UNIVERSIDAD

NACIONAL

DE COLOMBIA

Aportes al desarrollo de un sistema
nanoestructurado incorporando un
extracto de frutos de Physalis
peruviana con posible actividad

antidiabética

Aura Maria Moreno Echeverri

Universidad Nacional de Colombia
Facultad Ciencias, Departamento de Farmacia
Bogota, Colombia
2020






Aportes al desarrollo de un sistema
nanoestructurado incorporando un
extracto de frutos de Physalis
peruviana con posible actividad

antidiabética

Aura Maria Moreno Echeverri

Tesis presentada como requisito parcial para optar al titulo de:
Magister en Ciencias Farmacéuticas

Directora: Yolima Baena Aristizabal
Q.F. MSc. PhD. Ciencias Farmacéuticas
Profesora Titular

Linea de Investigacion:

Disefio y desarrollo de productos fitofarmacéuticos
Grupo de Investigacion:

Tecnologia de Productos Naturales (TECPRONA)

Universidad Nacional de Colombia
Facultad Ciencias, Departamento de Farmacia
Bogota, Colombia
2020






The power of imagination makes us infinite.
John Muir

Wer noch nie einen Fehler gemacht hat, hat
sich noch nie an etwas Neuem versucht.
Albert Einstein






Agradecimientos

A Minciencias que otorgd la financiacion al proyecto, del que hace parte este trabajo de
investigacion (Contrato 187-2019).

A toda mi familia y a Félix por todo el apoyo que me han brindado en la distancia con las
multiples alegrias y sonrisas que hemos compartido, aun en los dias y jornadas mas largas
del trabajo, porque gracias a ellos siempre sacaba fuerzas para poder continuar con todas

mis metas.

A Lorena Arévalo, estudiante de pregrado, con quien comparti muchas horas de trabajo y
sonrisas. Asimismo, a Aldemar Gordillo, Daniel Parra Gonzéalez, Juan José Carrascal,
Alexander Robayo, Angelica Velandia, Jonathan Tapias, Cate Guzman, y Marcel Berrio

por todos sus consejos experimentales, explicaciones y amistad.

A todos los integrantes del grupo de investigacion por el tiempo compartido, amistad,
consejos y demas, durante la elaboracion de esta tesis y a los grupos de investigacion
Macromoléculas y Tecnologia de Productos Naturales (TECPRONA) por la colaboracion
brindada, asi como a Laura Martinez, Yeimy Johana Rodriguez, Angie Angarita y Sandra

Echeverry.

A mi directora, la profesora Yolima Baena y a los profesores Leén Dario Pérez, Pilar
Luengas, Aldrik Velders, Jaiver Rosas, Fredy Ramos, Marcela Aragdn, Claudia Mora,
Anton Bunschoten, Maritza Rojas, Jorge Ariel Martinez, Edelberto Silva Gomez y Bibiana
Vallejo, por todo su apoyo en la elaboracion y desarrollo de esta tesis; a ellos, quienes me
apoyaron y quienes pusieron sus recursos en este proyecto, asi como el acceso a equipos

e implementos, pero sobre todo por su paciencia.

Al Departamento de Farmacia de la Universidad Nacional, y a personas como Jorge la
verde, lvonne Machado y Rigoberto Pedreros, quienes me brindaron su colaboracion,

consejos y experiencia.



Contenido VIII

Para finalizar, quiero agradecer a mis amigos que me brindaron su apoyo y alegria en la
elaboracion de esta tesis, Camilo y Manuel; asimismo, a quienes conoci en la maestria y
ahora hacen parte de mis buenos amigos, Sandra y David Borda, y a quienes me brindaron

su ayuda, como Oscar Cardozo.



Resumen y Abstract IX

Resumen

Se prepararon nanoparticulas poliméricas (NPs) a partir de un copolimero de mPEG-b-
PCL de ~46 kDa, vacias y cargadas con un extracto etanolico estandarizado de frutos de
Physalis peruviana, mediante una metodologia modificada de doble emulsificacion
evaporacion del solvente, utilizando como estabilizantes de la segunda emulsion PVA 2 %,
mMPEG-b-PCL de 8 KDa a diferentes concentraciones: 0.01, 0.03, 0.05, 0.1 %. Para la
elaboracion de las nanoparticulas tanto vacias como con el extracto, se realizaron las
siguientes etapas de investigacion: la primera consistio en la obtencion de materiales, asi
se llevd a cabo la sintesis del copolimero de mPEG-b-PCL~46 KDa por apertura de anillo,
el cual fue caracterizado por espectroscopia Infrarroja (FT-IR), resonancia magnética
nuclear (RMN) y calorimetria diferencial de barrido (DSC). Asimismo, se obtuvo el extracto
etandlico estandarizado de frutos de Physalis peruviana, el cual fue caracterizado con su
indice de refraccién y sélidos totales; ademas se identificd una molécula trazadora de este
por RMN, y se evalu6 su actividad biol6gica in vitro mediante la evaluacion del efecto sobre
la actividad de la enzima alfa amilasa. Seguido de esto, ya con las materias primas
obtenidas, se continu6é con dos etapas mas: en primer lugar, la elaboracion de las NPs
copoliméricas vacias variando el tipo de estabilizante de la segunda emulsion, realizando
su caracterizaciéon de forma (TEM), tamafio, indice de polidispersidad y potencial ¢ (DLS);
el segundo paso correspondié a la realizacion de las NPs cargadas con el extracto
etandlico, estas fueron caracterizadas de la misma forma que las NPs vacias. Para
conocer la influencia del agente estabilizante en la encapsulacion del extracto de frutos de
Physalis peruviana, se emplearon las pruebas de DSC e IR y se confirm¢é la carga del
extracto dentro de las nanoparticulas por RMN. Como resultado, se obtuvieron
nanoparticulas esféricas de tamafios comprendidos entre aproximadamente 150 nm a 250
nm. Un potencial ¢ entre aproximadamente -10 y -23 mV. El Pdl estuvo en un rango de
0.146 a 0.280, sugiriendo una distribucion ligeramente polidispersa. Ademas, se
compararon los resultados del extracto libre (no encapsulado) con el extracto etandlico

una vez liberado de las NPs mediante un estudio de liberacion por membrana de dialisis
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de 3500 Da, al cual se le hizo seguimiento durante 72 h, evaluando su efecto en el
porcentaje de inhibicion de la alfa amilasa. Adicionalmente, el estudio de la liberacion se
complement6 al evaluar el contenido de azUcares reductores en funcion del tiempo. De

esa manera se demostré su posible actividad antidiabética.

Palabras clave: Nanoparticulas poliméricas, Physalis peruviana, doble emulsificacién

modificada, evaporacion de solvente

Abstract

It was done polymeric nanopatrticles (NPs) based on copolymer of mPEG-b-PCL of ~46
kDa, empty and loaded with and standard ethanolic extract made of the fruit Physalis
peruviana, with a modified methodology by double solvent evaporation emulsification,
using 2% PVA and 8 KDa mPEG-b-PCL as stabilizers of the second emulsion, at different
concentrations: 0.01, 0.03, 0.05, 0.1%. For the elaboration of the nanoparticles both empty
and with the extract, the following investigation stages were carried out: the first one It
consisted of obtaining materials, thus the synthesis of the mPEG-b-PCL copolymer ~46
KDa was carried out by opening of ring, which it was characterized by Infrared
spectroscopy (FT-IR), nuclear magnetic resonance imaging (NMR) and differential
scanning calorimetry (DSC). Likewise, the standardized ethanolic extract of Physalis
peruviana fruits was obtained, which it was characterized with its refractive index and total
solids; In addition, a tracer molecule was identified by NMR and its biological activity was
evaluated in vitro by evaluating the effect on the activity of the enzyme alpha amylase.
Following this, with the raw materials obtained, two more stages were continued: first, the
elaboration of the empty copolymeric NPs it was varying the type of stabilizer of the second
emulsion, making its characterization of form (TEM), size, polydispersity index and
potential ¢ (DLS); the second step corresponded to the realization of the NPs loaded with
the ethanolic extract, these were characterized in the same way as the empty NPs. In order
to know the influence of the stabilizing agent on the encapsulation of the Physalis peruviana
fruit extract, the DSC and IR tests were used and the loading of the extract into the
nanoparticles was confirmed by NMR. As a result, spherical nanoparticles of sizes between
about 150 nm to 250 nm were obtained. A potential { between approximately -10 and -23
mV. The Pdl was in the range of 0.146 to 0.280, suggesting a slightly polydisperse

distribution. In addition, the results of the free extract (not encapsulated) were compared
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with the ethanolic extract once released from the NPs by a release study with a 3500 Da
dialysis membrane, which it was monitored for 72 hours, evaluating its effect on percent
inhibition of alpha amylase. Additionally, the study of the release was complemented by
evaluating the content of reducing sugars as a function of time. In that way its possible

antidiabetic activity was demonstrated.

Keywords: Polymeric nanoparticles, Physalis peruviana, modified double emulsification,

solvent evaporation
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Introduccion

La diabetes o diabetes mellitus (DM) representa un problema de salud publica a nivel
mundial, con un incremento de incidencia y prevalencia constante. En el 2019, 463 millones
de personas a nivel global padecieron de esta enfermedad, la cual est4 asociada a un
conjunto de comorbilidades incapacitantes (Federation, 2019). Debido a que en los paises
en via de desarrollo la mayor parte de la poblacion no siempre tiene acceso a los
medicamentos convencionales, el uso de plantas medicinales, como parte de la medicina
tradicional, constituye la principal fuente de atencién sanitaria, y a veces la Unica. De esa
manera la importancia de las plantas medicinales y su uso se hace cada vez mayor
(Organizacion Mundial de la Salud, 2013). En la actualidad, el empleo de extractos a partir
de material vegetal con diferentes fines terapéuticos es de relevancia para la industria
farmacéutica, la cual ha sufrido una disminuciéon en el desarrollo de nuevos farmacos en
los Ultimos afios; esto sumado a la importancia que la Organizacién Mundial de la Salud
(OMS) le ha dado al resurgimiento de los productos naturales, la convierte en un campo
de investigacion muy promisorio. De acuerdo con la OMS, mas del 80 % de la poblacién
mundial utiliza la medicina tradicional para satisfacer sus necesidades de atencion primaria
en salud, lo que en la mayoria de los casos implica el uso de extractos de plantas
(estandarizados) o de principios activos obtenidos a partir de ellos (Baena Aristizabal,
2015; Calixto, 2000).

En el campo del tratamiento de la DM, las plantas medicinales pueden optimizar el
metabolismo de la glucosa y mejorar la condicién integral de los pacientes diabéticos, no
solo por sus efectos hipoglucemiantes, sino también al mejorar el perfil lipidico y el estado
antioxidante (Gamboa Ortiz, 2010). El extracto estandarizado de los frutos de Physalis
peruviana, que ha sido estudiado desde hace varias décadas por diferentes investigadores

del Departamento de Farmacia de la Universidad Nacional de Colombia y a nivel
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internacional también, ha demostrado un efecto hipoglucemiante por un modo de accién

correspondiente a la inhibicion del alfa amilasa (Rey, 2013).

El empleo de un extracto etandlico estandarizado de los frutos de Physalis peruviana
presenta ventajas al ser un sistema multicomponente, el cual tiene un efecto terapéutico
posiblemente a causa de sinergismos que pueden presentar los diversos componentes,
asi como su interaccion frente otras dianas moleculares (Baena Aristizabal, 2015; Rather,
Bhat, & Qurishi, 2013). Adicionalmente, al estar estandarizado se garantiza una mejor
caracterizacion analitica, permitiendo asi que los requisitos de calidad, efectividad y
seguridad, exigidos a cualquier medicamento, sean cumplidos de una manera eficaz
(Bernal Rodriguez, 2016; Organizacion Mundial de la Salud, 2013).

La formulacién de un extracto de esta naturaleza como producto fitoterapéutico, conlleva
a diferentes dificultades de tipo tecnoldgico, relacionadas con las caracteristicas fisicas
implicitas en la naturaleza de este material, como son problemas de inestabilidad en el
producto (Bernal, 2016), baja solubilidad en agua, baja capacidad de permear las
membranas, y, por ende, baja biodisponibilidad, inestabilidad en el tracto gastrointestinal y
elevada velocidad de metabolizacién hacen dificil su éptimo aprovechamiento en el disefio
de medicamentos (Baena Aristizabal, 2015). Por esto, es de gran importancia contribuir
con estudios que incluyan extractos como este en sistemas de liberaciébn modificada para

mejorar muchas de las propiedades anteriormente mencionadas.

Dentro de los sistemas de liberaciéon modificada, los sistemas nanoestructurados, como
las nanoparticulas, ocupan un lugar importante, ya que pueden mejorar la biodisponibilidad
oral de farmacos hidrofébicos e hidrofilicos, asimismo, tienen el potencial para proporcionar
la entrega de farmacos dirigida y localizada (Date, Hanes & Ensign, 2016), protegen al
farmaco de la rapida degradacion o depuracion (Wilczewska, Niemirowicz, Markiewicz &
Car, 2012) y ayudan a aumentar su estabilidad (Soppimath, Aminabhavi, Kulkarni &
Rudzinski, 2001). Debido a sus pequefios tamafios, las nanoparticulas exhiben
propiedades fisicoquimicas y biolégicas Unicas (por ejemplo, un area reactiva mejorada,
asi como la capacidad de cruzar barreras celulares y tisulares) que las hacen un material
favorable para aplicaciones biomédicas (Wilczewska et al., 2012). Estos sistemas son una
posible solucién a la inestabilidad del extracto a nivel fisiologico, ya que protegen a las

sustancias activas de la posible degradacion enzimética y del pH fisiologico.
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La presente investigacién se enfoca en la contribucién al desarrollo de un sistema de
liberacion coloidal, tipo nanoparticulas, con un copolimero de naturaleza anfifilica que
encapsule el extracto etandlico de Physalis peruviana, como una posible forma de proteger
y mejorar su biodisponibilidad, manteniendo su actividad hipoglucemiante. En la cual se
plantea la siguiente posible hipotesis: ¢Es posible realizar sistemas nanoestructurados
vacios y cargado con el extracto haciendo uso de un copolimero en boque de PEG-PCL
sin necesidad de utilizar agentes estabilizantes convencionales al variar el peso molecular

de este copolimero? Asi bajo esta hipotesis se desarrollé la correspondiente investigacion.

Este documento presenta la investigacion realizada en tres capitulos principales. El primer
capitulo da un fundamento tedrico y estado del arte de la presente investigacion, donde se
explica la metodologia para la elaboracién de las nanoparticulas y materiales escogidos.
El segundo capitulo explica la sintesis y caracterizacion del copolimero empleado como
material base para la elaboracion de las NPs; asimismo, la elaboracion de sistemas
nanoparticulados vacios, utilizando las técnicas de doble emulsificacién evaporacion del
solvente modificado (DESEm) y su correspondiente caracterizacion. En el tercer capitulo
se muestra la obtencién y caracterizacion del extracto etandlico estandarizado de frutos de
Physalis peruviana, y la obtencion y caracterizacién de los sistemas nanoparticulados

cargados con este, empleando el método mencionado.

De esta forma, la presente tesis aporta informacion util para contribuir al desarrollo futuro
de una posible formulacién de un sistema de liberacidn como nanoparticulas poliméricas,
empleando un extracto etandlico estandarizado de frutos de Physalis peruviana con

actividad hipoglucemiante, confiriéndole un posible uso en el tratamiento de la diabetes.
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Objetivos

Objetivo general

Contribuir al desarrollo de una formulacion de administraciébn oral como sistema
nanoestructurado empleando un extracto estandarizado de frutos de Physalis peruviana
con posible actividad antidiabética, previamente establecida para el extracto.

Objetivos especificos

Evaluar fisicoquimicamente el comportamiento de un sistema nanoestructurado, basado
en copolimeros anfifilicos en bloque, en términos de potencial electrocinético, tamafio y

forma de particula.

Estudiar el sistema nanoestructurado cargado con un extracto etandlico de frutos de
Physalis peruviana, en cuanto a su comportamiento fisicoquimico, de liberaciéon y de
actividad de inhibicién de alfa amilasa in vitro, con miras a establecer las bases para una

futura formulacion de este extracto.



1.Aspectos tedricos

1.1 Diabetes

La diabetes, es una enfermedad no transmisible (ENT) de caracter crénico, que
corresponde a un desorden endocrino asociado a anormalidades involucradas en la accién
y secrecion de la insulina (IDF, 2019). Esta hormona producida en el pancreas, desempefia
un rol fundamental en el metabolismo (National Institute of Diabetes and Digestive and
Kidney Diseases, 2017). Los problemas con la insulina pueden ser debidos a
inconvenientes o ausencia en su produccién (por problemas en el pancreas) o cuando el
organismo no puede utilizarla eficazmente. La diabetes representa un problema de salud
publica debido a su prevalencia, con 463 millones de personas a nivel global en el 2019, y

lleva asociada un conjunto de comorbilidades incapacitantes (IDF, 2019).

La DM comprende una familia de alteraciones del metabolismo de carbohidratos que se
caracterizan por hiperglucemia y el desarrollo a largo plazo de complicaciones
microvasculares, macrovasculares y neuropaticas (Stewart, 2009). Los valores de glucosa
plasmatica en ayunas para esta patologia normalmente son = 126 mg/dL. Segun la
Asociacion Americana de Diabetes (ADA) se clasifica fundamentalmente como DM tipo 1
(DM1), DM tipo 2 (DM2), diabetes gestacional y tipos especificos de diabetes debido a
otras causas. Entre los sintomas que presenta se destacan principalmente polidipsia,
poliuria y polifagia, debidos a la alteracion en la captacion de glucosa por parte del

organismo (American Diabetes Association, 2019).

