una particula de liberacién controlada que podria

mejorar la biodisponibilidad del flavonoide en intestino, especificamente en colon.
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8.1. Introduccion

Como se expuso en el Capitulo 5, el tracto gastrointestinal de mamiferos estd continuamente
expuesto a numerosos microorganismos como asi también a toxinas provenientes del ambiente o
presentes en los alimentos consumidos, lo que lo convierte en una zona de alta vulnerabilidad.
Dos de las mds importantes EII, la EC y CU, se caracterizan por una inflamacién crénica del
intestino con etiologia multifactorial. '"!

DSS es un polisacdrido sulfatado, soluble en agua, cargado negativamente, con una variacién
de PM desde 5 a 1400 kDa, utilizado para desarrollar modelos de estudio de colitis in vivo. El
potencial colitogénico del DSS es PM dependiente. El modelo murino de colitis mds préximo a la
patologia en humanos se alcanza con la administracion de DSS de 40-50 kDa en el agua de
bebida, a una concentracion promedio del 3 % (p/v). (2]

Una caracteristica importante relacionada con la colitis generada a partir del suministro de
DSS es que, a diferencia de la enfermedad en humanos, no se requieren células T y B para el
desarrollo de la misma. Esta limitacion sin embargo, permite el estudio de la contribucion del
sistema inmune innato al desarrollo de la inflamacién intestinal con el aporte esencial de las
bacterias intestinales.”!

Laroui y col. (2012) " han demostrado que el mecanismo de accién del DSS estd mediado por
la formacioén de nanolipocomplejos (vesiculas) con 4cidos grasos de cadena media, como el
dodecanoato, presentes en abundante cantidad en colon. Estas vesiculas de aproximadamente 200
nm de didmetro pueden fusionarse con las membranas celulares de los enterocitos, internalizarse
y, en el citoplasma, estimular cascadas de sefializacién que activan el proceso inflamatorio. ™ La
fusion de las vesiculas ocurre porque los dcidos grasos de cadena media interactian con las

claudinas '©

, componentes sustanciales en las zonas de oclusion. En el mismo sentido, Coyne y
col. (2000) "1, han probado in vivo que el anién caprato (C12) altera las uniones estrechas (right
Jjunctions) modulando la transferencia génica viral, con un mecanismo de accién similar al
propuesto para DSS. L6]

Las caracteristicas clinicas e histoldgicas inducidas por el suministro de DSS al 3 % (p/v) en
agua de bebida son un reflejo de lo que acontece en CU en humanos. Se inducen cambios
histolégicos agudos a partir de 4 a 7 dias de dosificacién, acompafidandose con pérdida de peso,

diarrea, sangrado en heces y encorvamiento. ! La disrupcién de la integridad de barrera (Figura

8.1.) se refleja histolégicamente en la deplecion de mucina y células goblet, erosion epitelial y
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ulceracion. En efecto, DSS induce un influjo de neutréfilos en la ldmina propia y submucosa. Los

efectos cronicos de DSS, logrados con la dosificacion ciclica (periodos intermedios de descanso

cada 7 dias de dosificacién, aproximadamente), resulta en la infiltracién de leucocitos

mononucleares (monocitos, linfocitos). 3]
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Figura 8.1.: Representacion esquemadtica del mecanismo de la colitis inducida por DSS.
Adaptado de Chassaing y col. (2014).

Mucus Microbiota

i *\) Sangrado
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La patogenicidad de la CU ha sido estudiada a lo largo del tiempo desde dos aristas
fundamentales: los procesos inflamatorios y los oxidativos. Ambos procesos confluyen en el
denominado “estallido respiratorio”, donde las mismas células de la inmunidad innata,
concentradas en el sitio de accidn, generan gran cantidad de EROS y ON, resultando en dafio del
tejido y malestar generalizado. [1.8-14]

Por sus propiedades antioxidantes y anti-inflamatorias, los flavonoides, y los polifenoles en
general [15719], han sido ampliamente estudiados en modelos de inflamacién intestinal ya que,
frente a la cronicidad de estas patologias, resulta de gran interés la modulacién de la inflamacién
desde la dieta. **** Incluso, su consumo desde fuentes naturales muestra con el tiempo una
menor tendencia a contraer cincer de colon a través de un efecto protector relacionado a su

[23,24]

actividad anti-mutagénica y anti-proliferativa. Su empleo en estado puro para la

formulacion de alimentos nutracéuticos y funcionales no asegura su arribo a colon, ya que su

absorcién es a nivel de estémago e intestino delgado '*!

, como ha sido mencionado en el
Capitulo 2.

La microencapsulacion es una herramienta de gran utilidad para el desarrollo de este tipo de
aditivos alimentarios. Lorenzo- Lamosa y col. (1998) [26] y Caddeo y col. (2014) [27] sugieren que
Ch es un material de pared adecuado para soportar las condiciones géstricas y dispensar el activo

encapsulado en intestino grueso. Guazelli y col. (2013) **!

mostraron la efectividad mejorada de
Q microencapsulada en un sistema de pectina-caseina en un modelo de colitis generada con é4cido
acético.

En este contexto, el derivado ChFM obtenido por reaccion de Maillard entre Ch nativo de PM
medio y clorhidrato de D-glucosamina, soluble a pH fisioldgico, se convierte en un material de
pared de caracteristicas mejoradas dado que, pasadas las condiciones géstricas, su capacidad de

hinchamiento y liberacion controlada en intestino arrojarian un efecto potencialmente mas eficaz

del flavonoide en cuestion.
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El detalle del presente capitulo contiene:

e Aplicacion de MC de ChFM (MCcpr) con quercetina (Q) y genisteina (G) en un
modelo murino de colitis ulcerosa generada con DSS: seguimiento clinico.

e Andlisis histolégico de colon.

e Evaluacién de la actividad anti-inflamatoria en homogenato de colon a través del
ensayo de citoquinas y quimioquinas.

e Determinacién de la actividad de mieloperoxidasa (MPO) y N-acetilglucosaminidasa
(NAG): indicadores de la infiltracién de neutr6filos y macréfagos, respectivamente.

e Evaluacion del estrés oxidativo en homogenato de colon: determinacién de la actividad
de SOD vy catalasa y la presencia de MDA como producto de peroxidacion lipidica de

membrana.
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8.2. Materiales y Métodos

8.2.1. Ratones

Para el modelo animal se utilizaron ratones hembra de entre 6 y 8 semanas de edad de la cepa
C57BL/6. Estos animales fueron mantenidos en condiciones libres de patdgenos especificos,
alojados en jaulas colectivas a 22 + 1 °C en ciclos de 12 h de luz/oscuridad (luces encendidas a
las 7:00 a.m.) con acceso libre a comida de laboratorio y agua potable. Los experimentos se
llevaron a cabo durante la fase de luz del ciclo. Todos los experimentos con animales se
realizaron en conformidad con las directivas del comité institucional de bioética de la Facultad de

Ciencias Quimicas de la Universidad Nacional de Cérdoba.

8.2.2. Reactivos

DSS fue provisto por Dextran Products Limited (Canadd). Clorhidrato de nitroazul de
tetrazolio (NBT), metionina, riboflavina, 4cido tricloroacético (TCA), bromuro de hexadecil-
trimetil amonio, p-nitrofenil-2-acetamida-B-D-glucopiranosida, Tritébn X-100, inhibidores de
proteasas e isotiocianato de fluoresceina (FITC) se obtuvieron de Sigma-Aldrich (MO). Los
acidos tiobarbiturico (TBA) y etilendiaminotetraacético (EDTA) y per6xido de hidrégeno (H,0»),
fueron provistos por Merck (Alemania). Fosfato de potasio monobdsico (KH,PO,), fosfato de
potasio dibasico (K,HPO,) y fosfato de sodio dibédsico (Na,HPO,), 4cido acético glacial
(CH3;COQH), etanol, cloroformo, cloruro de sodio (NaCl), acido sulfirico (H,SOy), todos ellos
de grado analitico, se obtuvieron de Cicarelli (Argentina). El reactivo de Bradford para ensayo de
contenido de proteinas fue provisto por Bio-Rad (USA) y tetrametilbenzidina (TMB) por BD
Biosciences (USA).

8.2.3. Métodos

8.2.3. Modelo de colitis ulcerosa (CU) generada con DSS. Tratamiento con quercetina (Q) y

genisteina (G) microencapsuladas en derivado soluble de quitosano (ChF)

Se llevé a cabo un modelo de 10 dias conforme a Pedrotti y col. (2016). **! Los grupos
ensayados (n=3/4; realizado 2 veces) fueron separados en Control Normal, Colitis, Colitis +

MCy/MCg y Colitis + MC vacia (MCy). EI DSS fue suministrado al 3 % (p/v) en agua de bebida
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durante los primeros 5 dias, luego se reemplazé por agua 4 dias y al dia 10 se procedi6 al
sacrificio. Las MC en estudio se administraron diariamente durante la induccién de colitis, en 3
dosis por dia, de 75 pL/animal de una suspensioén de 1 mg/100 uL. en CH3;COOH 0,25 % (v/v).
Los grupos Control Normal y Colitis recibieron dosis equivalentes de mezcla solvente. Los
animales se evaluaron clinicamente, a diario, tomando su peso y recolectando heces para valorar
la consistencia y posible presencia de sangre oculta o evidente en las mismas. Se determind, de
esta manera, el indice de enfermedad (IE) que es el resultado combinado de la pérdida de peso, la
consistencia de las heces y el sangrado. 1391 para la pérdida de peso, se asigné un valor de O si el
peso corporal aumentd o se mantuvo dentro del 1 % de la linea de base, 1 paraun 1 % a 5 % de
pérdida, 2 para un 5 % a un 10 % de pérdida, 3 para un 10 % a 15 % de pérdida, y 4 para una
pérdida de peso mayor al 15 %. Para consistencia de las heces, O correspondi6 a heces formadas y
duras, 2 para heces humedas y de menor consistencia y 4 para heces liquidas. En la
determinacion de sangre se asigné 0 a la ausencia de la misma en las heces, 2 a la presencia de
sangre oculta y 4 para la hemorragia evidente.

Una vez finalizado el experimento se evaluaron longitud y peso de colon y se procedi6 a su
muestreo para andlisis histoldgico, citoquinas pro y anti-inflamatorias, estrés oxidativo e

infiltracion de neutréfilos y macréfagos a través de los ensayos de MPO y NAG.

8.2.3.2. Andlisis histoldgico

Secciones de colon distal se fijaron inmediatamente en solucién de Carnoy (60 % de etanol, 30
% de cloroformo y 10 % de &4cido acético) y se embebieron en parafina. Luego, secciones de 5
um fueron montadas en portaobjetos de vidrio y desparafinadas. Para el anélisis histolégico los
cortes fueron tefiidos utilizando el método estdndar hematoxilina-eosina (H&E). Las imagenes
fueron tomadas con un microscopio invertido de epifluorescencia asociado a cdmara fotografica

(Eclipse TI-S, Nikon, USA).