La DM1, también conocida como diabetes juvenil (debido a su inicio temprano), es mediada
por inmunidad. Es una enfermedad de origen multifactorial, donde el sistema inmune
cumple un papel importante en su patogénesis. Debido a la destruccion autoinmune de las
células B de los islotes de Langerhans en el pancreas (existen los islotes de Langerhans a

y B, que producen el glucagén y la insulina respectivamente (Pancreatic Cancer Action
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Network, 2018)) la produccién de insulina disminuye, y al perderse entre el 80-90% de
estas células, conlleva a la presentacién clinica de la enfermedad perceptible (Méndez-
Sanchez & Chavez Tapia, 2010). Por este motivo, los individuos con DM1 son personas
gue necesitan administracion de insulina exégena debido a su incapacidad para producirla
(insulinodependientes). La DM1 tiene un amplio componente genético debido a la alta tasa
de transmision familiar: el pariente de un diabético tiene aproximadamente un 7 % de
riesgo de desarrollar la enfermedad y, a su vez, el hijo de un diabético tiene un 6 % (Bach,
1994).

La DM2 generalmente es de ocurrencia y sintomatologia clinica evidente mas tardia, ya
qgue, aparte de tener un componente genético importante que alteraria la secrecion de
insulina, se le suman factores medioambientales, como son la obesidad, el sedentarismo,
el tabaquismo, el estrés, entre otros, que generan situaciones de resistencia a la insulina
(Stewart, 2009; Zamora, Chavez, & Méndez, 2004). La resistencia a la insulina es atribuida
a varios mecanismos, entre lo que se encuentran la desensibilizacion o pérdida en los
receptores de insulina de las células, afectacion de los transportadores de glucosa y la
proliferacion de tejido adiposo en el cuerpo; este ultimo fendbmeno hace que los adipocitos
alteren su produccién de sustancias entre las cuales se encuentran la resistina (Steppan
et al., 2001) y adiponectina (Yamauchi et al., 2003), las cuales regulan directamente dicha

resistencia.

La diabetes puede ser tratada con dieta (combinada con ejercicio si es posible) y
tratamientos farmacoldgicos. Un control glucémico temprano tiene un claro efecto en la
salud. Segun la evidencia, disminuye las complicaciones microvasculares vy
macrovasculares de la diabetes a largo plazo (Ministerio de Salud y de Proteccién Social,
2015). Los principales tratamientos farmacoldgicos de la diabetes son: insulinas (de accion
rapida, accion breve, accion intermedia y prolongada y mezclas de insulinas); farmacos
secretagogos de insulina (sulfonilureas, meglitidina y derivados, analogos de incretinas,
inhibidores de la dipeptidil peptidasa-4 (dpp-4)); farmacos que disminuyen la resistencia a
la insulina (biguanidinas, tiazolidendionas o glitazonas); farmacos que disminuyen
liberacién de glucagén (analogos de amilina), y farmacos que inhiben la absorcion de la
glucosa (inhibidores de a-glucosidasa). Estos ultimos generan una disminucién de la

absorcion de carbohidratos en el tubo digestivo, evitando asi el incremento subito de las
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concentraciones plasmaticas postprandiales de glucosa, adicionalmente estos también

pueden incrementar la liberaciéon de la hormona glucorreguladora GLP-1.

Aun habiendo mdltiples tratamientos farmacol6gicos, la falta de adherencia a los diferentes
tratamientos dificulta la efectividad de estos. Esta falta de adherencia puede ser debida a
concepciones culturales de la enfermedad, al desgaste o cansancio emocional que genera
a los pacientes tratamientos con multiples aplicaciones (ejemplo: el miedo a las multiples
punciones subcutédneas para la aplicacion de la insulina), la insatisfaccion de la calidad
brindada de los servicios de salud, el costo econémico de la enfermedad a largo plazo, el
desencuentro entre los discursos del equipo profesional de salud y el saber popular
(Hoyos, Arteaga & Mufioz, 2011). En los paises en desarrollo, la mayor parte de la
poblacién no tiene acceso a los medicamentos industrializados, por lo que el uso de las
plantas medicinales, como parte de la medicina tradicional, constituyen la principal fuente
de atencion sanitaria, y a veces la Unica. De esa manera la importancia de las plantas
medicinales y su uso se hace cada vez mayor (Organizacion Mundial de la Salud, 2013).
Por esto, el uso de productos herbales o extractos de plantas como parte de la terapia
médica frente a la diabetes, desde la perspectiva de los pacientes, confiere mayor
seguridad, eficacia y menos efectos negativos sobre la salud que los medicamentos de la

medicina convencional.

A nivel internacional se han reportado algunas plantas o extractos para el tratamiento de

la DM que se describen a continuacion (Benzie & Wachtel-Galor, 2011):

¢ Hoodia gordonii, a la que se le atribuye su accién como hipoglucemiante por la
presencia de compuestos glicésidos esteroidales tipo pregnano (MacLean & Luo,
2004); dicha actividad es secundaria a su efecto sobre la disminucién del apetito y
la pérdida de peso, lo cual disminuye la resistencia a la insulina y mejora el perfil
glicémico.

e Opuntia spp, promueven la disminucion del colesterol LDL y los triglicéridos, con el
consecuente aumento de la sensibilidad a la insulina y disminucion de los niveles

de glucosa postprandial.
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e Cinnamomum cassia y Cinnamomum verum, han evidenciado disminucién del
colesterol LDL y los triglicéridos con el consecuente aumento de la sensibilidad a la
insulina y disminucién de los niveles de glucosa postprandial.

e Artemisia dracunculus L. disminuye la resistencia a la insulina y los niveles séricos
postprandiales de glucosa.

¢ Allium sativum, disminuye la presion sanguineay el colesterol LDL.

e Otras plantas, como la Momordica charantia, Trigonella foenum-graecum, Aloe vera,

Ginkgo biloba, tienen una accion similar.

En Colombia, el Vademécum Colombiano de Plantas Medicinales solo presenta tres
especies que han sido aprobadas como hipoglucemiantes o antidiabéticas (Ministerio de
la proteccion social, 2008), las cuales también fueron estudiadas a nivel internacional.
Entre las que se encuentran estan el marafidén (Anacardium occidentale L.), la balsamina
(Momordica charantia L.) (Leung, Birtwhistle, Kotecha, Hannah, & Cuthbertson, 2009) y el
casco de vaca (Bauhinia variegata L.) (Benzie & Wachtel-Galor, 2011). Sin embargo,
existen extractos a partir de otras especies que han demostrado esta actividad; tal es el
caso del extracto de frutos de Physalis peruviana, que ha presentado actividad
hipoglucemiante de acuerdo con trabajos previos realizados en el Departamento de
Farmacia de la Universidad Nacional de Colombia, al igual que por parte de otros
investigadores en el &mbito internacional (Alberto & Rodriguez, 2012; Amuri et al., 2017;
Baena Aristizabal, 2015; Bernal et al., 2018; Bernal, Aragén & Baena, 2016; Bernal, Ramos
& Baena, 2019; Bernal, 2016; Bula & Cruz, 1993; Kasali, Kadima, Mpiana, Ngbolua &
Tshibangu, 2013; Kwon, Vattem & Shetty, 2006; Maldonado, Torres, Martinez & Perz-
Castorena, 2006; Mohammed & Ibraheem, 2015; Puente, Pinto-Mufioz, Castro & Cortés,
2011; Ramadan, 2011; Rey, 2013; Sharma, Bano, Dhaliwal & Sharma, 2015; Zhang et al.,
2013), y es en el extracto estandarizado de este fruto en el que nos enfocaremos en la

presente investigacion.
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1.2. Physalis peruviana

La Physalis peruviana es una planta perteneciente a la familia de las solanaceas,
conocidas popularmente como uchuva o uvilla, entre otros. Es una hierba de un metro de
alto, que prefiere los rastrojos y lugares mas o menos sombreados (Flérez, Fisher & Sora,
2000). Originaria de los Andes, en Suramérica es cultivada en Bolivia, Chile, Colombia,
Ecuador, Peru y Venezuela. También se encuentran cultivos comerciales en Sudéfrica,
Kenia y el suroeste de Asia. En Colombia la uchuva comenz6 a ser un cultivo comercial
desde la década de los ochenta, especialmente desde 1985, cuando tuvo acogida en los
mercados internacionales (Alfonso, 2017b). Es uno de los principales productos de
exportacion del pais, debido a que es un alimento exético (Agronegocios, 2016), al cual se
le han atribuido propiedades beneficiosas para la salud. Durante los Ultimos tres afios se
pasé de exportar 80 a 700 toneladas (A Estados Unidos), lo que les representd cerca de
3.5 millones de délares a productores y exportadores. Actualmente el ICA tiene habilitados
23 predios productores de uchuva con un area de 57.1 hectareas y cinco plantas
empacadoras en los departamentos de Boyaca y Cundinamarca (Bell, 2019). Segun la
Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacién y la Agricultura (FAO),
Colombia es el tercer pais latinoamericano con mayor nimero de hectareas cultivadas en
frutales (Alfonso, 2017a). Los principales cultivos de uchuva se encuentran en
Cundinamarca, Boyacd, Antioquia y Narifio, zonas de altitud media (Alfonso, 2017b).
Usualmente se utilizan los frutos como alimento y varias partes de la planta con fines

medicinales.

A pesar de que la uchuva es una planta conocida desde hace siglos, hasta hace poco
comenz6 a ser explorado el potencial de esta como fuente de compuestos
farmacologicamente activos (Ascher et al., 1980; Bula & Cruz, 1993; Garcia & Sua, 1997;
Ramadan, 2011). Los resultados de esas investigaciones despertaron gran interés, debido
a sus propiedades nutricionales e industriales, siendo una candidata prometedora para el
desarrollo de productos fitoterapéuticos para el tratamiento de diversas enfermedades. Es
por esta razén que han aumentado los estudios e investigaciones en el desarrollo de
formas farmacéuticas o sistemas de liberacion, usando esta planta o parte de esta como
base de compuestos farmacoldégicamente activos (Baena Aristizdbal, Fessi, Elaissari, &
Mora, 2016; Bazana et al., 2019; Bernal et al., 2019; Bernal, 2016; Echeverry, Valderrama,

Costa, Ospina-Giraldo, & Aragoén, 2018; Ramirez, 2013). La fruta se ha usado como una
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buena fuente de provitamina A, minerales, vitamina C, complejo vitaminico B, alto
contenido de fésforo y fibra y contiene 15 % de sélidos solubles (principalmente azlcares).
Los frutos de Physalis peruviana han sido empleados bajo el criterio de la medicina
tradicional en la prevencion y tratamiento de pterigién, como expectorante, diurético y
vermifugo; para el tratamiento de la albuminuria, tosferina, asi como para fortalecer los
dientes y evitar su caida; como un regulador intestinal por su alto contenido de fibra y
concentracion de pectina; se ha reportado, ademas, actividad antiinflamatoria,
antihepatoma, antihepatotoxica, antidiabética y larvicida, (Ascher et al., 1980; Bula & Cruz,
1993; Gamboa Ortiz, 2010; Garcia & Sua, 1997; Hassan, Serag, Qadir & Ramadan, 2017,
Ramadan, 2011; Ramadan, Hassan, Elsanhoty & Sitohy, 2012; Ramirez, 2013; Zhang et
al., 2013).

Los beneficios atribuidos a este fruto no solo se pueden adquirir por medio del consumo
diario de los mismos, sino también a través de la elaboracién de extractos. Para su
obtencion puede hacerse uso del etanol como solvente, debido a su baja toxicidad y
eficiencia en la extraccién, con la cual se pueden obtener la mayor parte de los
constituyentes quimicos de los frutos (Baena Aristizabal, 2015). En términos generales, se
reporta en la literatura que el extracto de los frutos de Physalis peruviana es de color
marrén, olor aromatico, sabor amargo acido y presenta particulas de aspecto semisélido
graso en suspension (Baena Aristizabal, 2015). A partir de investigaciones cientificas se
ha reportado para este extracto actividad hipoglucemiante (Baena Aristizabal, 2015; Bernal
etal., 2019; Bula & Cruz, 1993; Garcia & Sua, 1997; Ramirez, 2013; Rey, 2013). Enfocados
en esta Ultima actividad, por medio del fraccionamiento bioguiado de un extracto de
diclorometano de los frutos de Physalis peruviana (Bernal et al., 2018), demostraron un
efecto inhibitorio considerable sobre la enzima a-amilasa; adicionalmente, evidenciaron
gue la actividad in vitro de inhibicién de a-amilasa del extracto se debe a los compuestos
gue recubren el fruto, obtenidos principalmente a partir de los extractos en diclorometano
del fruto intacto; asimismo, identificaron los marcadores terapéuticos responsables de esa
actividad, logrando el aislamiento de seis ésteres de sacarosa, identificados como las
Peruviosas A-F. Los resultados de la inhibicion de la enzima a-amilasa demostraron que
las Peruviosas D y B son las mas activas (Bernal et al.,, 2018). Sin embargo, estos
marcadores terapéuticos se encuentran en concentraciones muy bajas para poder ser

cuantificados en el extracto (Bernal, 2016). Aun asi, el trabajo realizado por Bernal et al.
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constituye el primer estudio en el que se ha descrito el potencial de los ésteres de sacarosa
como inhibidores de la a-amilasa (Bernal et al., 2018). Adicionalmente, (Baena Aristizabal,
2015) confirmo la actividad hipoglucemiante de los frutos de Physalis peruviana por medio
de un ensayo in vivo, realizando la administracién por via oral del extracto a ratones. Este
estudio no mostré efectos de toxicidad aparente por administracion repetida a los mismos.
De esa manera, el extracto de frutos de Physalis peruviana es de gran interés como posible

coadyuvante en el tratamiento de la diabetes.

En cuanto a pruebas fitoquimicas que se le han realizado a esta especie, en las diferentes
partes de la planta, ademas de los compuestos mencionados, hay presencia de alcaloides,
flavonoides, ésteres, algunos glicésidos aislados como precursores del aroma (Bernal,
2016) y también estan los carotenoides que pueden estar relacionados con la prevencién
de varias enfermedades degenerativas (Ramadan, 2011). Dentro de los compuestos mas
investigados de Physalis peruviana estan los witandlidos, que exhibieron un amplio
espectro de propiedades bioldgicas y actividades farmacoldgicas significativas, incluyendo
repelentes de insectos, hepatoprotectores, inmunomoduladores, antibacterianos,
antiinflamatorios, antitumorales, actividad citotéxica y proteccién contra la hepatotoxicidad
inducida por CCl4 (Ramadan, 2011), los cuales son probablemente producidos por el fruto

para defenderse de los parasitos que lo atacan.

Basados en investigaciones anteriores, uno de los modos de accion de los frutos de
Physalis peruviana al que se le atribuye su actividad hipoglucemiante y antidiabética es la
inhibicion de las carbohidrasas intestinales (Bula & Cruz, 1993; Rey, 2013). Las
carbohidrasas son enzimas digestivas que presentan especificidad de sustrato, son
sensibles a la temperatura, pH y ciertos iones; se pueden clasificar en: poliasas (alfa (a) y
beta (B) amilasas, a-amiloglucosidasa, enzima Q, celulasas, pectinasas, entre otras) y
glucosidasas (a y B glucosidas, maltasa, invertasa, lactasa, a-galacturonasa, entre otras),
las cuales catalizan las reacciones de polisacaridos, ademas, disocian disacaridos y
glicosidados (Rey, 2013). Soportados en las investigaciones ya realizadas del modo de
accion de la Physalis peruviana, se hard un enfoque especificamente en las a-
glucosidasas y a-amilasas, las cuales son enzimas que intervienen en el metabolismo de
los carbohidratos complejos, tales como almidén y glucégeno. Por su parte, la a-amilasa

(1.4-a-D-glucano-glucanohidrolasa, EC 3.2.1.1) es una enzima que cataliza la hidrdlisis de
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los enlaces a-1.4-glucano en almidon, maltodextrinas y maltooligosacaridos. El término alfa
se refiere a la configuracion anomérica inicial del grupo de azlcar libre liberado (Tundis,
Loizzo, & Menichini, 2010). Por otro lado, la a-glucosidasa (EC 3.2.1.20) es una enzima
gue cataliza la reaccién hidrolitica para liberar a-glucosa del extremo no reductor del
sustrato (Tundis et al., 2010). En conclusién, ambas enzimas catalizan la escisién de
residuos glucésidos individuales de diferentes glicoconjugados, incluyendo polimeros alfa
0 beta (enlaces de glucosa). Estan presentes en animales, plantas, bacterias y hongos
(Tundis et al., 2010).

En los humanos son las enzimas claves de la digestion de carbohidratos, que involucra
varias etapas. Inicialmente, la digestién parcial de la amilasa salival da como resultado la
degradacioén del sustrato polimérico en oligdmeros mas cortos. Una vez que este material
parcialmente digerido llega al intestino, se hidroliza extensamente en oligosacaridos mas
pequefios por la isoenzima de a-amilasa, sintetizada en el pancreas, y se excreta en el
lumen. La mezcla resultante de oligosacéaridos pasa a través de la capa mucosa de la
membrana del borde en cepillo, donde a-glucosidasas adicionales la degradan a glucosa,
gue luego ingresa a la corriente sanguinea por medio de un sistema de transporte

especifico (Tundis et al., 2010).