8.2.3.3. Preparacion de homogenatos de colon

Después del sacrificio, se tomé inmediatamente muestra del tejido en estudio, se lavd con
amortiguador PBS y se almacené a -80 °C, en caso de no proceder a su analisis.
Las determinaciones siguientes se hicieron en homogenato de colon de aproximadamente 0,05

g de tejido en 1,5 mL de amortiguador de lisis compuesto por PBS, Tritén X-100 1 % (v/v) e
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inhibidores de proteasas 1 % (v/v). El homogenato fue centrifugado a 10.000 rpm (Centrifuga
Micro 17R, Thermo Fisher Sorvall Legend, USA) durante 5 min, a 4 °C, se separé el

sobrenadante y se evalud el contenido de proteinas totales a través del método de Bradford.

8.2.3.4. Medicion de citoquinas vy guimioquinas

TNF-a y MCP-1 (BD Biosciences) y las interleuquinas IL-6 e IL-10 (BD Pharmingen) se
midieron en los homogenatos de colon mediante el uso de kits de ELISA, tal como estd
especificado por los fabricantes. La lectura de las diferentes densidades Opticas se llevé a cabo

con un lector de microplacas Multiskan™ FC Microplate Photometer (Thermo Scientific, USA).

8.2.3.5. Actividad de mieloperoxidasa (MPO)

Los ensayos de la actividad de MPO, indicativa del infiltrado de neutréfilos en colon, se
realizaron conforme a Bento y col. (2011) B0 Los segmentos de tejido de colon obtenidos luego
del sacrificio se homogeneizaron en una solucién amortiguadora al 5 % (p/v) de EDTA/NaCl (pH
4,7) y se centrifugaron a 10.000 rpm durante 15 min a 4 °C. El sedimento se resuspendié en
bromuro de hexadecil-trimetil amonio al 0,5 % (p/v) (pH 5,4), y las muestras se congelaron, y se
descongelaron, en una mezcla de hielo seco/etanol anhidro tres veces consecutivas. Las muestras
se centrifugaron nuevamente y el sobrenadante se utilizé para el ensayo de MPO. Para determinar
la actividad enzimatica a 50 pL del sobrenadante recogido se adicionaron 50 pL de TMB, y se
freno la reaccion con 25 plL de H,SO4 2 N.

La absorbancia se midié en un lector de microplacas a 450 nm, dentro de los 30 min, y los

resultados se expresaron como DO a 450 nm por mg de tejido.

8.2.3.6. Actividad de N-acetilglucosaminidasa (NAG)

Los ensayos de la actividad de NAG, indicativa del infiltrado de macréfagos en colon, se
realizaron conforme a Bento y col. (2011) P Los segmentos de tejido de colon obtenidos luego
del sacrificio se homogeneizaron en una solucién amortiguadora al 5 % (p/v) de EDTA/NaCl (pH
4,7) y se centrifugaron a 10.000 rpm durante 15 min a 4°C. El sedimento se resuspendié en

bromuro de hexadecil-trimetil amonio al 0,5 % (p/v) (pH 5,4), y las muestras se congelaron y se
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descongelaron, en una mezcla de hielo seco/etanol anhidro tres veces consecutivas. Las muestras
se centrifugaron nuevamente y el sobrenadante se utiliz6 para el ensayo de NAG. Para determinar
la actividad enzimatica NAG se adicionaron 25 pL de p-nitrofenil-2-acetamida-p-D-
glucopiranosida 2,25 mM (pH 4,5). La absorbancia se midi6 en un lector de microplacas a 405

nm, dentro de los 30 min, y los resultados se expresaron como DO a 405 nm por mg de tejido.

8.2.3.7. Actividad de superodxido dismutasa (SOD)

La actividad de SOD se estim0, conforme a Liaudat y col. (2014) 311

, a través de su capacidad
para inhibir la reduccién fotoquimica del NBT (Ecs. 15 y 17-Capitulo 6) en una mezcla EDTA 1
uM (25 pL), amortiguador fosfato de potasio 50 mM pH 7,8 (25 uL), metionina 13 mM (25 uL),
NBT 75 uM (25 pL) y riboflavina 40 uM (100 pL). Las determinaciones se realizaron en
homogenato de colon mediante medidas espectroscopicas (Espectrofotometro de arreglo de
diodos Specord S600, Analytik Jena, Alemania) a 560 nm. Los resultados se expresaron como U

SOD/mg de proteina (una unidad SOD se define como la cantidad de enzima que causa el 50 %

de inhibicién de la reduccion fotoquimica del NBT).

8.2.3.8. Actividad de catalasa

Segtn la técnica de Aebi (1984) %, se colocaron 300 uL de homogenato de colon en 1,3 mL
de amortiguador fosfato 50 mM pH 7 y 1,25 mL de agua bidestilada. A la mezcla anterior se le
adicionaron 150 uL de H,0; y, de manera inmediata, se evalud la extincion del H,O, a 240 nm

durante 1 min.

8.2.3.9. Peroxidacion lipidica: malondialdehido (MDA )

Conforme a Esterbauer y col. (1982) [33]

mezcl6 con 2 mL de TCA al 10 % (p/v) y 2 mL de TBA 0,67 % (p/v), llevandolo luego a un bafo

, un volumen de 1 mL de homogenato de colon se

de agua a 85 °C durante 15 min. Se enfrié la mezcla 5 min bajo agua corriente y se evalud la
absorbancia a 532 nm. A través de la ecuacion de Lambert y Beer y atendiendo a un ¢ para el
MDA, a 532 nm, de 1,54 x 10° M! cm'l, los resultados se expresaron en pmoles de MDA/mg de

proteina.
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8.2.3.10. Marcacion de microcdpsulas (MCy) con FITC

Las MCy se marcaron con FITC conforme a la reaccidn espontdnea de Qaqish y Amiji (1999).
B4 A 300 uL de una suspensién 1 mg de MC por cada 100 uL de CH;COOH 0,25 % (v/v) se le
adicionaron 200 pL de una solucién de FITC en DMSO 1 pg/uL, se incub6 la mezcla 90 min a
37 °C. Posteriormente, se adicionaron 500 pL de PBS y se centrifugd a 1500 rpm durante 5 min.
Eliminado el sobrenadante, se resuspendi6 el pellet de MC en 300 uLL de CH3;COOH 0,25 % (v/v)
a los fines de dosificar a 4 animales. Luego de 4 y 5 h se sacrificaron, respectivamente, 2
animales para ensayar por duplicado la presencia de MC en duodeno, yeyuno, ileon y colon a
través de la recoleccion del contenido intestinal por sucesivos lavados con PBS. Los lavados de
cada seccion se evaluaron por citometria de flujo, obteniéndose 100.000 eventos (MC marcadas)
con un equipo FAC-SCanto (BD Pharmingen, USA) que se analizaron con el software FlowJo
(Tree Star Incorporation, USA).

A modo de control, 2 animales fueron dosificados con la solucién de FITC en DMSO 1

ug/uL, y se procedié como se describid para las MC.

8.2.4. Andlisis estadistico

Todos los ensayos fueron llevados a cabo por duplicado y los experimentos se realizaron al
menos 2 veces. Los datos se presentan como el valor de media de cada grupo de anélisis * error
estandar (EE). Los resultados se evaluaron estadisticamente mediante analisis de la varianza
(ANOVA) a una via seguido del test Tukey como test post-hoc con la ayuda del programa
InfoStat versiéon 2014 (Di Rienzo, Casanoves, Balzarini, Tablada & Robledo, Grupo InfoStat,
FCA, Universidad Nacional de Coérdoba, Argentina). Las diferencias entre grupos se

consideraron significativas a P < 0,05.

-Noelia L. Vanden Braber- 126



-Capitulo 8- APLICACION EN MODELO MURINO DE COLITIS ULCEROSA GENERADA CON DSS

8.3. Resultados y Discusion

8.3.1. Seguimiento clinico

Las Figuras 8.2.A y 8.2.B muestran el seguimiento clinico de los tratamientos con MCq y
MCg, respectivamente. Como puede observarse, a partir del quinto dia, el grupo Colitis comienza
a mostrar sintomas clinicos que no se manifiestan en los grupos tratados con los flavonoides
encapsulados. El tratamiento con MCy no llega a reducir los signos clinicos de los animales en el
tratamiento con MCg de modo estadisticamente significativo, pero si muestra una estadistica

intermedia en el de MC,.
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Figura 8.2.: Graficos de indice de enfermedad (IE) y relacion longitud/peso de colon.
(A 'y C) Tratamiento con MCy,. (B y D) Tratamiento con MCg,
Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (P > 0,05).
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A su vez, las Figuras 8.2.C y 8.2.D, ilustran la magnitud del proceso inflamatorio
representado por un acortamiento y pérdida de peso de colon. BI'Se observa que en los animales
que fueron dosificados con MCq y MCg estos pardmetros fueron similares al grupo Control

Normal (Figura 8.3.).

Figura 8.3.: Fotografia de colon luego del sacrificio.
(A) Control Normal. (B) Colitis. (C) Colitis + MCg. (D)
Colitis + MCy,.

En lo que concierne al IE, la pérdida de peso es uno de los factores mas significativos en su
cdlculo. En las Figuras 8.4.A y 8.4.B se representa la pérdida de peso de los animales a los largo
del ensayo. Al quinto dia, el grupo Colitis comenzé a tener un decaimiento permanente a lo largo
del tiempo mientras que, los animales tratados con MCq y MCg, atenuaron el efecto del DSS
llegando al décimo dia en condiciones similares a las de los animales que no lo consumieron
(Control Normal).

El resultado apreciable del seguimiento clinico muestra un efecto protector de las MCq y MCg
frente al DSS, dado que el efecto toxico del mismo comienza entre los dias 5 y 7 de suministro B3
y los animales bajo tratamiento no evidenciaron el decaimiento esperado. Los animales tratados

con MCly retrasan la pérdida de peso un dia en el tratamiento con MCgq, sin embargo, su ingesta

no logra aminorar el efecto del DSS a lo largo del tiempo.
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Figura 8.4.: Pérdida de peso en tratamientos con flavonoides microencapsulados.
(A) Tratamiento con MCq,. (B) Tratamiento con MCg
(M) Control Normal. (@) Colitis. (L]) Colitis + MCqg. (O) Colitis + MCy,.

8.3.2. Andlisis Histoldgico

Las micrografias de las tinciones H&E se exponen en la Figura 8.5. De cada grupo se muestra
una imagen de un corte longitudinal (micrografia de mayor tamafio) y uno transversal
(micrografia de menor tamafio).

Este andlisis complementa los datos del seguimiento clinico a lo largo del ensayo en cuanto a
los efectos del tratamiento. La CU generada a través del DSS se caracteriza por una disrupcion de
la funcionalidad de la mucosa como barrera de proteccion, lo cual genera un contacto directo de
la microbiota con el tejido linfoide asociado a intestino, dando lugar a una respuesta inflamatoria
exacerbada con infiltrado inflamatorio en ldmina propia.

El dafio en el grupo Colitis se confirma a través de la deplecion de las células caliciformes
(células goblet) secretoras de mucus y la pérdida de la arquitectura epitelial, acompafiada de
infiltracion de células leucocitarias y formacion de abscesos. 131 Egte patrén se repite, en gran
medida, en los animales tratados con MCy. Los animales tratados con MCq y MCg muestran
perfil histolégico de colon con arquitectura de mucosa conservada, en este contexto, la
micrografia de corte transversal del tejido bajo ingesta de MCq evidencia menos dafio que el

tratado con MCg.
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Deplecion de células goblet
e infiltracién de leucocitos.