La a-amilasa y la a-glucosidasa participan en la digestion de la glucosa, por lo que son
consideradas enzimas clave en el control de la hiperglicemia postpandrial. Por eso se cree
gue la inhibicién de estas enzimas puede controlar eficazmente la elevacién del nivel de
glucosa postprandial en sangre (Ramirez, Rodriguez, Hernandez, Chel & Aguilar, 2016).
Por lo tanto, una estrategia atractiva para el manejo de la hiperglucemia postprandial es
inhibir la actividad de a-glucosidasa y a-amilasa (Krentz & Bailey, 2005). Los inhibidores
de la a-glucosidasa reducen la hiperglicemia postprandial retrasando la absorcién de
carbohidratos en el intestino delgado (Bischoff, 1994; Holt et al., 1996). De ahi que las
sustancias activas que inhiben estas enzimas pueden ser usadas en tratamientos para la
diabetes. Debido a su mecanismo de accion competitivo, los inhibidores de a-glucosidasa
deben ser ingeridos antes de las comidas (Bischoff, 1994; Holt et al., 1996). Sin embargo,
uno de los inconvenientes de los farmacos inhibidores de a-amilasa y a-glucosidasa son
los efectos adversos normalmente producidos (flatulencias, malestar estomacal y diarrea).

Algunos autores reportan que estos efectos adversos pueden disminuir cuando hay una
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menor inhibicién de alguna de las carbohidrasas intestinales en comparacioén con farmacos
modelos (Silva Pinto et al., 2009), se considera que podria minimizar o no presentar estos
efectos adversos, como lo reportado por (Kwon et al.,2006), quienes afirman que es posible
gue los inhibidores de a-amilasa y a-glucosidasa procedentes de plantas puedan tener un
menor efecto inhibidor contra la actividad de a-amilasa y una actividad de inhibicion méas
fuerte contra la a-glucosidasa, por lo cual son menos nocivos y perjudiciales para el
organismo, disminuyendo los efectos adversos. Por esta razén, los inhibidores de a-
amilasa y a-glucosidasa procedentes de fuentes naturales son clave en el tratamiento de

la hiperglucemia.

Considerando la importancia de disponer de medicamentos para el tratamiento de la
diabetes que puedan ser derivados de extractos de plantas, es importante que estos
productos fitoterapéuticos puedan ejercer su accién y los pacientes puedan adherirse a la
terapia. Por esta razon, una de las vias de administracion deseables es la via oral. Sin
embargo, pueden presentarse inconvenientes relacionados con mayor posibilidad de
interacciones quimicas y problemas de estabilidad de la sustancia activa. Es por eso que
se deben tener en cuenta las consideraciones de la administracion de sustancias por esta
via dependiendo de donde se desea liberar la sustancia activa, el sitio de accion y las
caracteristicas fisicoquimicas del extracto y sus excipientes, asi como el efecto del pH, la
acciéon enzimatica en los fluidos intestinales y de la microflora bacteriana, ademas del
metabolismo intestinal, el metabolismo hepdatico, porque podrian desencadenar la
degradacién de las sustancias activas y, por lo tanto, causar la pérdida de su actividad
(Gonzalez, Cabrera, & Bermejo, 2015). Pese a las dificultades asociadas a la via oral, se
escogi6 esta como ruta de administracion para el extracto estandarizado de los frutos de
Physalis peruviana, considerando que su accién se va a dar a nivel intestinal, siendo
necesario protegerlo de posibles inestabilizaciones quimicas que conlleven a la pérdida de
su actividad. Por lo anterior se hace necesario desarrollar un sistema de liberacién
modificada que permita la proteccion del extracto para mejorar la biodisponibilidad,
generando una actividad farmacologica mas efectiva y duradera, y asi evitando la
degradacién quimica por el ambiente acido a nivel gastrico. De esa manera, los sistemas
nanoestructurados son elegidos para dar cumplimiento a la proteccion del extracto. A

continuacion, describe el sistema nanoestructurado elegido.
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1.3. Sistemas nanoestructurados de interés farmacéutico

Consisten en sistemas nanométricos que contienen una sustancia activa (farmacos,
moléculas, fragmentos de moléculas, extractos, compuestos, entre otros) incluida en un
vehiculo que la transporta. Los sistemas nanoestructurados poseen ventajas, ya que son
similares en tamafio a muchas proteinas, lo que constituye una de las razones por las que
pueden interaccionar en el interior de las células (Vila Jato, 2006), lo que les facilita
atravesar las diferentes barreras bioldégicas del organismo. Adicionalmente, se ha
observado que los nanovehiculos con un tamafio inferior a 300 nm administrados por via
oral exhiben la capacidad de superar rapidamente el aclaramiento mucinoso

gastrointestinal (Cagel et al., 2017).

Generalmente se pueden encontrar dentro de estos sistemas del orden coloidal a los
liposomas, los dendrimeros, las micelas poliméricas y nanoparticulas (Vila Jato, 2006). De
estos sistemas las nanoparticulas son la eleccién puesto que permiten la incorporacion de
sustancias activas hidrofilicas y lipofilicas (en este caso el extracto etandlico de Physalis
peruviana) y también son de interés por el polimero anfifilico en bloque elegido para el

desarrollo de esta investigacion (aspecto que se profundizara mas adelante).

1.4. Nanoparticulas poliméricas

Son definidas de forma general como sistemas coloidales, teniendo su tamafio como una
de sus caracteristicas fundamentales. En el campo farmacéutico se considera que son
particulas de tamafio menor a 500 nm; sin embargo, se puede decir que tienen un limite
de tamafio superior de ~ 1000 nm, aunque el rango generalmente obtenido es de 100 a
500 nm (Baena Aristizabal, 2015; Mora-Huertas, Fessi, & Elaissari, 2010).

Se pueden clasificar (como se muestra en la Figura 1-1) en nanoesferas, donde el principio
activo esta disperso dentro de la matriz polimérica, y en nanocapsulas, donde el principio
activo es confinado en un reservorio protegido por una pared polimérica (Baena Aristizabal,
2015). Dependiendo del método de preparaciéon y la composicién de la fase organica,
pueden obtenerse nanocapsulas o nanoesferas (Crucho & Barros, 2017). La naturaleza de
las sustancias (compuestos, farmacos, extractos, aceites, entre otros) que pueden ser

encapsulados dependera del tipo de emulsion inicial. Por lo general, las moléculas
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lipofilicas son encapsuladas en nanoparticulas preparadas por medio de una emulsion
simple, de tipo aceite en agua (O/W). De esta manera la sustancia activa, farmaco, estara
ubicada en la fase organica (O); por otro lado, si se quieren encapsular moléculas
hidrofilicas, como péptidos, proteinas y acidos nucleicos, estos estaran ubicados en la fase
acuosa (W1) (Vauthier & Bouchemal, 2009). Algunos métodos de preparacién de las
nanoparticulas incluyen dos pasos principales: la preparacion de un sistema emulsificado,

y la formacién de las nanoparticulas (Vauthier & Bouchemal, 2009).

Figura 1-1. Representacion esquematica de sistemas nanoestructurados.

Sustancia activa Sustancia activa

Cubierta polimérica
: Cubierta polimérica
Nucleo/ reservorio
Nucleo/ reservorio

Sustancia activa
Sustancia activa

Matriz polimérica

Matriz polimérica

' (

A) sustancia activa dispersa en el ndcleo de las nanocépsulas; B) sustancia activa adsorbida en la
pared o cubierta polimérica de las nanocapsulas; C) sustancia activa retenida en la superficie de la
matriz polimérica; D) sustancia activa dispersa en la matriz polimérica. Fuente: Elaboracion propia.

Entre las ventajas de las nanoparticulas se destaca que pueden mejorar la
biodisponibilidad oral de compuestos hidrofobicos e hidrofilicos; tienen el potencial para
proporcionar la entrega de farmacos dirigida o localizada (Date. et al., 2016); protegen al
farmaco de la rdpida degradacion o depuracion (Wilczewska et al., 2012); ademas, ayudan
a aumentar su estabilidad (Soppimath et al., 2001) debido a sus pequefios tamafos. Las
nanoparticulas exhiben propiedades fisicoquimicas y biolégicas Unicas (por ejemplo, un

area reactiva mejorada, asi como la capacidad de cruzar barreras celulares y tisulares que
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las hacen un material favorable para aplicaciones biomédicas (Wilczewska et al., 2012)).
Estos sistemas son una posible solucién a la inestabilidad de los extractos a nivel

fisiologico.

1.4.1 Metodologia de elaboracibn de nanoparticulas

poliméricas

La elaboracion de las nanoparticulas poliméricas puede hacerse por medio de polimeros
(sintéticos, semisintéticos, naturales, copolimeros) usualmente acompafada del uso de
estabilizantes. Algunos de los polimeros mas usados para la elaboracién de nanoparticulas
se presentan en la Tabla 1-1. Entre ellos se destacan los copolimeros PEG-PCL, que son
polimerizados con polietilenglicol (PEG) para disminuir el reconocimiento de
nanoparticulas por el sistema de fagocitos mononucleares (Nogueira de Assis, Mosqueira,
Vilela, Andrade, & Cardoso, 2008), son biodegradables y de naturaleza anfifilica,
compuestos de segmentos hidréfilos (PEG) y segmentos hidrofébicos (policaprolactona
(PCL), el &cido polilactico (PLA), y el acido polilactico-co-glicélico (PLGA), etc.) (Vila Jato,
2006).

Tabla 1-1. Polimeros mas utilizados en la elaboracion de nanoparticulas disefiadas como

portadores de farmacos.

Material Nombre completo Abreviacién
Poli (lactida) PLA
Poli (lactida-co-glicolido) PLGA
i Poli (épsilon-caprolactona) PCL
Hpmp_pohmeros Poli (isobutilcianoacrilato) PICBA
sinteticos Poli (isohexilcianoacrilato) PIHCA
Poli (n-butilcianoacrilato) PBCA
Poli (acrilato) y poli (metacrilato) Eudragit
Quitosano
Polimeros naturales Alginato
Gelatina
Albimina
Poli (lactida) -poli (etilenglicol) PLA-PEG
Acido poli (lactido-co-glicolido) -poli (etilenglicol) PLGA-PEG
Copolimeros Poli (¢-caprolactona) -poli (etilenglicol) PCL-PEG
Poli (hexadecilcianoacrilato-co-poli (etilenglicol) | Poli (HDCA-PEGCA)
cianoacrilato)
Dextranos
Estabilizadores Poloxamer F68 Pluronic
coloidales Alcohol de polivinilo PVA
Polisorbato 20 o polisorbato 80 Tween

Nota: Fuente (Vauthier & Bouchemal, 2009).
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El metoxi-polietilenglicol-b-poli-(e-caprolactona) (mMPEG-b-PCL) es un copolimero usado
en la elaboracion de sistemas nanoestructucturados puesto que posee una alta
biocompatibilidad y biodegradabilidad (Grossen, Witzigmann, Sieber & Huwyler, 2017).
Esta compuesto por dos segmentos, uno hidrofilico (PEG) y uno hidrofébico (PCL). Por un
lado, el bloque de PEG se conoce por reducir inmunogenicidad y toxicidad, prolongar la
concentracion en sangre y alterar la biodistribucion de moléculas. Por otro lado, el
segmento de PCL es biodegradable, semicristalino y posee un tiempo de vida media largo
(Grossen et al., 2017; Tomar, Jain, & Dixit, 2013). El PEG-PCL permite la encapsulacion
de sustancias hidrofilicas (proteinas como ovoalbumina y BSA, fragmentos como
NAPVSIPQ, o analogos como acetato de goserelina (Fievez et al., 2009; Gao et al., 2013;
Grossen et al.,, 2017; Liu et al., 2013; Lu, Bei, & Wang, 1999; Tomar et al., 2013)) y
lipofilicas (paclitaxel, doxorrubicina (Grossen et al., 2017)). Ademas, el PEG-PCL puede
ser utilizado en diferentes aplicaciones y formas farmacéuticas, como ligando, o en
estrategias de conjugacion de ligandos para la preparacion de portadores de farmacos
dirigidos; también se puede utilizar en la elaboracibn de microparticulas, vesiculas
poliméricas y nanoparticulas; estas Ultimas, por una metodologia de doble emulsificacion-

evaporacion del solvente que se describe mas adelante.

Aunque en nanotoxicologia, cada nueva formulacibn de NP debe analizarse
individualmente considerando factores como el tamafio de particula, la geometria, la
morfologia, la relacién superficie / volumen, para detectar efectos toxicos (Grossen et al.,
2017). Es importante destacar y usar la informacion ya existente como base de partida
sobre estos copolimeros, en primer lugar, la sintesis de estos ha sido aprobada por
autoridades sanitarias como la Food and Drug Administration (FDA). Ademas, existen
reportes de NPs de PEG-PCL de 20 nm a 200 nm con potencial zeta negativo, donde no
se detectaron efectos toxicos menores en la viabilidad celular hasta concentraciones de
1.5 mg / mL(Grossen et al., 2017). Por otro lado, hay estudios sobre la toxicidad in vivo de
micelas de PEG-PCL donde no se encuentra ningln signo de toxicidad aguda
suministrando por via intravenosa a ratones y ratas dosis Unicas altas de hasta 2.4 g/kg
(Grossen et al., 2017). Asimismo, hay reportes de la toxicidad subcrénica para las micelas
de PEG-b-PCL donde no se observa inflamacion aguda ni efectos toxicos en el higado, los

rifiones o el parénquima cerebral de ratas y ratones a los que se les administro 100 mg /
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kg durante una semana por via intravenosa (Grossen et al., 2017). Ademas se han
realizado estudios de citotoxicidad de micelas poliméricas vacias en fibroblastos de ratén
(L929) utilizando el ensayo colorimétrico MTT para determinar la viabilidad celular, en el
cual estas micelas no presentaron una toxicidad apreciable contra los fibroblastos (Villamil,
Parra & Pérez, 2019). Es por eso que las NPs de PEG-PCL son candidatos prometedores
como herramientas para el suministro de farmacos caracterizadas por una alta
biocompatibilidad, biodegradabilidad ( Grossen et al., 2017 ;Villamil, Parra & Pérez, 2019).

Las nanoparticulas se pueden preparar mediante dos métodos generales: polimerizacion
y polimeros preformados (Crucho & Barros, 2017). La eleccion de un método especifico
generalmente esta determinada por el tipo de polimero, las propiedades fisicoquimicas del
farmaco y las caracteristicas finales deseadas de las nanoparticulas poliméricas (Crucho
& Barros, 2017). Dependiendo del método escogido, el tamafio de las particulas podra ser
influenciado por factores relacionados con la formulacion (naturaleza y concentracion de
los materiales de partida) y por las condiciones de operacion (tiempos, velocidades y tipo
de agitacién, entre otros). La eficiencia de encapsulacion por su parte puede ser afectada
por los materiales de partida y por la técnica de fabricacién empleada (Baena Aristizabal,
2015).

En esta tesis se trabajard una metodologia escogida a partir de polimeros preformados;
aungue existen varias metodologias para la obtencion de nanoparticulas, dependiendo de
la sustancia que se desee encapsular (ver Anexo A), se eligio la doble emulsificacion (de
tipo emulsion agua-aceite-agua (W/O/W)) evaporacion del solvente modificado (DESEm).
Este término sera utilizado por facilidad, ya que dentro del método escogido hay procesos
a nivel nanoscopico que podrian estar ocurriendo, por lo cual, se podrian generar sistemas
multiples con mas de tres fases o sistemas sencillos como emulsiones simples a causa de
los componentes del extracto y a los materiales escogidos. Solo a manera de ejemplo se

podrian tener los siguientes sistemas:
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- Sistema 1: suspensién del extracto (Sélido-Liquido) en fase acuosa (Wo) (S-L/Wo)
(A).

- Sistemas 2: emulsiéon de A en una fase organica con el copolimero (O1), la cual
corresponderia en detalle a (S-L/Wo/ O1) (B).

- Sistema 3.1 para PVA al 2% (P2): emulsién de B en la fase acuosa con PVA 2 %
en detalle (S-L/Wo/ O1/P2).

- Sistema 3.2 para mPEG-b-PCL de 8 KDa (M2): ya que este copolimero podria
estar libre en solucion o en forma de micelas poliméricas (M), las cuales, a su vez,
estan dispersas en una fase acuosa (M/L2) (M2), por lo cual, en ese caso al realizar
la emulsién de B en (M2), (B/M2) en detalle seria (S-L/Wo/ O1/M/L2).

Con base en lo anterior y teniendo en cuenta que la tesis se basa en la obtencion de
sistemas nanoestructurados mediante la metodologia propuesta, no se llevé a cabo el
estudio de dobles emulsiones, emulsiones simples, suspensiones obtenidas o no.
Durante el proceso de elaboracién de las nanoparticulas, se decidi6 manejar la

siguiente terminologia:

- Fase acuosa 1 (W1): hace referencia al sistema 1.

- Fase organica (O): hace referencia al sistema 2.

- Fase acuosa 2 (W2): hace referencia a alguno de los dos sistemas, al sistema 3.1
al utilizar como estabilizante PVA y al sistema 3.2 al usar como estabilizante el
MPEG-b-PCL de 8 KDa.

Ademas de lo anterior, estos sistemas son dinAmicos, por lo cual se podrian ver como
sistemas simples (emulsiéon de fase organica/ en una fase acuosa, que finalmente seria
una dispersién de nanoparticulas en fase acuosa). De esta manera DESEm sera escogida

como metodologia para la obtencién de las nanoparticulas.

La doble emulsificacién-evaporacion del solvente se fundamenta en la elaboracion de
emulsiones dobles; estas son sistemas heterodispersos complejos llamados "emulsiones
de emulsiones”, que se pueden clasificar en dos tipos principales: emulsiéon agua-aceite-
agua (W/O/W) y emulsién aceite-agua-aceite (O/W/O). En este caso se explicara de

manera general solamente el tipo W/O/W, en el cual se utilizan tres fases que
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corresponden a una fase acuosa 1 (W1), que contiene el compuesto hidrofilico a
encapsular; una fase organica (O), correspondiente a solucién polimérica en un en dicho
solvente, y una fase acuosa 2 (W2), que consiste en una soluciéon acuosa del agente

estabilizante.