Figura 8.5.: Micrografias de tinciones hematoxilina-eosina (H&E) (400x).
(A 'y B) Control Normal. (C y D) Colitis. (E y F) Colitis + MCyq. (G y H) Colitis + MCg. (Iy J) Colitis + MCy.
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8.3.3. Citoguinas y quimioquinas

Las citoquinas son mediadores claves en el sistema inmune intestinal y son fundamentales
para mantener la homeostasis. ! Los niveles de citoquinas en tiempo y espacio coordinan el
desarrollo, recurrencia y gravedad del proceso inflamatorio en las enfermedades inflamatorias
intestinales. La inmunidad innata en este tipo de patologias juega un rol critico ya que células
dendriticas activadas, macréfagos y neutréfilos secretan citoquinas que activamente regulan la
inflamacién en la CU, mediando la diferenciacién y activacién de células T de la inmunidad
adaptativa. !

La Figura 8.6. muestra los resultados obtenidos en el ensayo de citoquinas y quimioquinas
pro-inflamatorias. Para ambos tratamientos, con MCq y MCg, los niveles de IL-6 y TNF-a
(Figuras 8.6.A, 8.6.B, 8.6.C y 8.6.D) presentaron valores equivalentes a los animales Control
Normal, sin diferencia estadistica; lo mismo mostraron los animales tratados con MCy. IL-6 y
TNF-o son citoquinas pleiotropicas que inducen la produccion de otros mediadores
inflamatorios, moléculas de adhesion, proliferacion de fibroblastos, etc. IL-6, a través del
transductor de sefial y activador de la traduccién-3 (STAT3), ha sido relacionada con muchas de
las caracteristicas clinicas de la EC y la CU. [36]

MCP-1, también denominada CCL-2, regula la migracion e infiltracion de monocitos y
macréofagos. B7 Los resultados obtenidos para MCP-1 muestran que MCq y MCg, como asi
también MCy, son capaces de restablecer y/o mantener a este mediador en niveles basales sin
diferencia estadistica con el grupo Control Normal (Figuras 8.6.E y 8.6.F).

Como se expuso en el Capitulo 2, G y Q inhiben la induccién, estimulada por TNF-a, de
moléculas de adhesion celular derivadas del endotelio vascular, interrumpiendo también el
comienzo de la cascada de sefializacion inflamatoria mediada por el factor nuclear kB (NF-xB) a
través del impedimento de la fosforilacién de la subunidad IxBa del NF-kB. Esto se traduce en
una actividad anti-inflamatoria de notable evidencia. ***" Esta actividad podria resumirse en el
efecto inhibitorio de ciertos flavonoides sobre tirosina quinasa (enzima interviniente en la
fosforilacion de residuos de tirosina mediante el consumo de ATP). Q actia sobre quinasas
varias, G tiene un efecto especifico sobre tirosina quinasa. ***'! Dicho efecto est4 relacionado a

la presencia de un grupo —OH en C5 del anillo A. Daidzeina es una isoflavona de soja que no
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presenta dicho grupo y tampoco el mencionado efecto inhibitorio. B8 La competencia con el ATP

seria la clave reactiva de esta capacida
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Figura 8.6.: Citoquinas y quimioquinas pro-inflamatorias.
(A yB)IL-6. (CyD) TNF-a. (EyF) MCP-1.
Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (P > 0,05).
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IL-10 es una citoquina anti-inflamatoria capaz de inhibir la presentacion de antigenos y la
subsecuente produccion de citoquinas pro-inflamatorias, por lo tanto, es capaz de atenuar los
efectos de las mismas sobre la mucosa. ! La Figura 8.7. muestra que los tratamientos con ambos
flavonoides microencapsulados en ChFM llevaron los niveles de IL-10 a pardmetros normales,
sin diferencia estadistica para Colitis + MCg y Control Normal. Los valores para Colitis + MCy
fueron tan bajos como para el grupo Colitis. Estos resultados, podrian claramente explicar porqué
el grupo Colitis + MCy no evidencié aminorar los sintomas clinicos. En el Capitulo 4 se
menciond que Ch nativo es un fuerte inductor de citoquinas anti-inflamatorias de manera dosis
dependiente en intestino delgado. En estas condiciones experimentales, la cantidad de ChF
presente en las dosis de MC diarias, como asi también la presencia de TPP como crosslinker, la
conformacion fisica de las MC y el modelo experimental con DSS, que afecta selectivamente a
colon, no guardan suficiente concordancia con las caracteristicas del modelo probado por
Porporatto y col. (2004) 1**1,

A su vez, el PM podria condicionar la induccién de tolerancia, dado que la misma dependeria
de la internalizacion celular de residuos de N-acetilglucosamina a través del receptor de manosa
por parte de ciertos leucocitos. 431" Atendiendo a que ChF derivado de Ch nativo de PM medio,
arroj6 un PM de 98 kDa (Capitulo 6), peso que duplica la masa molecular del empleado por
Porporatto y col. (2004) %1, el potencial tolerogénico podria ser menor, en cuanto a la produccién
de esta citoquina regulatoria.

En efecto, la actividad de las MCy evaluadas a través de citoquinas pro-inflamatorias sugiere
una modulacién por parte de ChFM que no llega a ser suficiente para reducir las manisfestaciones

clinicas de la patologia.
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Figura 8.7.: Citoquina anti-inflamatoria IL-10.
Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (P > 0,05).
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8.3.4. Actividad de mieloperoxidasa (MPO) y N-acetilglucosaminidasa (NAG)

La enzima MPO estd presente en los fagosomas de los neutréfilos y de los monocitos. Es
responsable de la actividad microbicida contra un amplio espectro de microorganismos. En los
PMN estimulados, la MPO cataliza la producciéon de dcidos hipohalogenosos, principalmente
acido hipocloroso (Ec. 1), y otros intermediarios téxicos que aumentan poderosamente la
actividad microbicida.
CI'+H,0, 2HCIO + H,0O (Ec. 1)
Una vez producido el hipoclorito (C10), éste forma una serie de productos microbicidas como

el cloro (Cly), cloraminas, HO" y O, (lAg). “41 MPO es, en conclusién, un nexo entre procesos

inflamatorios y oxidativos y es un indicador indirecto de la infiltracién de neutréfilos en lamina

propia.
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Figura 8.8.: Actividad de mieloperoxidasa (MPO) y n-acetilglucosaminidasa (NAG).
(A'y B) MPO. (C y D) NAG.
Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (P > 0,05).
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Los resultados obtenidos (Figuras 8.8.A y 8.8.B), muestran que la actividad de MPO en
animales Colitis + MCqs ha sido comparable a la de animales Control Normal, en los que el
tejido coldnico estd intacto. Asi mismo, los animales que ingirieron MCy presentan una actividad
intermedia entre el grupo Colitis y Control Normal, mostrando que el efecto es dependiente de la
actividad propia del flavonoide. La menor actividad de MPO observada con el tratamiento podria
atribuirse al incremento significativo de la IL-10 ya que en un modelo de shock hemorragico se
ha detectado reducida actividad de MPO en pulmones luego de la inhalacién de IL-10. **!

De manera homdloga, la enzima NAG ilustra la infiltracién de macréfagos en ldmina propia.
Las Figuras 8.8.C y 8.8.D muestran la reduccion de esta actividad en los grupos Colitis y Colitis
+ MCy. A simple vista, los resultados parecieran contradecir los expuestos para MPO, pero la
colitis generada con DSS tiene como clave la infiltraciéon masiva de neutréfilos y una progresion
a una respuesta del tipo T helper 1 (Thl). (351246471 gy o] tiempo evaluado (dia 10), la infiltracion
de PMN generaria un efecto de dilucion de la actividad de los macréfagos presentes en el sitio de
inflamacién. En conclusién, la mayor actividad de MPO indicaria una elevada tasa de neutréfilos

en el tejido evidencidndose en los grupos con menor actividad de NAG.

8.3.5. Estrés oxidativo

Numerosa evidencia clinica y experimental ha demostrado que las inflamaciones agudas y
cronicas se asocian con una exacerbada produccion de EROS de alta reactividad quimica, entre
ellas: radicales libres, como O, y HO’, y moléculas no radicalarias, como O, (lAg) y H,O,. Las
mismas inducen un grado de estrés oxidativo critico en la patofisiologia de la inflamacion
intestinal. 1*%*"!

El aporte de sustancias antioxidantes desde la dieta coopera en la regulacion y desactivacion
de especies reactivas intrinsecamente vinculadas al proceso inflamatorio porque actian, también,
como mediadores en el reclutamiento de células inmunes. "*-"!

Las Figuras 8.9.A y 8.9.B ilustran la actividad de SOD en homogenatos de colon de los
animales sometidos a los diferentes tratamientos. Los animales Control Normal mostraron una
actividad SOD per se dado que todo tejido, ain en condiciones fisiologicamente estables, se

expone a EROS derivados de la respiracion celular. Ahora bien, aquellos animales que

consumieron flavonoides encapsulados en ChF, junto con DSS, mostraron un nivel de actividad
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SOD inferior al grupo Colitis resaltando la importancia del aporte de estos fitonutrientes desde la

dieta.
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Figura 8.9.: Actividad de superdxido dismutasa (SOD) y catalasa.
(A y B) SOD. (Cy D) Catalasa.
Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (P > 0,05).

Korenaga y col. (2002) 461 han estudiado la actividad de SOD en CU generada con DSS a lo
largo de diferentes ciclos (7 dias DSS al 4 % en agua de bebida seguidos de 14 dias de agua, con
repeticiones de hasta 4 ciclos), a los fines de comparar estadios de inflamacién aguda con
instancias carcinogénicas de la enfermedad. Ellos concluyen que en el periodo agudo de la
patologia (ciclo 1), la actividad de SOD se incrementa casi 2 veces respecto de animales sanos.
Luego (ciclos 2, 3 y 4), la misma desciende, dada la intensidad del dafio que el tejido sufre tras
constante contacto con EROS. Wong y Goeddel (1988) " confirmaron la induccién autécrina
de la isoforma manganeso SOD (Mn-SOD) por citoquinas como el TNF-a; la misma generacion

de EROS actuaria como inductora de SOD en todas sus isoformas.
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Los resultados obtenidos para catalasa (Figuras 8.9.C y 8.9.D), no muestran diferencia
estadistica de su actividad en ninguno de los grupos experimentales. La actividad de catalasa se
incrementa a altas concentraciones de H,O, [52], trabaja en colaboracién con la enzima glutatién
peroxidasa que se activa frente a concentraciones bajas de H,0O,, los resultados denotan la
suficiencia de la actividad basal de catalasa frente a la concentracién de H,O, generada por
dismutaci6n del radical O, .