El paso inicial de esta metodologia consiste en la formacion de una emulsién de tipo W1/0.
De esta manera, W1 es mezclada con O por medio de un equipo de dispersion tipo Ultra-
Turrax®. El segundo paso de esta metodologia es la formacion de la segunda emulsion de
tipo W1/O/W2, que se forma por la adicion de la emulsion 1 (W1/O) a la fase acuosa 2
(W2) y mezclada por medio del mismo equipo mencionado. Una vez se logra la doble
emulsién, esta se diluye en un gran volumen de agua, en donde ocurre la formacion
instantanea de las particulas. Posteriormente se remueve el solvente organico y parte del
agua (por evaporacion con agitacion moderada, rotaevaporacion o por ultrafiltracion)
(Garti, 1997; Khoee & Yaghoobian, 2008; Pisani et al., 2008). En este método los
surfactantes desempefian un doble papel en las emulsiones formadas; por un lado, actian
como formadores de peliculas y barrera para la liberacion de farmacos en la interfaz
interna, por otro lado, actilan como estabilizadores estéricos en la interfaz externa. La
eficacia de encapsulacion del farmaco y el tamafio medio de particula se ven afectados al
cambiar el tipo y la concentracion tanto de la emulsién W/O como del agente estabilizante
(Garti & Bisperink, 1998; Khoee & Yaghoobian, 2008; Pisani et al., 2008).

Después de la obtencion de las nanoparticulas sigue la purificacion (puede ser realizada
por lavado con agua, filtracion a través de poros de 0.4 micrémetros, filtracién en gel o
diafiltracion) (Al haushey, Bolzinger, Bordes, Gauvrit, & Briangon, 2007; Shuai, Ai,
Nasongkla, Kim, & Gao, 2004; Vauthier & Bouchemal, 2009), la recuperacion (ultra
centrifugacion o centrifugacion) (Bagheri, Madadlou, Yarmand & Mousavi, 2014; Martinez,
Andrade, Duréan & Cavalitto, 2017) y su estabilizacion (spray-dry o liofilizacién) (Mora et al.,
2010; Shuai et al., 2004). Sin embargo, estos ultimos procesos pueden causar dafo a las
nanoparticulas, por lo cual algunos autores usan crioprotectores durante la congelaciéon y
los lioprotectores durante el secado para minimizar los dafios (Abu Hassan, Sahudin,
Hussain & Hussain, 2018; Crucho & Barros, 2017; Mardiyanto, 2013; Noor, Shah, Gani,
Gani & Masoodi, 2018).
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Una vez se tiene el sistema nanoestructurado, que incluye la sustancia activa bajo las
condiciones deseadas, se podran evaluar sus propiedades, lo que incluye el
establecimiento del mecanismo de liberacion in vitro de la sustancia activa desde estos

sistemas.

Es fundamental para cualquier avance significativo en aplicaciones basadas en
nanomateriales su extensa caracterizacion; siendo esta un prerrequisito importante para el
desarrollo preclinico. Actualmente no existen metodologias estandarizadas ni protocolos
establecidos por entes reguladores para su caracterizacion (Crucho & Barros, 2017; Lin,
Lin, Wang & Sridhar, 2014). Estos sistemas se caracterizan habitualmente por la
distribucion de tamafios, la morfologia, las propiedades de superficie, la estabilidad, las
interacciones farmaco-polimero, la eficiencia de encapsulacién y la liberacion. Las diversas
técnicas involucradas en la caracterizacién fisicoquimica de los sistemas
nanoestructurados se resumen en la Tabla 1-2 (Crucho & Barros, 2017; Lin et al., 2014).

Tabla 1-2. Resumen de técnicas utilizadas en la caracterizacién de sistemas nanoestructurados

Técnicas

Caracteristicas fisicoquimicas que analiza

Calorimetria diferencial de barrido (DSC)

Estado fisicoquimico y posibles interacciones del farmaco y el polimero

Cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC)

Contenido de farmaco, liberacién de farmaco in vitro

Dispersidn de luz dinamica (DLS)

Distribucién de tamafio hidrodinamico

Espectrometria de masas (MS)

Estructura de la composicion del peso molecular

Propiedades de la superficie (i6n secundario MS)

Espectroscopia de fluorescencia

Determinacién de concentracién critica de asociacion (CAC)

Contenido de farmaco, liberacién de farmaco in vitro.

Espectroscopia de fotoelectrones de rayos X (XPS)

Composicion elemental y quimica en la superficie del sistema.

Espectroscopia infrarroja (IR)

Estructura y conformacién de bioconjugados.

Andlisis de grupos funcionales.

Microscopia de efecto tanel (STM)

Formas, tamafio y distribucion de tamafios.

Agregacion de formas.

Microscopia de fuerza atémica (AFM)

Tamafio y distribucion de tamanios.
Propiedades de superficie de agregado y de estructura de forma (AFM
modificado).
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Tabla 1-2. (Continuacion)

Técnicas Caracteristicas fisicoquimicas que analiza

Microscopia electrénica de barrido (SEM) Tamafio y distribucién de tamafios
Agregacion de formas.

Microscopia electrénica de transmisién (TEM) Tamafio y distribucién de tamafios.
Forma y heterogeneidad
Agregacion

Microscopia Optica de barrido de campo cercano
(NSOM)

Tamafio y forma de los nanomateriales.

Potencial ¢

Estabilidad en referencia a la carga superficial.

Resonancia magnética nuclear (RMN)

Estructura.

Composicion.
Pureza.

Cambio conformacional.

Nota: Adaptada de (Crucho & Barros, 2017; Lin et al., 2014).

El mecanismo de liberacion, que se establece a partir de algunas de las caracterizaciones
previas, depende de una gran variedad de factores, como: la concentracion y las
caracteristicas fisicoquimicas de la sustancia activa; la naturaleza, degradabilidad, peso
molecular y concentracion del polimero; la microestructura solida del polimero cuando se
vuelve a precipitar, la velocidad de biodegradacion de este, el tamafio de las particulas
coloidales. Las condiciones de la prueba de liberacion in vitro, las condiciones del método
de preparacion determinardn el mecanismo de liberacion que se pueda presentar v,
asimismo, los fendmenos presentes en estos (Mora-Huertas et al., 2010; Vauthier &
Bouchemal, 2009). Muchos factores como la composicién, los parametros utilizados en el
método de preparacion y las condiciones de almacenamiento pueden afectar la estabilidad
de los sistemas nanoestructurados (Mora-Huertas et al., 2010; Vauthier & Bouchemal,
2009).

1.5. Estado del arte

Los estudios alrededor de Physalis peruviana en el Departamento de Farmacia de la
Universidad Nacional de Colombia se han realizado desde hace casi 30 afos, desde la
evaluacion de la actividad hipoglucemiante de extractos etandélicos y acuosos de la planta
(Bula & Cruz, 1993); de la fraccion cloroférmica de los frutos frescos, encontrdndose un

efecto sinérgico con el de la insulina exégena (Garcia & Sua, 1997); el desarrollo de una
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metodologia para la obtencidn del extracto estandarizado, su caracterizacion y adecuacion
tecnoldgica (Alberto & Rodriguez, 2012; Forero, 2008); la influencia del estado de
maduracién del fruto sobre la composicion y las caracteristicas de calidad del extracto
etandlico, lo que ha servido de base para establecer las pruebas de calidad para el fruto
fresco y para el material vegetal seco (Alvarez & Gomez, 2009); el aislamiento y la
purificacién de glicoalcaloides a partir de los frutos (Oviedo, 2009); el estudio de la
influencia de las variables del proceso de extraccién etandlica sobre el contenido de
witandlidos y glicoalcaloides (Melo & Urrea, 2009); el desarrollo de metodologias analiticas
para la identificacion y cuantificacion de glicoalcaloides presentes en frutos (Ortiz, 2010);
las investigaciones que aportaron evidencia para validar el uso popular de la uchuva como
antidiabético y antioxidante (Medina, 2012; Mora-Huertas et al., 2010); la actividad
hipoglucemiante del extracto de frutos de Physalis peruviana sobre algunas carbohidrasas
intestinales (Rey, 2013); la vectorizacion del extracto en nuevos sistemas de liberacion de
uso farmacéutico (Baena Aristizabal, 2015); hasta el desarrollo de un sistema de liberacién
modificada de un extracto estandarizado de Physalis peruviana, aplicando el método de
secado por aspersion (Bernal, 2016). Estos dos ultimos trabajos han aportado la
estandarizacion del extracto de Physalis peruviana y reafirmando la actividad
hipoglucemiante reportada, adicionalmente estudiando algunos sistemas de liberacion
modificada con el extracto. A nivel internacional, igualmente, se han reportado
investigaciones en las que se sustentan las propiedades medicinales de Physalis
peruviana como antihepatoma, antioxidante, antinflamatorio, antihepatotdxico, citotoxico
contra células cancerigenas, hipolipidémico e hipoglucemiante, que han sido tomadas en
cuenta también en los trabajos anteriores (Amuri et al., 2017; Hassan et al., 2017; Kasali
et al., 2013; Kwon et al.,, 2006; Maldonado et al., 2006; Mohammed & Ibraheem, 2015;
Puente et al., 2011; Ramadan, 2011; Sharma et al., 2015; Zhang et al., 2013).

El desarrollo de productos a partir de fuentes naturales, como los fitoterapéuticos, tienen a
favor la aceptacion actual de los consumidores, ya que los consideran mas seguros y
eficaces frente a los medicamentos tradicionales. En respuesta a esto, se puede generar
una mayor aceptacion y adherencia a los tratamientos frente a las terapias convencionales.
Con base en la informacion anterior nacional e internacional, el uso del extracto
estandarizado de la Physalis peruviana es un posible coadyuvante en el tratamiento de la

diabetes, debido a su actividad hipoglucemiante. Por esto, se plantea el desarrollo de
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formas farmacéuticas que faciliten la administracion del extracto por via oral. Sin embargo,
esta ruta de administracion hace susceptible el extracto a una posible pérdida de su
actividad. Teniendo esto en consideracion, se propone la elaboracion de un sistema de
liberacion modificada que permita la proteccion del extracto para brindar una posible

solucién a la falta de adherencia de los pacientes diabéticos.

La presente investigacion se enfoca en el desarrollo de nuevos sistemas de liberacion
nanoestructurados, como una estrategia para mejorar su estabilidad, modular su
liberacién, alcanzar una mejor biodisponibilidad y mejorar su comportamiento como
hipoglucemiante. Tras la revision bibliografica realizada para el planteamiento del presente
proyecto, no se encontré informacion disponible acerca de estudios fundamentados en
componentes nanoestructurado con copolimeros en bloque con extracto estandarizado de
frutos de Physalis peruviana. Los Unicos trabajos en los que se modifica la liberacion por
medio de materiales de uso popular, como lo son la hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC),
PCL y alginato como vehiculos de transporte del extracto, son los realizados por el
Departamento de Farmacia de la Universidad Nacional (Baena Aristizabal, 2015; Bernal,
2016; Ramirez, 2013). Por lo anterior, se decidié tomar como punto de partida la busqueda
de sustancias (extractos, farmacos, entre otros) que tuvieran naturaleza hidrofilica, como
la que posee el extracto de Physalis peruviana. Fundamentados en el anexo A (Tabla
Anexo Al) se escogid el método mas adecuado para la elaboraciébn de un sistema
nanoestructurado que incorpore el extracto de Physalis peruviana. Por esta razén, en la
Tabla 1-3 se muestran los porcentajes de encapsulacion obtenidos, en su mayoria para
sustancias hidrofilicas e hidrosolubles, mas que todo por el método de doble
emulsificacion. Sin embargo, se incluyen también algunas sustancias de interés, naturales

o con actividad antidiabética, ligeramente solubles o insolubles en agua.
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Tabla 1-3. Encapsulacion de principalmente sustancias hidrosolubles, algunas sustancias de interés, naturales o con actividad antidiabética,

ligeramente solubles (*) o insolubles en agua (**).

Principio activo Actividad Moléculas Forma [Tamafio Metodologia [Polimero/ Estabilizante/tenso |[Solvente Eficiencia delVia [Ref.
farmacol6gica /uso enftrazadoras armacéutica ehiculo lactivo/ lorganico/fase fencapsulacion
articulo emulsificante loleosal/fase EE%)
lacuosa
Mukia scabrella IAntimicrobiano F lanoparticulas [18-21 nm Biosintesis  [Solucién Oxido de platajAgua F - (Prabakar et]
nanomedicina ho reportan lacuosa nitratojsustrato desionizada al., 2013)
lespecialmente paral orma exacta. de plata| glucosa — reductor. |estéril
Infecciones bacterianas|
nosocomiales).
Preservacion delLisozima icroesferas |- Doble PLGA PVA DCM B7%-65 % - (Pérez, De|
Lisozima de clara delisozima mediante| iemulsificacion Uesus, &
huevo lencapsulacion. levaporacion (Griebenow,
del solvente) [2002)
/olw.
BSA (albimina de suerolun componente basicoBSA lanoparticulas 00— 900 nm  Doble IPLGA-PCL PVA DCM 50-85 % 3 (Lamprecht et
bovino) de los diversos reactivos| no reportan| lemulsificacion @l., 2000)
biolégicos para su uso| orma exacta. levaporacion
diagnéstico, sobre todo del solvente)
para las pruebas de /o/w.
nmunohistoquimica.
BSA (albimina de sueroun componente basicof lanoparticulas 380— 520 nm  Doble PLGA PVA Cloroformo ICarga de[EV (Sahoo,
bovino) de los diversos no reportan| lemulsificacion proteina 19-24 Panyam,
reactivos biolégicos| orma exacta. levaporacion Prabha, &
para su uso del solvente lLabhasetwar,
diagnéstico, sobre todo| /o/w. [2002)
para las pruebas de|
nmunohistoquimica.
Clonidina (moléculaliberacion  sostenidalClonidina icroesferas  [10— 20 ym Doble PLGA PVA DCM 1.13% +0.09% -|A  (Gaignaux ef|
hidrofilica) para administracion lemulsificacion 13 %* 1% jal., 2012)
ntraarticular. levaporacion
del solvente
/olw.
IADN Modelo de farmacofr anoparticulas [100— 300 nm  [Doble PLGA PVA IDCM La técnica de|- (Rizkalla,
hidrofilico. no reportan lemulsificacion preparacion fue| Range,

orma exacta.

levaporacion
del

/olw.

solvente|

eficiente  para|
lencapsular el
modelo de ADN
se utilizarg
para la|
lencapsulacion
de plasmidos en|
un trabajo

futuro.

lLacasse, &
Hildgen, 2006)
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Tabla 1-3. (Continuacién)

Principio activo Actividad Moléculas Forma [Tamafio Metodologia [Polimero/ Estabilizantes/tens [Solvente Eficiencia delVia [Ref.
farmacol6gica/uso enftrazadoras armacéutica ehiculo pactivos/ orgénico /faseencapsulacion
articulo emulsificantes oleosa/  fase|(EE%)
acuosa
HSA (albumina séricafgl modulador principalf anocédpsulas 200 nm Doble PLA PVA IDCM R2 % -33% EV (Zambaux ef|
humana) de la distribucion de lemulsificacion al., 1998)
fluidos, Presion levaporacion
coloidosmoética. del solvente
lolw.
ancomicina Liberacion VCM yNanoparticulas 450— 466 nm  |Doble PLGA PVA IDCM [38.38% - 78.6% [VO |(Zakeri-Milani,
Mejora de lajcomparacién  conpo reportan| lemulsificacion lLoveymi,
permeabilidad intestinalla mezcla fisica. orma exacta. levaporacion Pelvehgari, &|
de la vancomicinal del solvente alizadeh,
dministrada por via| lo/w. 2013)
oral.
ancomicina [Tratamiento delLiberacion de laMicrocéapsulas |- Doble PCL - IDCM F OC  ((Petitti,
iendolftalmitis, ancomicina. iemulsificacion Barresi, &
lntibidtico. levaporacion anni, 2009)

del solvente

lolw.
Doxorrubicina ICo entrega de farmacosMarcaje  de  laNanocapsulas 174 nm Doble PVA [Cloroformo F IV |(Chiang, Hu,
contra el cancer. nanoparticula lemulsificacién|Acido Liao, Chang,
dirigida levaporacion [polimetacrilico & Chen, 2013)
del solvente
lolw.
Ciprofloxacina HCI IAntibacteriano ICiprofloxacina Nanoparticulas [130— 353 nm  Doble PLGA PVA IDCM 42,4%-47,4 % O |Jeong et al.,
no reportan| lemulsificacion [2008)
forma exacta. levaporacion
del solvente
lo/w
modificada.
BSA (albimina de suerojun componente basicoBSA lanocépsulas [200-500 nm Doble PLA ITween 80 DCM 29%-51 % 3 (Lu et al,|
bovino) de los diversos| lemulsificacion 1999)
eactivos biolégicos| levaporacion
para su uso del solvente)
diagnéstico, sobre todo| lo/w
para las pruebas de| modificada
nmunohistoquimica. con una|
mezcla de|
glicerina-agua
como
estabilizador.
)Alendronato Evaluacion de lajAlendronato lanoparticulas [145—-223 nm  Doble PLGA PVA EtAc DESE 55 % /- Cohen-Sela,
eficiencia de carga. no reportan lemulsificacion DESD 87 % (Chorny,
orma exacta. levaporacion Koroukhov,
del solvente Danenberg, &|
/lo/w y doble| [Golomb,
lemulsificacion [2009)

por  difusién
del solvente.
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Tabla 1-3. (Continuacién)

Principio activo Actividad Moléculas Forma [Tamafio Metodologia [Polimero/ Estabilizantes/tens [Solvente Eficiencia delVia [Ref.
farmacoldgica/uso enfrazadoras armacéutica ehiculo pactivos/ lorganico /fasejencapsulacion
articulo lemulsificantes oleosa/  fase|(EE%)
acuosa
Plasmido ADN Modelo de farmacolPlasmido ADN lanoparticulas [272-296 nm  Doble PLA-PEG PVA EtAc: DCMDESE 60%-80%]- (Perez et al.,
hidrofilico. no reportan| lemulsificacion 1:1) ED 80%-90 % [2001)
‘orma exacta. levaporacion
del solvente|
lolw y|
lemulsificacién
por  difusién
del solvente.
Physalis peruviana IAntidiabético Flavonoides icrocapsulas 0.7 ym - 1.2 ym Doble PCL PLX 188EtAC 64.1 (cv 0.7) %-[VO |(Baena
lemulsificacion [Tween 80 B87.3 (cv 1.5) % |Aristizabal,
extraccion del PVA [2015)
solvente
lo/w.
Physalis peruviana IAntidiabético Flavonoides anocéapsulas [320 nm - 450Doble PCL PLX 188EtAc 4.1 (cv 26.9) %[VO |(Baena
Inm lemulsificacion [Tween 80 I 70.3 (cv 18.1) |Aristizabal,
extraccion del PVA % [2015)
solvente
lolw.