La peroxidacién lipidica es un indicador de la magnitud del dafio generado por especies
oxidantes, que se traduce como dafio de membrana y posible acceso de las mismas al nicleo
celular. % El resultado de ambos experimentos (Figuras 8.10.A y 8.10.B) muestra que, en
instancias agudas del proceso inflamatorio, el dafio puede regularse desde la dieta, donde incluso

MCy presenta un efecto estadisticamente tan significativo como el del flavonoide Q

microencapsulado.
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Figura 8.10.: Peroxidacién lipidica: malondialdehido (MDA).
Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (P > 0,05).

8.3.6. Tratamiento con genisteina (G) libre

Como se explico anteriormente en el Capitulo 2, la absorcién de flavonoides aglicona en el

[18,25,53] A

organismo ocurre a nivel de estdmago e intestino delgado. su vez, existe referencia

bibliogréfica del escaso efecto de Q aglicona en modelos de CU. [28.39]
En el presente trabajo se llevaron a cabo controles con G en estado libre en un grupo de
andlisis Colitis + G, en dosis equivalentes del flavonoide aportado por las MCg, a los fines de

complementar lo citado para Q y validar el efecto de la microencapsulacién en ChF.
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Como puede observarse en la Figura 8.11. la pérdida de peso fue equivalente al grupo Colitis
y lo mismo se tradujo al IE alcanzando un valor, en el dltimo dia de anélisis, caracteristico para

animales enfermos (Tabla 8.1.).

20
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~
T

Dias

Figura 8.11.: Pérdida de peso en tratamiento con genisteina (G) libre.
(H) Control Normal. (@) Colitis. (A) Colitis + G.

Tabla 8.1.: Indices de enfermedad (IE) en ratones tratados con genisteina (G) libre.

Grupo IE dia 9
Control Normal 0,5 = 0°
Colitis 7,67 +1,33°
Colitis + G g+1°

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (P > 0,05).

Las micrografias de tinciones H&E de colon mostraron la severidad del daio (Figura 8.12) de

acuerdo a lo observado en el seguimiento clinico.

o

Figura 8.12.: Micrografias de tinciones hematoxilina-eosina (H&E) (400x). Tratamiento con genisteina (G) libre.
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Como se muestra en la Figura 8.13.B la infiltracién de neutréfilos evaluada como actividad de
MPO no presenté diferencia estadistica con el grupo Colitis, al igual que la actividad de SOD
(Figura 8.13.C). La concentraciéon de MCP-1 en tejido (Figura 8.13.A) mostré una tendencia

semejante.

En este contexto, se puede aseverar que G por si sola no podria atenuar la inflamacion

generada por el DSS.
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8.3.7. Marcacion de microcdpsulas (MCy) con FITC

A los efectos de confirmar si los flavonoides actiian efectivamente en el intestino grueso, se
estudid la presencia de MCv fluorescentes a distintos tiempos luego de la administracion. Como
estrategia de seleccion se delimitd una primera regiéon en funcién del tamafio (FSC-A) y
complejidad de las particulas (SSC-A) y luego se consider6 la fluorescencia verde vs. SSC-A. La
fluorescencia se representé como histogramas, tal como lo indica la Figura 8.14.A.

Los resultados arrojados a partir de la recoleccion del contenido intestinal para cada ensayo
(Figura 8.14.B) muestran escasa fluorescencia en el contenido luminal cuando FITC se

administré soluble, sin unirse a las MCy de ChFM (panel A), ausencia de fluorescencia cuando
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las MCy se administraron solas (panel B) y arribo de las cdpsulas MCy marcadas con FITC al
colon 5 h después de su consumo (comparar paneles C y D).

La densa capa de mucus en intestino grueso, constituida por mucina altamente glicosilada [54],
juega un rol fundamental en la actividad de las MC.

He y col. (1998) 'y Dhawan y col. (2004) °® corroboraron la capacidad mucoadherente de
MC de Ch in vitro, haciendo un analisis detallado de las diferentes caracteristicas del
biopolimero, y del tipo de mucina, que optimizan la adherencia. Paralelamente, Schipper y col.
(1999) P71 comprobaron que la absorcién de drogas escasamente aprovechadas en intestino
mejora considerablemente al encapsularlas en matrices de Ch, dada la posibilidad del mismo de
interactuar con el mucus y mejorar el contacto con las células del epitelio.

A su vez, Zhang y Neau (2002) 58], comprobaron la degradacion in vitro de Ch a partir de
enzimas bacterianas (quitinasas) en contenido aislado de ciego y colon de rata, lo cual
contribuiria a la liberacion de los activos en el lumen de colon, dada la degradacién del material
de pared (ChFM).

La revision bibliografica arriba mencionada, sumada a las pruebas realizadas con MCy
marcadas con FITC, permitirian aseverar que el efecto observado en los animales tratados es
propio del arribo de las diferentes MC a colon, pudiendo resaltar que el control sintomatolégico
(IE) al quinto dia en los tratamientos con MCq y MCg seria producto de un efecto protector de
los flavonoides dado que, sorteado el sistema géstrico, las particulas pueden llegar a colon y
actuar atenuando los procesos inflamatorios y oxidativos y amplificando la respuesta regulatoria,
lo que no ocurre con MCy que aminoran ciertos efectos del consumo de DSS pero no evitan el

dafo asociado al mismo.
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8.4. Conclusion

El presente capitulo permite establecer que los flavonoides Q y G encapsulados en ChFM
llegarfan a colon y actuarian reduciendo los sintomas clinicos inducidos por el consumo de DSS,
atenuando la inflamacién y cooperando en el restablecimiento del balance de las especies
oxidantes. Es importante destacar que la efectividad se logra en dosis adecuadas al disefio de un
aditivo destinado a la formulacion de alimentos nutracéuticos (= 3 mg/kg).