Crocus sativus IAntioxidante ICrocina, lanocépsulas <100 nm Emulsiones [Maltodextrina (Aceite deWPC-10 F (Esfanjani,
picrocrocina Y| multiples pectina  citricalSpan 80 girasol 84.53% + 0.3%) Vafari,
lazafran. lo/w | spray{80% proteina IMD/WPC matriz (Assadpoor, &|

dry (Secado| 51.57% + 0.29%) IMohammadi,
por WPC—-pectin— [2015)
aspersion). ISeq-10 95.94%)
E 0.2%)|
PC-pectin—
ISim  93.02 %
0.16%
EE% general
51%-96%
Physalis peruviana IAntidiabético Flavonoides icrocapsulas [850 pym - 1200Gelificacion  |Alginato det ISolucién def50 % + 2 %, O |[(Baena
um Onica lsodio ccloruro de |Aristizabal,
ccalcio [2015)
Ginkgo biloba Ictivacion de la funcién|Gincésidos lanoparticulas <100 nm Homogenizac [Patente Patente Patente Patente DC (20080254126
cerebral no reportan| 6n por alta| , 2008)
orma exacta. presion

Salvia miltiorrhiza Homeostatico, lAcido salvianélico Nanoparticulas 2—5 um [Secado  porfGelatina [Sal sodica de|Solucién U3.15%-95.74%|AP (Su et al.,

ratamiento de no reportan aspersion icarboximetilcelulosa facuosa [2008)
enfermedades orma exacta.
coronarias, como|

angina de pecho e

nfarto agudo dell

miocardio.
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Tabla 1-3. (Continuacion)

Principio activo Actividad Moléculas Forma [Tamafio Metodologia [Polimero/ Estabilizantes/tens [Solvente Eficiencia delVia [Ref.
farmacol6gica/uso enftrazadoras armacéutica ehiculo pactivos/ orgénico /faseencapsulacion
articulo lemulsificantes oleosa/  fase|(EE%)
acuosa
Penicilina-G* IAntibacteriano Penicilina anocépsulas [131-247 nm  Doble |IAdipato de poliTween IDCM 1,85-76,9% | Khoee &
emulsificacionjputilo. ISpan aghoobian,
levaporacion [2008)
del solvente
lolw
modificada.
Cuscuta chinensis* Hepatoprotector Flavonoides yNanoesferas 500 nm Formaciéon delPluronic  F68PVA [Etanol No se determinaf- (Yen, Wu, Lin,
lignanos hano (PF68) [Tween por la| Cham, & Lin,
lsuspension i icomplejidad dell [2008)
levaporacion principio activo.
del solvente.
Curcuma longa* IAntiinflamatorio ICurcuminoidos ~ yNanocépsulas [210.4 nm Método de[Cera de[Tween 80jAgua ICurcumina [T (Zamarioli,
lcurcumina solidas lemulsificaciénjabejas fasefecitina 52.92% + 5.41%) Martins,
ipidicas. por fusién enpleosa. curcuminoides [Carvalho, &
caliente. 48.39% + Freitas, 2015)
6.62%,
Callendula officinalis*  |Antiinflamatorio Esteres de faradiol,Nanoparticulas {80 nm Dilucion  delAcido grasofSal biliar (C, TC ofAgua ultra pura[70% - (Arana et al.,
carotenos ipidicas una (PA, SA 0 AA) [TDC) como| [2015)
Imicroemulsié cotensioactivo.
n.
Insulina** IAntidiabético - Nanocéapsulas [169-253 nm Doble PLA ITween 80 DCM - - (Zhu, Zhang,
lemulsificacion IYang, & Hong,
levaporacion 2005)
del solvente
lo/w
imodificada sin|
lestabilizador
a través de laj
lsonicacion en|
lambos pasos.
Carum copticum** IAntioxidante y|Timol, y-terpinenoNanoparticulas 30-80 nm Gelificacion  Quitosano [Tween 80 DCM K4.7+0.8-36.2 4 (Esmaeili &
lantibacterial p-cimeno no reportan| Onica B.1% (Asgari, 2015)
orma exacta.
Physalis peruviana IAntioxidante Rutdsido lanoemulsione {182 +1 nm Emulsificacié [Monooleato de|Polisorbato 80 [Acetona B5%. (Bazana et al.,
5. N espontanea [sorbitan, [2019)
triglicéridos de|
cadena media.
Insulina** Antidiabético Insulina anocépsulas [250 nm [Técnica  dePLA-PEG-PLA [Tween 80, dextrant-Acetona [28,82%-70,58 %|- (Ma, Feng, Ye,
coacervacion [70 Wang, & Fan,
nterfacial [2001)

Imejorada.
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Tabla 1-3. (Continuacién)

Principio activo Actividad Moléculas Forma [Tamafio Metodologia [Polimero/ Estabilizantes/tens [Solvente Eficiencia delVia [Ref.
farmacol6gica/uso enftrazadoras armacéutica ehiculo pactivos/ orgénico /faseencapsulacion
articulo lemulsificantes oleosa/  fase|(EE%)
acuosa
Physalis peruviana Hipoglucemiante Rutésido icrocapsulas 1 pm -7 um Método delFtalato dePVA IDCM: Etanol  [71% - (Echeverry et
lemulsificaciénfipromelosa al., 2018)
+ evaporacion(HPMCP)
de solvente
Physalis alkekengi-L IAntioxidante Flavonoides totals Nanoparticulas (~167+25 nm  [Gelificacion |Quitosano [Trifosfato de sodiojAcido acético [95 + 3.2 - (Mahmoudi et]
Onica (STP) @l., 2019)

Nota: Adaptado de (Baena Aristizabal, 2015; Ballesteros, Ramirez, Orrego, Teixeira & Mussatto,
2017; Bernal, 2016; Igbal, Zafar, Fessi, & Elaissari, 2015; Mora-Huertas et al., 2010). Las siguientes
siglas son utilizadas para la Tabla 1-3;: EV (endovenosa), OC (ocular), T (via topica), IA
(intraarticular), DC (dependiendo de la concentracién escogen la via de administracién), AP
(administracion por via pulmonar); DCM (diclorometano), EtAc (acetato de etilo), PVA (polivinil
alcohol), PLA (&cido polilactico), PEG (poli etilenglicol), PCL (poli caprolactona), PLGA (&cido
poli(L&ctico-co-glictlico)), PLX 80 (poloxamer 80); * (baja solubilidad en agua), **(insoluble en
agua), MD (maltodextrina), WPC (concentrado de proteina de suero), WPC-pectin-Seq (proteina de
suero-pectina por método secuencial), WPC-pectina-Sim (suero de proteina-pectina por el método
simultaneo), 10 es la cantidad de fase dispersa (extracto de azafran) en la microemulsién primaria
w/o; EE (Eficiencia de encapsulacién); PA (acidos grasos saturados: palmiticos C16: 0), SA
(esteédrico C18: 0), AA (araquidico C20: 0), sales biliares: C (colato), TC (taurocolato), TDC
(taurodesoxicolato); DESE (doble emulsificacion evaporacion del solvente w/o/w), DESD (doble
emulsificacion por difusion del solvente), ED (emulsificacion por difusion del solvente); ADN (4cido

desoxirribonucleico).

En cuanto a los materiales poliméricos a utilizar, la busqueda bibliografica permitio
identificar que durante las Ultimas décadas se han desarrollado un gran namero de
copolimeros, algunos de ellos incluyeron una parte de polietilenglicol o polisacéaridos. Estos
desarrollos son debidos a que se buscaban sistemas nanoestructurados con propiedades
superficiales sintonizables o programables para modular sus interacciones con las
proteinas sanguineas y con la mucosa, de esa manera controlar su destino o sitio in vivo.
Los copolimeros también han demostrado eficiencia como estabilizantes para asegurar la
estabilidad de los sistemas nanoestructurados dandoles una ventaja puesto que tienen

estabilidad sin necesidad de surfactantes adicionales (Vauthier & Bouchemal, 2009).
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2.0btencion de sistemas nanoestructurados a
partir de mPEG-b-PCL ~46 KDa

2.1. Introduccién

En la actualidad el uso de nanomateriales como plataformas de administracion de
farmacos y sustancias activas ha aumentado. Para la obtencion de estos sistemas se
pueden utilizar diferentes materiales, como lipidos, materiales inorganicos y polimeros.
Entre estos Ultimos se destacan los copolimeros sintéticos que han ganado mucha
atencion, debido a su versatilidad quimica. Los copolimeros sintéticos se pueden usar para
obtener diferentes nanoestructuras, como nhanoesferas, nanocdpsulas, micelas,
polimerosomas vesiculares, polipéptidos, conjugados polimero-farmaco y dendrimeros
(Grossen et al., 2017).

Esta investigacion se centra especificamente en el metoxi-polietilenglicol-b-poli-(e-
caprolactona) (MPEG-b-PCL), copolimero en bloque, biocompatible y biodegradable,
ampliamente utilizado en la elaboracion de sistemas nanoestructucturados (Grossen et al.,
2017). El segmento hidrofilico PEG se caracteriza por reducir inmunogenicidad y toxicidad,
prolongar la concentracion en sangre y alterar la biodistribucion de moléculas. En cuanto,
al segmento PCL, ademas de ser biodegradable es semicristalino (Grossen et al., 2017;
Tomar et al., 2013), caracteristicas que lo hacen un material versétil en la elaboracion de
sistemas nanoestructurados como trasportadores de sustancias activas. Se eligié un peso
molecular del mPEG-b-PCL mayor o igual a 40kDa de la policaprolactona con el fin de
asegurar su solubilidad en la fase orgénica. La sintesis y la eleccion del polimero se basé
en la experticia del grupo de investigacion de Macromoléculas para obtener copolimeros
de policaprolactona de diferentes pesos moleculares y, por lo tanto, con diferentes

aplicaciones.
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La elaboracién de nanoparticulas poliméricas puede hacerse por medio de polimeros
sintéticos, semisintéticos, naturales, copolimeros y hacer uso de estabilizantes (Nogueira
de Assis et al., 2008). Estas se pueden preparar mediante dos métodos generales:
polimerizacion y polimeros preformados (Crucho & Barros, 2017). En esta tesis se
trabajara una metodologia escogida a partir de polimeros preformados. Se eligié la doble
emulsificacion (de tipo emulsion agua-aceite-agua (W/O/W)) evaporacion del solvente
modificada (DESEm) como metodologia para la obtencion de las nanoparticulas. La doble
emulsificacion evaporacion del solvente (DESE) es un método por el cual se pueden
obtener NPs poliméricas que encapsulen componentes hidrofilicos y lipofilicos (Crucho &
Barros, 2017; Mora-Huertas et al., 2010; Vauthier & Bouchemal, 2009). Para el
entendimiento del procedimiento bajo el principio quimico y un fundamento cientifico de la
eleccion de los materiales de recubrimiento (MPEG-b-PCL de ~46 KDa), estabilizantes
(MPEG-b-PCL de 8 KDa y PVA) y solventes (DCM y H;0), se describen brevemente
caracteristicas importantes de estos.

Desde la Optica del andlisis de los parametros de solubilidad de los materiales de partida
escogidos para la formacién de los sistemas nanoestructurados y con el fin de justificar su
seleccién, se tiene que: los parametros de solubilidad para el segmento de polietilenglicol
(PEG) del copolimero, corresponden a 6D 33.6, 6P 12.2, 8H 25.7 y para la Poli(e-
caprolactona) a T 20.33, 6P 8.40, 6H 5.00, confirmando la naturaleza anfifilica del
copolimero, compuesto por un segmento hidrofilico correspondiente al PEG y un segmento
hidrofdbico caracteristico del PCL. Por esto, cuando el segmento mayoritario y mas largo
del copolimero es la PCL en comparacion con PEG, como ocurre en el caso del mPEG-b-
PCL de ~46 KDa, se utilizan solventes organicos para su disolucién, como el DCM, cuyos
parametros de solubilidad son 6D 18.2, 6P 6.3, 8H 6.1, cercanos a los 6H de la PCL
(Jenkins, 2011), favoreciendo la interaccion entre el polimero y el solvente, lo que conlleva
a una adecuada solubilidad, permitiendo la disolucién del polimero en el medio. Por otro
lado, si el copolimero posee un bajo peso molecular, este podra ser soluble en un medio
acuoso, o formar una adecuada dispersion por su segmento hidrofilico correspondiente al
PEG.
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El PVA, se escogié como estabilizante convencional empleado en la obtencion de NPs y
gue se convierte en punto de comparacion. Tiene una buena solubilidad en agua, debida
a su alto grado de polaridad, reflejado en sus parametros de solubilidad de Hansen: 6D
18.2, 6P 17.2, 6H 17.8 (Tacx, Schoffeleers, Brands, & Teuwen, 2000). Ha sido utilizado
como estabilizante a una concentraciéon del 2% para la obtencion de NPs de
policaprolactona (PCL) (Baena Aristizabal et al., 2016) y de mPEG-b-PCL (Rodriguez
Arévalo, 2019) con distribuciones de tamafio de particula reducidas. A esta concentracion
se disuelve bien en el agua (Baena Aristizabal, 2015).

Como es de suponerse, para el empleo de la metodologia DESEm los solventes utilizados
deben ser inmiscibles, por esto se escogio el H.O desionizada y el DCM, cuyos parametros
de solubilidad de Hansen corresponden a 8D 15.5, 8P 16.0, dH 42.3 y a dD 18.2, 6P 6.3,
OH 6.1, respectivamente, con una diferencia notoria en sus pardmetros de formacion de
puentes de hidrogeno y de polaridad. En las Tablas 2-1.1 y 2-1.2 se resumen las
condiciones experimentales escogidas bajo el fundamento teérico expuesto, la revisién

bibliogréfica realizada y algunos ensayos preliminares (Anexo E) que llevaron a definirlas.

Tabla 2-1. Condiciones escogidas para la obtencién de NPs preparadas por el método DESEm.

L . Condiciones recomendadas
Condiciones escogidas .
Recomendado Referencia
0,15-0,5 mL (Mora-Huertas et al., 2010)
Volumen 2mL 25mL (Baena Aristizabal, 2015)
2 (Rodriguez Arévalo, 2019)
Concentlramon de fase 0,5-25 mg (Mora-Huertas et al., 2010)
Fase acuosa acliosa —
1(W1) Concentracion del 15 mg/mL 15 mg/mL (Baena Aristizabal, 2015)
extracto
etandlico de frutos de
Physalis peruviana
. No hay
Concentracion de mPEG- . ”
b-PCL ~46 KDa 0.1% P/V informacion
reportada
Cochntramon fase 5-10% FO (Mora-Huertas et al., 2010)
organica
0.1 % P/V 0.1% PNV (Rodriguez Arévalo & Baena Aristizabal,
! 2019; Baena Aristizabal, 2015)
Solvente DCM
Fase orgéanica 1,5-5mL (Mora-Huertas et al., 2010)
(o) relacion fase
acuosa (wl) / (Rodriguez Arévalo & Baena Aristizabal,
fase organica (0):  2019; Baena Aristizabal, 2015)
Volumen 10 mL L5
10 mL (Rodriguez Arévalo, 2019)
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Tabla 2-1. (Continuacion)

Condiciones de operacion escogidas Recomendado Referencia
11600 rpm (Rodriguez Arévalo, 2019)
Velocidad de s
Fase homogeneizacién E1 11600 rpm 9500 (Baena Aristizabal, 2015)
organica
(0) 1 min (Baena Aristizabal, 2015)
Tiempo 4 min 4 min (Rodriguez Arévalo & Baena Aristizabal,
P 2019; Baena Aristizabal, 2015)
1-5% (Mora-Huertas et al., 2010)
PVA 2%
2% (Rodriguez Arévalo, 2019)
3% (Baena Aristizabal, 2015)
No hay
0.01%, 0.03%, ) ”
mPEG-b-PCL 8 KDa 0.05%. 0.1 % informacion
reportada
Solvente Agu_a .
desionizada
Fase 100 mL (Rodriguez Arévalo, 2019)
acuosa2 | volumen 100 mL
w2) 10-50 mL (Mora-Huertas et al., 2010)
13000 (Rodriguez Arévalo, 2019)
Velocidad - de | 5544 0 13500
homogeneizacién E2
17500 (Baena Aristizabal, 2015)
Tiempo 4 min 4 min (Baena Aristizabal, 2015)

En este capitulo nos centraremos en la obtencién de sistemas nanoestructurados y su
respectiva caracterizaciéon a partir del mPEG-b-PCL sintetizado por un mecanismo de
apertura de anillo. Adicionalmente, se discutiran las posibles estructuras formadas como
sistemas nanoestructurados a partir de la metodologia propuesta, evaluando dos niveles
de concentraciones para el estabilizante de mPEG-b-PCL de 8KDa, uno alto de 0.1 % y
uno bajo de 0.01 %, escogidos bajo la experticia del grupo de investigacion de
Macromoléculas, ademas del uso de un estabilizante convencional como PVA al 2 %. Los
resultados obtenidos en este capitulo seran fundamento para la elaboracion de los

sistemas nanoestructurados cargados con extracto de Physalis peruviana, lo que se

explicara en el Capitulo 3.
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2.2. Materiales y Métodos

2.2.1. Reactivos y equipos

2.2.1.1. Sintesis del copolimero mPEG-b-PCL ~46 KDa

Para la sintesis del polimero mPEG-b-PCL se empled metoxi-polietilenglicol (MPEG)
~2 KDa Sigma Aldrich (México, lote: MKBT7172V), tolueno (anhidro), Panreac (Espafia,
lote: 0000055318), e-caprolactona (CL) Sigma Aldrich (EU, lote: MKBX5176V), octanoato
de estafio Il (Sn (Oct)y).

La caracterizacion del polimero se realizé mediante las técnicas de resonancia magnética
nuclear (RMN) (Bruker Avance 400, Suiza), operado a 300 MHz con tetrametilsilano (TMS)
como estandar interno (0.03 vol. %); espectroscopia infrarroja (IR) (espectrometro FTIR,
Shimadzu® IRAffinity-1, Japdn); calorimetria diferencial de barrido (DSC, por sus siglas en
inglés) (DSC, Mettler Toledo DSC 1, Suiza). Su secado fue llevado a cabo en el liofilizador
Christ Beta 1-8 LDplus.

2.2.1.2. Elaboracion de nanoparticulas (NPs) de mPEG-b-PCL
~46 KDa

Para la realizacibn de las nanoparticulas (NPs) se utiliz6 mPEG-b-PCL~46 KDa,;
diclorometano Merck (Alemania, lote: K47623150610); agua grado HPLC (sistema de
purificacién de agua Direct-Q® (EU)); polivinilalcohol (PVA) Mowiol® 4-88 Sigma Aldrich
(Alemania, lote: STBH0667); mPEG-b-PCL 8 KDa (aproximadamente), el cual fue
generosamente donado por el Grupo de Macromoléculas del Departamento de Quimica
de la Universidad Nacional de Colombia; papel filtro 5-10 um Boeco (Alemania, lote: 09-
040); micropipetas, Thermo Scientific Finnpipette® F2, 20-200 pyL y 100-1000 uL; filtros
Millex (Millipore Corporation, EU) de 0,45 um.

Para la obtencién del sistema se utiliz6 un homogeneizador de alta velocidad IKA® Ultra-
Turrax® T18 DS1, vastago grueso S18N-19G, vastago delgado S18N-10G, Alemania;
plancha de agitacion multipunto, IKA® RO 10 PS1, Alemania; balanza analitica, Ohaus®

Pioneer PA214, E.U; refrigerador, Challenger CR420, Colombia; centrifuga, Thermo
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Scientific Heraeus® Megafuge® 16, rotor Highconic®Il, Alemania; liofilizador, CHRIST
Beta 1-8 LDplus, Alemania.

Para la caracterizacion se utilizaron las siguientes metodologias: dispersién dinAmica de
luz (Malvern Zetasizer Nano — ZS, Reino Unido) y por sus siglas en inglés dynamic light
scattering (DLS), microscopia de transmision electrénica y por sus siglas en inglés
Transmission electron microscopy (TEM) (microscopio electrénico de transmision, MARCA
JEOL JEM-100S, Japon).

2.2.2 Metodologia

2.2.2.1. Sintesis del copolimero mPEG-b-PCL ~46 KDa

La polimerizacion se llevé a cabo por medio de un mecanismo de ruptura del anillo de
caprolactona (CL), usando como (macro)iniciador el homopolimero metoxi-polietilenglicol
(mPEG) y como catalizador el octanoato de estafo. Se siguié la metodologia del Grupo de
Investigacion de Macromoléculas (Villamil, Parra & Pérez, 2019) y, como referente, lo
reportado anteriormente por otros autores (Shen, Guo & Lu, 2008; Liang et al., 2015; Mu
et al., 2017; Grossen et al., 2017).

Para obtener un bloque de la PCL de un peso molecular aproximado de 40 KDa se
establecio la cantidad estequiométrica de la &-CL. La relacion molar entre iniciador:
monomero: catalizador utilizada fue 1: 351: 0.5. Inicialmente, se sec6 el mMPEG con tolueno
anhidro. Para ello, se tomaron 0.51 mmoles de mPEG 2 KDa, los cuales fueron secados
con tolueno por medio de la rotaevaporacion del solvente (rotaevaporador Buchi R I,
Suiza), removiendo el agua residual por medio de una destilacién azeotrépica (Shen, Guo
& Lu, 2008). Se adicionaron 18 mL de e-CL y 150 puL de catalizador Sn (Oct). y la reaccion
se dej6 en agitacion bajo atmosfera de argén a 110 °C durante 24 h. Una vez completada
la reaccion, la separacion se realiz6 por medio de una precipitacion con exceso de
dietiléter. El producto se recupero6 por filtracion al vacio y se sometio a dos ciclos mas de
precipitacién. Finalmente, se sec6 a presion reducida hasta peso constante (horno de

vacio, Aceq HRV-1016, Colombia) y el copolimero obtenido se almacend en un desecador.
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Caracterizacién del copolimero
La caracterizacion se realiz6 mediante las técnicas de espectroscopia infrarroja (IR),

resonancia magnética nuclear (RMN) y calorimetria diferencial de barrido (DSC).

Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FT-IR)

Los espectros de FT-IR con reflectancia total atenuada (ATR) fueron tomados empleando
aproximadamente 5 mg de muestra, los cuales, se ubicaron directamente sobre el prisma
de ZnSe en el espectrofotometro FT-IR (Shimadzu® IRAffinity-1, con accesorio HATR 10,
Japén), en un rango de 4000 a 750 cm™ con resolucién de 2 cm™ y acumulaciéon de 32
scans, realizando antes de cada lectura un background. (Shuai et al., 2004).

Resonancia magnética nuclear

Para obtener el espectro H-RMN, se pes6 aproximadamente 20 mg del copolimero
purificado y se disolvié en CDCls. El espectro se tom6 a 303 K, en un espectrometro RMN
(Bruker Avance 400, Suiza) operado a 300 MHz, con tetrametilsilano (TMS) como estandar
interno (0.03 vol. %) (Shen, Guo & Lu, 2008).

Calorimetria diferencial de barrido

Se pes6 aproximadamente 5 mg de muestra para el andlisis térmico de calorimetria
diferencial de barrido (DSC, Mettler Toledo DSC 1, Suiza), bajo atmdsfera de nitrégeno
(N2) con un flujo de 50 mL/min. Las muestras se sometieron al siguiente programa: se
calenté desde 25 °C hasta 120 °C a 20 °C/min. Posteriormente, se hizo una isoterma de
120 °C por 5 min. La muestra se enfrié de 120 °C hasta -60 °C a 10 °C/min y luego se hizo
una isoterma por 10 min a -60 °C. Finalmente, se calentdé de -60 °C hasta 120 °C a
10 °C/min.

Grado de polimerizacién y peso molecular aproximado por *H-RMN

El grado de polimerizacién del bloque PCL se calculé comparando en el espectro *H- RMN
las integrales de algunos picos caracteristicos: el del bloque PCL y el del bloque PEG. El
peso molecular aparente del copolimero se determiné usando el espectro *H- RMN. Para
ello se tomaron las zonas de 4.20-3.35 ppm, realizando una ampliaciéon de esa parte del

espectro. En esa zona se encuentran las sefiales caracteristicas para realizar el analisis
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correspondiente: 3.40; 3.65 y 4.05 ppm. La integracién de las sefiales permitié obtener el

peso molecular aparente (software, MestReNova version 12.0.3-21384).

2.2.2.2. Preparacion de un sistema nanoestructurado de mPEG-
b-PCL ~46 KDa por doble emulsificacion evaporacion del

solvente modificada (DESEm)

Se partié del copolimero previamente sintetizado mPEG-b-PCL, de aproximadamente 46
KDa, empleando la metodologia de DESEm y haciendo uso de los estabilizantes PVA y
MPEG-b-PCL de 8 KDa (Figura 2-1). Se prepararon 100 mL de una dispersion de 10

mg/mL del copolimero en diclorometano, para obtener la fase organica (O).

Figura 2-1. Estructura de los estabilizantes a evaluar mPEG-b-PCL 8 KDa y PVA 31 KDa.

0
IVUM/O )
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HOJ,

mPEG-b-PCL PVA

m; y mz son las unidades repetitivas de los bloques del copolimero correspondiendo
aproximadamente a 47 y 387, respectivamente; n es a la unidad repetitiva del PVA que corresponde

aproximadamente a un grado de polimerizacion de 630. Fuente: Elaboracion propia.

Para llevar a cabo la primera emulsion se adicionaron 2 mL de agua desionizada* (W1)
(fase acuosa sola o destinada a tener el principio activo o sustancia activa, segun fuera el
caso) gota a gota a la fase organica (O), homogeneizando simultaneamente a una
velocidad de emulsificacién de 11600 rpm durante 4 minutos. Posteriormente, se afadio
esta emulsion (W1/0O) a 100 mL de una fase acuosa externa (W2) que incluia uno de los
dos estabilizantes a evaluar (PVA 2 %, mPEG-b-PCL 8 KDa 0.01 % y 0.1 %, Anexo B); se
emulsificé con el mismo equipo a una velocidad de 13 000 rpm durante 4 minutos. Posterior
a la obtencion de la nanoemulsién (W1/O/W2), se evaporo el solvente orgéanico. Para el
presente estudio, con el fin de evaporar el DCM, la nanoemulsion permanecioé en la plancha

multipunto, con agitacion constante (300 rpm), a temperatura ambiente, durante 24 horas,
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considerando que esta metodologia de evaporacion del solvente permite obtener tamafios

de particula pequefios y con distribucion homogénea (Martinez et al., 2017).

Una vez evaporado el solvente es necesario remover posibles impurezas de la dispersion
de las NPs y con esto evitar cualquier tipo de agregado que no sea de interés. En primer
lugar, se filtré al vacio con embudo Biichner y papel filtro; se llevo la dispersion a un balén
de 100 mL y se afor6 para mantener el volumen constante. Partiendo de esta dispersion,
se realizaron las caracterizaciones correspondientes (Figura 2-2). Se tomaron 300 pL de
la dispersion de NPs y se diluyeron con agua destilada a un volumen de 3 mL. A las
particulas contenidas en esta dispersion diluida se les determin6 el tamafio de particula,
potencial { y su morfologia, cuyo procedimiento se explica mas adelante. Al resto de la
dispersién que no se diluyo, se centrifugd y fueron lavados con agua desionizada por 3
ciclos, cada ciclo a una velocidad de 8500 rpm, a una temperatura de 22 °C, durante 1
hora, con el fin de separar los pellets. Después de este procedimiento, las particulas (en
dispersion o en el pellet), se congelaron a -18 °C y liofilizaron con un secado principal de
48 h y vacio a -20 °C a 1.0 mbar.

Figura 2-2. Esquema del procesamiento de las muestras para caracterizacion y purificacion
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DLS

TEM

Purificacion

La caracterizacion de las particulas se llevé acabo por dos metodologias principales: dispersion de

luz dindmica (DLS) y microscopia electrénica de transmision (TEM). Fuente: Elaboracion propia.
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A continuacién, se describen las metodologias utilizadas para caracterizar el sistema
nanoestructurado basado en el copolimero anfifilico en bloque en términos del potencial

electrocinético, el tamafio y la morfologia de las particulas.

Tamafio de particula e indice de polidispersidad (Pdl)

La medicion se llevo a cabo usando la técnica de dispersion dinamica de luz. Para ello, se
tomo 100 pL de la dispersion sin liofilizar y se diluyé en 900 uL de agua destilada, en una
celda de plastico (DTS0012) para manejar una concentracion adecuada de
aproximadamente 200 ppm. Las medidas se llevaron a cabo con un indice de refraccion
(IR) de 1.520, absorcién de 0.100 y agua como medio dispersante (IR=1.330). La medicion
se llevé a cabo con un angulo dispersion de 173°, a una temperatura de 25 °C, haciendo
10 corridas, con una duracion de 10 s cada una. El tamafio y la dispersion de las particulas
(Pdl) se calcul6 realizando el promedio de 5 mediciones, y se determind la desviacion
estandar. Los datos fueron tratados con el software Zetasizer version 7.11.

Potencial Z

El potencial { se determiné en el Zetasizer nano, empleando la celda DTS1070; se realiz6
una dilucion en agua destilada (indice de refraccion 1.33, constante dieléctrica 78.5,
viscosidad 0.8872), de manera similar a lo explicado para el tamafio. La medicion se llevo
a cabo a 25 °C, haciendo 10 corridas, con un retraso entre mediciones de 30 s. El potencial
 se calculé usando un f(Ka) de 1.50 (modelo Smoluchowski), realizando el promedio de 5
mediciones, y se determind la desviacion estandar. Los datos fueron tratados con el

software Zetasizer v7.11.

Los datos obtenidos en la caracterizacion fisicoquimica de las nanoparticulas fueron
analizados estadisticamente a través de andlisis de varianza (ANOVA) y una prueba de
Tukey usando el software GraphPad Prism. Las diferencias significativas fueron
determinadas considerando un P < 0.05 como significativo. En todos los experimentos los

resultados se presentan como la media + desviacion estandar.

Morfologia
Para estudiar la morfologia de las particulas se us6 la técnica de microscopia electrénica

de transmision (TEM). Para esto se diluyé la muestra, de acuerdo con lo previamente
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explicado, y se filtré a través de filtros Millex (Millipore Corporation, EU) de 0,45 um (una
vez se tenia claro, en el tamafio de las particulas se encontraban por debajo de este valor);
una gota de cada muestra se ubicé en una rejilla de cobre malla 300, recubierta con
formvar®, generando una fina pelicula que se secé al aire. Se tomaron fotografias de
aumento x1um, x 0.5 um, x 200 nm y x 100 nm. Las imagenes fueron procesadas por el

software Gatan Microscopy Suite® version 2.11.1404.0.

2.3. Resultados y discusion

2.3.1 Sintesis del copolimero m-PEGL-b-PCL~46 KDa

Se sintetiz6 m-PEGL-b-PCL mediante la polimerizacién de apertura de anillo (ROP) de ¢-
CL usando mPEG como macro iniciador (Figura 2-3). La copolimerizacion fue confirmada
corroborando las bandas y sefales debidas a ambos segmentos correspondientes a los
grupos funcionales caracteristicos por FTIR-ATR y su respectivo ambiente quimico por *H-

RMN como se describe a continuacion:

Figura 2-3. Sintesis del copolimero

3 0.0 o
HO—O—CH,—CH1—OH + Snioc) //K/\/\/o\\
: 10°C,24h “!C‘l'o_c“z_c“i‘}ﬁo \ N

mPEG b-PCL 46 KDa
e-Caprolactona
M

Copolimerizacion de caprolactona (CL) empleando metoxi-polietilenglicol (mPEG) como iniciador,

por un mecanismo de ruptura de anillo. Sn (Oct)2 octanoato de estafio. Fuente: Elaboracion propia.

De acuerdo con el procedimiento descrito anteriormente, se obtuvieron aproximadamente
17.2 g de mPEG-b-PCL, correspondientes a un rendimiento del 84.01 %. Este se considera
gue esta dentro de un rango adecuado (Furniss, Hannaford, Smith & Tatchell 1990).
Aunque otros autores han reportado rendimientos mayores del 85 % (Shen, Guo & Lu,
2008) y del 95 % (Shuai et al., 2004). El menor porcentaje se puede atribuir a pérdidas de

masa por el proceso de precipitacion y pérdidas durante la filtracion al vacio.



Capitulo 2 42

Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FT-IR)

El espectro FT-IR del copolimero sintetizado (Figura 2-4), presenta bandas caracteristicas
de los grupos funcionales de cada uno de los segmentos que coinciden con lo reportado
por otros autores y con lo establecido en el anexo J (Gao et al., 2013; Mu et al., 2017;
Shuai et al., 2004; Tomar et al., 2013; Yang et al., 2014).

En 3444.87 cm?, estiramiento caracteristico para un O—H asociado, correspondiente
posiblemente a la captacidbn de agua por el segmento PEG; los estiramientos de los
enlaces C-H, alrededor de 2947.23 cmy 2866.22 cm™ (Tomar et al., 2013; Yadav et al.,
2008). La banda de absorcién mas caracteristica del espectro esta en 1724.36 cm™,
correspondiente a la vibracion del grupo carbonilo C=0 de la PCL. En cuanto a la banda
en 1242.16 cm?, se atribuye a las vibraciones por el estiramiento de tipo simétrico y
asimétrico del enlace C—O-R del copolimero (Tomar et al., 2013; Shuai et al., 2003; Yadav
et al., 2008).

Figura 2-4. Espectro FT-IR para el copolimero mPEG-b-PCL ~46 KDa.
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Fuente: Elaboracién propia.