El empleo de ChFM como material de pared se convierte en una opcion eficaz para formular
particulas complejas de liberacion controlada en la porcién mds distal del tracto gastrointestinal,
sorteando condiciones de extrema exposicion, como lo es el pH géstrico.

La funcionalizacion de Ch para ampliar sus posibilidades de uso muestra la versatilidad del
biopolimero para adecuarse a la necesidad en cuestion y ser utilizado como un coadyuvante mas

que un mero excipiente.
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En relacién a los objetivos especificos expuestos en la INTRODUCCION del presente

trabajo se puede concluir que:

e Mediante la reacciéon de Maillard entre Ch y clorhidrato de D-(+)-glucosamina, se
obtuvo una molécula funcionalizada, ChF, de solubilidad a pH fisiolégico
significativamente mejorada, PM seis veces menor que Ch y variacién minima en el
GDA; la actividad antioxidante frente a EROS radicalarias, HO" y O,™, se conservo
conforme al descenso de PM, mientras que, frente a O, (1Ag), no presenté cambio
significativo en la capacidad de desactivacion, demostrando, a través de la relacion de

constantes de desactivacion reactiva y total, una capacidad ligeramente mejorada.

e La microencapsulacion a través del secado por aspersion (Spray-Drying) de los
flavonoides Q y G en ChM y ChFM demostré ser una adecuada alternativa para la
obtencion de microparticulas, con elevados rendimientos Yy eficiencias de
microencapsulacion en funcion a la técnica empleada, adecuada morfologia e
importante resistencia de las MC frente condiciones gastricas simuladas. A su vez, QsF
resulté ser un material de pared de caracteristicas mejoradas respecto de Ch, dado que
su solubilidad a pH fisiolégico incidiria de manera directa en la capacidad de
hinchamiento de las MC y liberacion del activo. La capacidad actioxidante de Q
microencapsulada frente a las EROS ya mencionadas fue significativamente mas
elevada que la de Q en estado libre, confirmando a la MC como un sistema complejo
de reposicion del flavonoide y a los materiales de pared, Ch y ChF, como verdaderos

coadyuvantes de dicha actividad.

e La evaluacion de las MC de Q y G en ChFM en un modelo de colitis generada con
DSS mostr6 una mejora significativa en los sintomas clinicos asociados al modelo
experimental, atenuando la inflamacién y restableciendo el balance de las especies
oxidantes, en dosis adecuadas al disefio de un aditivo destinado a la formulacién de

alimentos nutracéuticos (= 3 mg/kg). MCy fluorescentes demostraron arribar a colon
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dando lugar a la conclusién de que los flavonoides microencapsulados pudieron actuar
controlando los procesos inflamatorios y oxidativos gracias a la proteccion que ChFM

ofreceria como material de pared frente a condiciones géstricas in vivo.

Dada la complejidad de la CU, como todas las EII, el tratamiento estd siempre sujeto a
constantes modificaciones que puedan atenuar la sintomatologia e intentar revertir la condicién
inflamatoria extrema. En el presente trabajo de tesis se llevd a cabo un estudio interdisciplinario
de manera tal que, desde diferentes perfectivas, se integren objetivos especificos para lograr
obtener aditivos nutracéuticos antioxidantes, altamente eficientes en la finalidad de su funcidn.

Suplir desde la dieta sustancias naturales capaces de cooperar con la barrera antioxidante
fisiologica, constituye una excelente alternativa para mitigar los efectos del estrés oxidativo
vinculado a diversas patologias. En este contexto, los flavonoides han sido ampliamente
estudiados y el beneficio de su consumo se ha probado a lo largo del tiempo en diferentes
modelos, anteriormente discutidos. Su extrema sensibilidad, a condiciones ambientales y
digestivas, impulsa el desarrollo de técnicas para prolongar la estabilidad en matrices
alimentarias. Ch, por sus amplias propiedades y su abundante disponibilidad, se define como un
biopolimero de elevado interés para la formulacion de MC destinadas a vehiculizar y proteger
sustancias labiles, como son los antioxidantes. A su vez, la homologia estructural con la celulosa
lo convierte en fibra alimentaria, con la particularidad de poder alcanzar la fracciéon més distal del
tracto gastrodigestivo humano: el colon. Funcionalizar Ch, a través de diferentes mecanismos
reactivos, permite ampliar el campo de sus utilidades compensando la escasa solubilidad del
polisacdrido en medios bioldgicos. La reaccidon de Maillard resulta ser un quimismo simple e
inocuo, de ficil escalado y ampliamente utilizado en la industria alimentaria; Ch, por su
particular grupo amino (-NH;), es un excelente sustrato para este mecanismo reactivo. Para la
obtencion de MC, el secado por aspersion (Spray-Drying) constituye una operacion unitaria
econdmica, flexible, que permite plantear procesos continuos a gran escala, brindando particulas
de buena calidad y directa aplicacidn.

Como conclusién general, los resultados obtenidos permiten inferir que microencapsular
flavonoides en matrices de Ch dio lugar al desarrollo un aditivo capaz de suministrase desde la
dieta, como ingrediente alimentario, y modular los procesos inflamatorios y oxidativos
caracteristicos de una patologia de curso crénico, con recidivas de diferente intensidad clinica,

como la CU.
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PERSPECTIVAS A FUTURO

Como posibles trabajos a futuro, la presente tesis deja abiertas tres posibles aristas de

continuidad:

Desarrollar derivados de Ch con aptitud alimentaria y propiedades bioactivas que
potencien al polimero de origen.

Probar las MC en una matriz alimentaria.

Estudiar el posible mecanismo de respuesta inmune que se puede presentar en un

modelo inflamatorio frente flavonoides libres y encapsulados en Ch.
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