Por otro lado, en el segmento PEG se observan las bandas caracteristicas en 1107.14 cm'

' del enlace C-O y en 1188.15 cm?, atribuida a las vibraciones de estiramiento del enlace
C-0O-C de la unidad repetitiva -O—CH>—CH> (Tomar et al., 2013; Shuai et al., 2003; Yadav
et al., 2008).
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La caracterizacion estructural del copolimero se completé llevando a cabo un espectro de
resonancia magnética nuclear de protén. Al comparar estas sefiales con las bandas
observadas en el espectro infrarrojo, se observa una correlacién de los grupos funcionales
con los desplazamientos de los protones del espectro de *H-RMN; entre ellas se destacan
las sefales correspondientes a los protones de los metilos, las cercanas a los grupos
ésteres caracteristicos de la PCL, cercanos a los grupos OH, entre otras, las cuales se

explicaran con detalle a continuacion.

Resonancia magnética nuclear de proton *H-RMN

El espectro *H-RMN del copolimero sintetizado (Figura 2-5) muestra la presencia de
sefiales caracteristicas del bloque PEG, entre las que se encuentran el pico en 3.39 ppm,
referente a los protones del metilo ~CHs unido al oxigeno de la unidad repetitiva del PEG
(a) y el pico en 3.66 ppm, correspondiente a los protones del metileno —CH,CH,O- (b), al
que también se asocian los protones vecinos al hidroxilo final —-CH,OH (b). La sefal

alrededor de 4.2 ppm se asocia a los protones del PEG cercanos al bloque PCL —CH,OCO-

—(©).

Figura 2-5. Espectro de 'H-RMN del copolimero sintetizado mPEG-b-PCL ~46 KDa

CH;—O—+CH:CH-0)s.—CH:CH-O«CO-CH,CHCH,CH:CH-0)..—CO- CH.CH.CH,CH.CH~OH
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Espectro obtenido en CDClIs (software, MestReNova version 12.0.3-21384). Fuente: Elaboracion

propia.
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Las sefales correspondientes al bloque de la PCL tienen los siguientes desplazamientos
caracteristicos. Por un lado, se observan sefiales alrededor de 2.35 ppm, correspondiente
a los protones vecinos al ester -OOCCH;- (d), en 1.64 ppm se asocia a los protones
—-OCCHz- (e), en 1.40 ppm hace referencia a los protones —CH,- (f) y en 4.06 ppm
corresponde a los protones cercanos al grupo ester —-CH,OCO- (g). Estos resultados
concuerdan con lo hallado en otros estudios (Tomar et al., 2013; Shuai et al., 2004; Yang
et al., 2014; Mu et al., 2017; Tomar et al., 2013; Gao et al., 2013).

Una vez se corroboré la adecuada sintesis del copolimero, se usé el espectro *H-RMN
para estimar el peso molecular en nimero (Mn) por integracion de sefial, como se describe

a continuacion.

Determinacion del peso molecular en namero (Mn) del copolimero por *H-RMN

El primer paso para la determinacion del peso molecular en numero (Mn) del copolimero
obtenido a través de *H-RMN consistié en el célculo de las unidades de repeticion de las
fracciones que lo conforman. Para esta determinacion se tomo la zona de 4.20-3.35 ppm,
realizando una ampliacién de esta parte del espectro de *H-RMN (como se presenta en la
Figura 2-5). Se calcul6 primero la integral de la sefal que aparece en 3.40 ppm con un
valor de 3. Esta sefial esta relacionada con el grupo metilo inicial del copolimero mPEG-b-
PCL, unido al oxigeno de la unidad repetitiva del PEG para tres hidrégenos, siendo un
singlete caracteristico de este metilo inicial. Posteriormente, se calcula la integral de la
sefal correspondiente al monémero de PEG, en 3.65 ppm con un valor de 187, siendo
también un singlete de un total de 4 hidrégenos. La sefial en aproximadamente 4.05 ppm,
corresponde a un triplete de 2 hidrogenos y se interpreta como el primer metilo de la unidad
repetitiva del PCL; el valor de la integral es de 773. Con base en esta informacion, se
realiz6 el calculo del peso molecular aparente en dos pasos: inicialmente se determina el
peso molecular de cada segmento y posteriormente se suman las contribuciones de cada

uno de ellos.

Para calcular el peso molecular en nimero de cada segmento, se dividié la respectiva
integral en la cantidad de protones (hidrégenos) multiplicando este factor por el PM de la

unidad repetitiva de cada dominio (Ecuacion 5), donde ai corresponde al area integrada
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bajo las sefiales del espectro *H-RMN para las respectivas fracciones, mi corresponde al
namero de protones correspondientes a cada sefial y PMi es el peso molecular del
monomero o fraccion i (Izunobi & Higginbotham, 2011). De esa manera se muestra el
célculo correspondiente para el segmento PEG (Ecuacién 6) y para el segmento PCL
(Ecuacion 7).

Peso molecular aproximado aparente del segmento = % X PMi (Ecuacion 5)

Peso molecular aproximado aparente del segmento PEG de partida =

187 449
4 mol

2057 Da de PEG (Ecuacion 6)

Peso molecular aproximado aparente del segmento PCL =

T2 x =29 = 44061 Da de PCL (Ecuacion 7)

El segundo paso corresponde al calculo del PM en nimero del copolimero. Para esto, se
sumaron los pesos moleculares aparentes de cada dominio (Ecuacién 8), evidenciando
gue las sefiales y los pesos moleculares obtenidos si concuerdan con los planteados
inicialmente, ademas confirman que el espectro esta bien definido y que las integrales no

presentan ruido.

Peso molecular aproximado aparente del copolimero =

44061 Da PCL + 2057 Da PEG partida = 46118 (Ecuacion 8)

Grado de polimerizacién

El grado de polimerizacion (Xn) se calculd dividiendo la integral de la sefial escogida en el
namero total de protones correspondientes. De esta manera, se tiene el grado de
polimerizacion para los segmentos de los blogues correspondientes al PEG y a la PCL del
copolimero (Ecuacién 9y Ecuacion 10). Esta informacién se tomé a partir de la ampliacion
del espectro 'H-RMN que se mostré en la Figura 2-5.

XnPCL =-2=3865 ~387 (Ecuacion 9)

XnPEG =2 = 46.75 ~47 (Ecuacién 10)

" =
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El peso molecular en nimero y el grado de polimerizaciéon calculados por H-RMN
concuerdan con los pesos moleculares calculados de forma teérica, confirmando que se

llevo a cabo la sintesis polimérica de manera adecuada.

Calorimetria diferencial de barrido (DSC)
Con el fin de estudiar el comportamiento térmico y corroborar la formacién del copolimero,
se realiz6 un andlisis térmico por DSC. En la Figura 2-6 se presenta el termograma, que
incluye los resultados de cristalizacién y punto de fusién, quitando los resultados de la
etapa de borrado térmico (25 °C — 120 °C).

Figura 2-6. Termograma de mPEG-b-PCL~46 KDa
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Fuente: Elaboracion propia.

El termograma muestra una liberacién de energia térmica correspondiente a la entalpia de
cristalizacion del polimero (36.5°C — 30.54 °C), donde se evidencia una formacion de
cristales a partir de una temperatura de 36.52 °C, con una entalpia caracteristica para este
proceso de 63.48 Jg!. Ademas, se observa un evento endotérmico correspondiente a la
fusion de los dos dominios (52.75°C — 57.90 °C), con una entalpia de -62,55 Jg*. La
pequefia diferencia en la entalpia de cristalizacion con respecto a la entalpia de fusion
puede ser debida a una disminucion del grado de cristalizacién y a un tamafio mas
pequefio de los dominios cristalinos. Los resultados obtenidos del punto de fusion

concuerdan con lo reportado en la literatura, ya que se encuentran cercanos al rango de
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temperatura de 40-59 °C, correspondiente a la fusién de ambos dominios de PEG y PCL

(Villamil et al., 2019), confirmando la obtencién del copolimero.

Hasta esta parte se sintetiz6 y caracterizé el copolimero mPEG-b-PCL, destacando como
informacion obtenida un peso molecular aparente cercano a lo esperado ~ 46 KDa, una
entalpia de cristalizacion de 63.48 Jg?, una entalpia de fusiéon de -62,55 Jg* y un grado de
polimerizacion de ™ 387 para el segmento de PCL y de ~ 47 para el segmento de PEG. Las
sefiales del espectro *H-RMN vy las bandas obtenidas en el espectro FT-IR, reflejan la
formacion del copolimero mPEG-b-PCL. Teniendo el material precursor sintetizado y
caracterizado, se contintia con la elaboracion de los sistemas nanoestructurados con base

en este copolimero.

2.3.2. Sistemas nanoestructurados de mPEG-b-PCL ~46
KDa

La elaboracién de los sistemas nanoestructurados se llevo a cabo por una metodologia
DESE modificada; como estabilizantes, para minimizar el fendbmeno de coalescencia y
separacion de fases, se emplearon mPEG-b-PCL de 8 kDa al 0.01y 0.1 % y PVA al 2 %.
Asi, durante la segunda emulsién y posterior eliminacion del solvente se evita la agregacion
de particulas, y con ello caracteristicas no deseadas como tamafos de particula grandes
y altos indices de dispersion. Sin embargo, se debe tener en cuenta que muchas veces,
aun siguiendo el procedimiento de doble emulsion, se podria estar obteniendo emulsiones
simples debido a la inestabilidad de estos sistemas o al mismo procedimiento (Ding, Serra,
Vandamme, Yu & Anton, 2018). Cabe aclarar que, para esta investigacion, el estudio de
estabilidad y formacion efectiva de la doble emulsion no se tuvo en cuenta, pues se salia
del alcance del trabajo, ya que solo se estudiaron los sistemas nanoestructurados
obtenidos en la suspensién final, que corresponde a la dispersién de las nanoparticulas en

la fase acuosa 2.

Por otro lado, el estudio del mPEG-b-PCL de 8 KDa sera publicado en la tesis “Sintesis de
copolimeros dibloque biodegradables conjugados con biomoléculas como plataforma de
administracién de farmacos”, de la estudiante Angie Angarita, donde reportardn que la
concentraciéon micelar critica del copolimero es de 3.1 *10 moles/Litro. Partiendo de esa

informacion, se plantea como hipotesis que el mecanismo por el que el mPEG-b-PCL de 8
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KDa estabiliza la emulsion es a través de posibles estructuras de tipo micelar; este tipo de
estructuras micelares podrian estar ubicAndose en la interfase de la fase organicay la fase
acuosa 2. Estas estructuras micelares obtenidas en esta tesis tienen rangos de tamafio en
namero de 20-90 nm (medidas por DLS). Al ser solubles en la fase organica (DCM)
pasarian por una fase de adsorcion (Tolosa, 2016) inicial, seguida de una fase de
solubilizacion y a una posterior saturacién de esa fase organica, que podria generar un
aumento aparente de la viscosidad interfacial (Tolosa, 2016), llegando a una
insolubilizacion inducida por la evaporacion del solvente organico y, de esa manera, la
formacion de las NPs. Con base en lo anterior, se plantea como posible hipétesis las
estructuras mostradas en las Figuras (Figura 2-7, Figura 2-8 y Figura 2-9).

Figura 2-7. Esquema de la posible estructura de las NPs variando el tipo de estabilizante.
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Figura 2-8. Esquema de la posible estructura ampliada de las NPs variando el tipo de estabilizante

mPEG-b-PCL 46 KD mPEG-b-PCL 46 KDa
2 a

mPEG-bPCL 46 KDa gy, gy
W""‘"\M PVA wam
@ Fase acuosa (W1) Mgy

® Fase acuosa (W1) @ Fase acuosa (W1)

Fuente: Elaboracién propia.

Figura 2-9. Esquema de la posible estructura ampliada de las NPs variando el tipo de estabilizante

PEGHIL 46 KDa mPEG-HPCL 8kDa

Aumento de la concentracion del estabilizante mPEG-b-PCL de 8KDa

Fuente: Elaboracion propia.
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Determinacién del tamafio e indice de polidispersidad

El tamafio de las NPs vacias (ver Figura 2-10) se encuentran en un rango de 151-229 nm,
por lo que se consideran sistemas hanoestructurados; asimismo, tienen indice de
polidispersidad (Pdl) inferior a 0.300, lo cual sugiere la obtencion de distribuciones

moderadamente polidispersas (Martinez et al., 2017).

En la Figura 2-10 se observa que las NPs con diferentes estabilizantes tienen una
diferencia estadisticamente significativa de tamafio (P<0.05). Esto se asocia a varias
razones, una de las principales es la diferencia en el mecanismo para estabilizar las
emulsiones. Por su parte, el PVA al 2% al ser un hidrocoloide, forma una capa
multimolecular alrededor de las particulas lo que incrementa la viscosidad de la fase
acuosa en la que se forma la segunda emulsion, lo que posiblemente dificulta la reduccién
del tamafio de gota en la doble emulsién (Ibraheem, Igbal, Agusti, Fessi & Elaissari, 2014);
por otra parte, su grado de hidrolisis 86.7-88.7 %, hace que los posibles grupos acetatos
residuales puedan generar segmentos de menor polaridad que podrian tener afinidad con
la fase organica. A diferencia de esto, debido a su naturaleza quimica la estabilizaciéon con
mMPEG-b-PCL de 8 KDa podria estar asociada a la disminucién de la tension interfacial,
favoreciendo la division de las goticulas al aumentar su concentracién y, por lo tanto,

generando menores tamafios de NPs.

Figura 2-10. Resultados del tamafio de las nanoparticulas vacias al variar el tipo y concentracion

del agente estabilizante.
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NPs variando estabilizante

Resultados promedio de tamafio de particula y promedio de indices de polidispersidad (Pdl)
obtenidos para los diferentes sistemas nanoestructurados, variando el agente estabilizante y la
concentracion en mPEG-b-PCL de 8 KDa (X +SD. n=5).
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Otra de las razones de este comportamiento se debe a la mayor afinidad del mMPEG-b-PCL
de 8KDa por el polimero y solvente organico (Baena Aristizabal et al., 2016). Su interaccién
con la fase organica va a ser mejor durante la segunda emulsificacion, generando una
capa de estabilizante alrededor de la goticula (fase acuosa 1/ fase organica) (Baena
Aristizabal et al., 2016). Si el grosor de esa capa es adecuado, permitird una facil

evaporacion del solvente y formacion de las NPs.

Cabe notar que el PVA tiene menor afinidad por la fase orgéanica, aumentando el grosor
de la capa de estabilizante, lo cual dificulta la evaporacién del solvente y evita la
precipitacién del polimero, induciendo a la formacion de agregados de particulas, y
aumentando el tamafio de las mismas (Baena Aristizabal et al., 2016).

Por otro lado, las diferencias de los tamafios de particulas entre las NPs que usan el mismo
estabilizante mPEG-b-PCL 8 KDa y varia la concentracion puede ser debido a la afinidad
del PCL por la fase organica, asi al aumentar la concentracion es posible que el
estabilizante mPEG-b-PCL de 8 KDa esté saturando la interfase de la segunda emulsién,
lo que genera las diferencias de tamafios. Este comportamiento sugiere que al aumentar
la concentracion del estabilizante mPEG-b-PCL 8 KDa de 0.01 a 0.1 %, este copolimero
disminuye la tension interfacial, de manera que las gotas iniciales de la emulsion 1 se
vuelven mas pequefias en la emulsion 2, lo que posiblemente sustenta el por qué al
aumentar la concentracion del copolimero mPEG-b-PCL 8 KDa, el tamafio de la gota
disminuya, lo que da como resultado particulas mas pequefias tras la evaporacion del DCM
(Tolosa, 2016).

Potencial electrocinético (potencial ¢)

Es importante aclarar que el potencial { se puede ver afectado no solo por las propiedades
de las nanoparticulas, sino también por la naturaleza de la solucién, el pH, la fuerza i6nica,
cambios en la composicion de la interfase NP-agua, incluso factores experimentales
dificiles de controlar, como cantidad de nanoparticulas en el medio de dispersion, entre
otros (Bhattacharjee, 2016; Gumustas, Sengel-turk, & Gumustas, 2017). El valor medido
corresponde a la diferencia de potencial entre la doble capa eléctrica de las particulas
coloidales electroforéticamente méviles y la capa de corte o dispersante a su alrededor en

el plano de deslizamiento (Bhattacharjee, 2016). A continuacién, se analizan los resultados
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obtenidos de esta medicion para las diferentes NPs, con el propédsito de obtener
informacion sobre su posible estabilidad a través de posibles fuerzas repulsivas

electrostaticas.

En la Figura 2-11 se observan los valores del potencial { (P<0.05) para las tres NPs
cambiando el tipo de estabilizante, y en el caso del mPEG-b-PCL variando su
concentracion, los cuales son inferiores a -25 mV, por lo que se descarta la posibilidad de
una estabilidad electrostatica. Sin embargo, estos valores se deben a la contribucién del
segmento del PEG, al que se le atribuye posible adsorcién de iones, por lo tanto, la
densidad de la cubierta hidrofilica debida a la concentracion del PEG y PVA en las NPs
hacen que los valores de potencial ¢ disminuyan, este es el caso del PVA al 2% vy la
diferencia entre el 0.01 % y 0.1 % de mPEG-b-PCL 8 Kda (Li et al., 2009).

Figura 2-11. Potencial Z de las nanoparticulas vacias variando el tipo y concentracion del

estabilizante.
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Resultados promedio del potencial ¢ (pC) obtenidos para los diferentes sistemas nanoestructurados

variando el agente estabilizante y la concentracion de mPEG-b-PCL (X £SD. n=5).

Estos resultados son debidos a que el segmento mayoritario del copolimero de mPEG-b-
PCL 8 KDa es el PEG de 5KDa. Asi, al aumentar la concentracién del copolimero, aumenta
también la proporcion de PEG en comparacion con la policaprolactona, por lo tanto, y este
genera cambios en la magnitud, disminuyendo el potencial . Adicionalmente, hay que
considerar que durante el proceso de evaporacion el PEG va a estar ubicado en la interfase
agua- diclorometano, y al evaporar el solvente este segmento queda expuesto en la

superficie, disminuyendo asi el potencial {. No se descarta, que las variaciones en la
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magnitud del potencial zeta para estas NPs puedan ser debidas también a cambios en el

medio de dispersidn, no controlados en el estudio.

Por otro lado, aunque la magnitud de valores de potencial { no sean mayores o iguales a
+30 mV, las NPs se mantienen en dispersion, esto es debido a que el PEG y PVA son
polimeros de gran tamafio molecular, que influyen en la estabilidad estérica, promoviendo
la repulsion de las NPs, debido a que interfieren por su tamafio en las interacciones de las
fuerzas de atraccion de Van der Waals, impidiendo asi la agregacion (Lourenco, Teixeira,
Simdes & Gaspar, 1996; Selvamani, 2019).

Morfologia

Para el estudio de la morfologia se eligieron las NPs estabilizadas con PVA al 2 % y las
estabilizadas con mMPEG-b-PCL de 8 KDa al 0.1 %. Las imagenes TEM para las NPs se
observan en la Figura 2-12, estas poseen una forma esférica.

Figura 2-12. Imagen TEM de NPs seleccionadas

A ) NP PEG-PCL-2% PVA B) NP PEG-PCL-0.1% PEG-PCL

i; il
A) mPEG-b-PCL ~46 KDa - 2 % PVA (500nm) y B) mPEG-b-PCL ~46 KDa - 0.1 % mPEG-b-PCL 8
KDa (200 nm)

En la Figura 2-12 se observan dos zonas en las NPs esféricas. Una zona mas oscura
correspondiente a una posible cavidad o nudcleo y otra zona mas clara que rodea esa
cavidad o nucleo, esto posiblemente es debido a que se forman dos dominios de diferente
composicion. Por otro lado, los tamafios observados por TEM son inferiores a 250 nm,

coincidiendo aproximadamente con los encontrados por DLS; hay que tener en cuenta que
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estos Ultimos expresan diametros de particula hidrodinamicos que seran mas grandes

comparados con los mostrados por TEM.

2.4. Conclusiones

El copolimero mPEG-b-PCL sintetizado (el cual fue comprobada su sintesis por IR
y H-RMN), de peso molecular de ~ 46 KDa, con una entalpia de cristalizacién de
63.48 Jg!, una entalpia de fusién de -62.55 Jg*, un grado de polimerizacién de ~
387 para el segmento de PCL y de ™ 47 para el segmento de PEG, dio lugar a la
obtencion de sistemas nanoestructurados de tipo nanoparticulas por el método
DESEm; estas fueron elaboradas a las condiciones previamente establecidas,
haciendo uso de estabilizantes como polivinilalcohol (PVA) y mPEG-b-PCL de 8
KDa, demostrando que se obtienen particulas en el rango nanométrico, de forma

esférica y con un potencial ¢ de -10 a -23.

El empleo de PVA como estabilizante lleva a obtener tamafios de particulas mas
grandes y valores de potencial { menores, en comparacion con el estabilizante
MPEG-b-PCL de 8 KDa, esto es debido a la diferencia en los mecanismos para
estabilizar las emulsiones por los que ellos actian relacionados con su naturaleza
guimica. EI PVA al ser un hidrocoloide ejerce un efecto de pantalla, dado por la
formacion de una capa multimolecular alrededor de las particulas, mientras el
mMPEG-b-PCL de 8 KDa, probablemente ejerce un efecto principal en la disminucion

de la tension interfacial.

La variacion en la concentracién de mPEG-b-PCL de 8 KDa influye en los valores
de tamafio de particula, siendo ligeramente mas pequefios al aumentar su
concentracion y de manera contraria, una disminucion de la magnitud del potencial
con el aumento de esta. Esto esta relacionado con el posible mecanismo de
reduccion de tension interfacial y con la proporcion de segmentos de PEG

presentes en este estabilizante.
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3. Nanoparticulas cargadas con extracto

etanodlico de frutos de Physalis peruviana

3.1. Introduccién

Los extractos vegetales son opciones terapéuticas versatiles para el tratamiento de
diferentes enfermedades. Al ser sistemas complejos con diversos componentes tienen un
modo de accién favorecido por la sinergia que se presenta entre ellos (Baena Aristizabal,
2015; Benzie & Wachtel-Galor, 2011). Sin embargo, al ser un sistema multicomponente es
necesario asegurar que no exista una alta variabilidad en su composicién, de manera que
se mantenga la actividad farmacolégica de interés. Esto se logra teniendo un extracto
estandarizado, lo que implica un control sobre las diversas variables asociadas a su

obtencion (Baena Aristizabal, 2015).

La elaboracion del extracto etandlico de frutos de Physalis peruviana se realizé siguiendo
la metodologia planteada previamente en otros trabajos de investigacion del grupo, (Baena
Aristizabal, 2015; Bernal, 2016), que se basoé en estudios fisicos, quimicos y de actividad
biolégica por los cuales estandarizaron el extracto etandlico de frutos de Physalis
peruviana. Aungque en trabajos previos (Bernal et al., 2018) se determinaron los
marcadores farmacoldgicos del extracto en diclorometano, en este extracto etandlico de
todo el fruto dichos marcadores se encuentran muy diluidos para ser detectados, por lo
gue la opcién fue emplear otros compuestos quimicos presentes en el extracto, como

marcadores analiticos (Bernal, 2016).

Para el caso particular de la incorporacion de extractos de materiales herbales en

nanoparticulas poliméricas, se busca que estos conserven su actividad farmacolégica una
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vez liberados. Debido a que las NPs pueden mejorar la biodisponibilidad (Date, Hanes &
Ensign, 2016), proteger a los extractos de la rapida degradacién o depuracién (Wilczewska
etal., 2012) y favorecer la estabilidad (Soppimath et al., 2001) son, por lo tanto, una posible
solucién a la inestabilidad de los extractos a nivel fisioldégico, ya que protegen a las

sustancias activas de la posible degradacién enzimatica y del pH fisiolégico.

En el caso especifico del extracto etandlico de frutos de Physalis peruviana, ya que es un
sistema multicomponente de naturaleza heterogénea que presenta componentes hidréfilos
y lipdéfilos, su solubilidad es compleja. Por un lado (Bernal, 2016) reporta componentes
como ésteres de sacarosa (Peruviosas) en el extracto fraccionado en diclorometano, los
gue demostraron un efecto inhibitorio sobre la actividad de la enzima alfa amilasa, con
valores de inhibicién similares a los observados para la acarbosa; ademas, se ha reportado
gue otros componentes que se pueden encontrar en los frutos de Physalis peruviana como
glucésidos, vitaminas hidro y liposolubles, witandlidos, alcaloides, ésteres, ésteres de
sacarosa, azucares, entre otros multiples componentes (Bernal, 2016; Olivares, 2017). En
esta parte del trabajo, se utilizaron los materiales y la metodologia empleada en el capitulo
anterior (DESEm), ya que es adecuada para encapsular compuestos hidrofilicos e

hidrofébicos como es la composicién de este extracto.

En este capitulo se aborda la obtencion del extracto etandlico de frutos de Physalis
peruviana mediante percolacion, su caracterizacion por indice de refraccion y *H-RMN vy
su posterior carga en sistemas nanoestructurados. Estos sistemas se caracterizaron
fisicoguimicamente y en cuanto a su comportamiento de liberacién, empleando
metodologias complementarias, tanto analiticas como de evaluacion de su actividad, que
permitieran evaluar a las nanoparticulas cargadas con un extracto etandlico de Physalis

peruviana.
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3.2. Materiales y Métodos

3.2.1 Reactivos y equipos

3.2.1.1 Obtencién del extracto etandlico de frutos de Physalis

peruviana

Para la elaboracién del extracto se emplearon 7 kg de frutos de Physalis peruviana (Pp),
comprados en la plaza de mercado de Paloquemao (Bogot4, Cundinamarca). Como
solvente de extraccién se utilizaron 14 L de etanol al 96 % (CIACOMEQ S.A.S., cod. prod.
2-04-112). Para el estudio del espectro de resonancia magnética nuclear se utilizd el
extracto de Physalis peruviana y como solvente dimetilsulfoxido deuterado (DMSO-dg).
Para el ensayo in vitro de inhibicion de alfa amilasa se utiliz6 p-nitrofenil-a-D-
glucopirandsido (pNPG) Sigma/Aldrich N1377, acarbosa Sigma/Aldrich A8980, alfa
amilasa de pancreas porcino (PPA) Sigma/Aldrich A3176, almidon azul Sigma/Aldrich
S7776.

Para la elaboracién del extracto se utilizaron los siguientes equipos: estufa de circulacién
de aire (Stokes), refractémetro Mettler Toledo portable (lab TM), licuadora (Barboss MP
Vita- Mix), balanza Ohaus (modelo PA 3102, sensibilidad 3100 g), percolador,
rotaevaporador (Hei-VAP Advantage ML/G3 P/N 562-01300-00, Alemania), horno de vacio
(Aceq HRV-1016, Colombia) y balanza analitica (RADWAG AS 60/220.R2). Para la
caracterizacion se utilizé un espectrémetro RMN (Bruker Ascend 600, Suiza). Para lo
correspondiente al ensayo in vitro, se utilizé un lector de microplacas espectrofotometro
Berthold TriStar? S LB 942 Multimode Reader.

3.2.1.2. Elaboracién de las nanoparticulas cargadas con extracto
etandlico de frutos de Physalis peruviana

Para ello se emplearon el polimero mPEG-b-PCL ~ 46 KDa y el estabilizante mPEG-b-PCL
8 KDa, descritos en el capitulo 2; diclorometano Merck (Alemania, lote: K47623150610);
agua grado HPLC (sistema de purificacion de agua Direct-Q® (EU)); polivinilalcohol
Mowiol® 4-88 Sigma Aldrich (Alemania, lote: STBH0667); papel filtro 5-10 um Boeco
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(Alemania, lote: 09-040); membrana de dialisis Zellutrans MWCO de 3500 y el extracto

etandlico de frutos de Physalis peruviana.

Para la obtencién del sistema se utiliz6 un homogeneizador de alta velocidad, IKA® Ultra-
Turrax® T18 DS1, vastago grueso S18N-19G, vastago delgado S18N-10G, Alemania;
plancha de agitacion multipunto, IKA® RO 10 PS1, Alemania; balanza analitica, Ohaus®
Pioneer PA214, E.U; refrigerador, Challenger CR420, Colombia; centrifuga, Thermo
Scientific Heraeus® Megafuge® 16, rotor Highconic®Il, Alemania; liofilizador, CHRIST
Beta 1-8 LDplus, Alemania.

3.2.1.3. Caracterizacion

Para la caracterizacién se utilizaron las siguientes metodologias y equipos: espectroscopia
infrarroja (IR) (espectrémetro FT-IR, Shimadzu® IRAffinity-1, Japén), calorimetria
diferencial de barrido (DSC, Mettler Toledo DSC 1, Suiza), dispersion dindmica de luz
(Malvern Zetasizer Nano — ZS, Reino Unido), microscopia electrénica de transmision
(microscopio electrénico de transmision, TEM, MARCA JEOL JEM-100S, Japdn).

Los datos obtenidos en la caracterizacion de tamano, Pdl y potencial { de las
nanoparticulas fueron analizados estadisticamente a través del andlisis de la varianza
(ANOVA) usando el software GraphPad Prism. Las diferencias significativas fueron
determinadas considerando un p < 0.05 como significativo. En todos los experimentos los

resultados se presentan como la media * desviacion estandar.

3.2.1.4. Liberaciéon de las NPs y ensayo de inhibicion de la alfa
amilasa
Para elaborar el buffer pH 6.5 se utilizé 16.8 g de fosfato de potasio monobasico KH,PO4

(A1-23) y 10.8 g de fosfato de sodio dibasico Na:HPO, Chemi (lote:160331-512) en 2 L de

agua destilada. También se emplearon viales herméticos.
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Para el ensayo in vitro de inhibicion de alfa amilasa se utiliz6 p-nitrofenil-a-D-
glucopirandsido (pNPG) Sigma/Aldrich N1377, acarbosa Sigma/Aldrich A8980, alfa
amilasa de pancreas porcino (PPA) Sigma/Aldrich A3176 y almidén azul Sigma/Aldrich
S7776.

Para la liberacion de las NPs se utiliz6 un bafo termostatado (LAUDA ALPHA A6), un
agitador magnético analégico multiple RO 10, IKA® y una balanza analitica (RADWAG AS
60/220.R2). Para la evaluacién de la actividad de inhibicion de la alfa amilasa del extracto
etandlico de Physalis peruviana, una vez liberado de las NPs, se utilizé6 un lector de
microplacas espectrofotémetro Berthold TriStar2 S LB 942 Multimode Reader.

3.2.2. Metodologia

3.2.2.1. Elaboracion del extracto de frutos de Physalis peruviana

Se siguié la metodologia ya estandarizada (Figura 3-1), descrita en los trabajos previos del
grupo de investigacion TECPRONA (Baena Aristizabal, 2015; Bernal, 2016) de la siguiente

manera :

Figura 3-1. Pasos generales para la elaboracion del extracto etandlico a partir de los frutos de

Physalis peruviana.

1) Retiro del caliz, clasificacion del fruto y lavado; 2) licuado y secado; 3) trituracién del material,
humectacidon y extraccion; 4) ciclos de extraccibn por percolacién; 5) concentracién por

rotaevaporacion; 6) caracterizacion del extracto.
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1)

2)

3)

4)

5)

Se retird el caliz de los frutos; se seleccionaron las bayas como maduras, pintonas,
verdes, abiertas, dafiadas (clasificacion 3 a 6 segun la tabla de color de la NTC
4580, ver Anexo C). Estas fueron lavadas con agua potable y secadas.

Se licuaron los frutos maduros y pintones, para un total de 5 kg, guardando una
relaciéon 5:1 de gramos de fruta y etanol al 96 %. Este licuado se distribuyd en
bandejas forradas con pelicula de polietileno calibre 3, y se sec6 a una temperatura
de 40 °C * 2 °C en una estufa de circulacién de aire durante 24 horas (hasta peso
constante del material seco).

El material seco se tritur6 inmediatamente hasta pulverizacion en la licuadora, en
dos ciclos, a velocidad cinco en la escala del equipo y con una carga de material
correspondiente a 1/3 del volumen del vaso. De esa manera, 500 g de material
seco fueron colocados en un mortero de porcelana; para su humectacion se
adicionaron 400 ml de etanol que fueron incorporados hasta lograr un material de
aspecto pastoso. El proceso se repitié con todo el material pulverizado (937 g), que
posteriormente fue colocado en el percolador para poder dar inicio al proceso de
extraccion.

El proceso de extraccién se llevo a cabo por percolacion. Para ello se emplearon
dos percoladores de vidrio de capacidad de 5y 2 L, recubiertos con papel aluminio
para favorecer la estabilidad del extracto y garantizando una relacién droga:
solvente de 1:15. Luego de 24 horas, se abrid la llave del percolador a una
velocidad de goteo medio de aproximadamente 150 gotas/min. El proceso de
extraccion se llevé a cabo por cuatro dias, partiendo de 937 g de sodlidos
pulverizados previamente humectados, a los cuales se les realizaron cuatro
pasadas de solvente para un total aproximado de 14 L de etanol al 96 % (relacion
droga: solvente 1:15).

Una vez recolectado el extracto se concentrd a presion reducida a una temperatura
de 40 °C £ 2 °C, velocidad de agitacion de 100 rpm y presion de 100 mbar, hasta
lograr un indice de refraccion de 1.42, sin correccion de lectura por temperatura y
cuyas mediciones fueron realizadas por triplicado. Seguido de esto, se evaluo el
contenido de solidos totales del extracto etandlico de frutos de Physalis peruviana
obtenido. Se pes6 exactamente una cantidad aproximada de 1 g de extracto en un
recipiente previamente tarado y se evaporé el contenido de etanol de la muestra

colocando los recipientes sobre un bafio maria durante 30 min. Las muestras sin
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etanol fueron llevadas a una estufa al vacio a 70 °C, hasta un peso constante
(variacion no mayor a 5 mg). El contenido de sélidos totales se estimé utilizando la

Ecuacion 11;

Peso final de muestra

Porcentaje de solidos totales = * 100 (Ecuacion 11)

Peso de muestra inicial

3.2.2.2. Elaboracién de sistemas nanoestructurados con el

extracto de frutos de Physalis peruviana

Para la elaboracion de las NPs que contenian como sustancia activa el extracto etanélico
de frutos de Physalis peruviana se sigui6é un procedimiento similar (DESEm) al empleado
en el capitulo 2 para la elaboracion de las nanoparticulas vacias, cambiando la fase acuosa
1 (W1) por el extracto etandlico de Physalis peruviana en agua desionizada (W1-Pp) a una
concentracion de 15 mg/mL (Figura 3-2).
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Figura 3-2. Representacion esquematica de la metodologia de obtencién de los sistemas

nanoestructurados que contienen el extracto etandlico de los frutos de Physalis peruviana.

. Extracto etanodlico estandarizado oI

WIo/wW

de Physalis peruviana

bPCL g p—

Y,

Para el esquema se manejan las siguientes convenciones: fase organica (color verde vivo con el
copolimero de mPEG-b-PCL de ~ 46 KDa); fase acuosa (W1-Pp) color azul con puntos azules,
primera emulsién W1/O color café claro (E1); segunda fase acuosa con estabilizante* (W2), la cual
corresponde a una solucion de color agua marina con el estabilizante utilizado para el
correspondiente ejemplo PVA; doble emulsién obtenida (W/O/W) (E2), color verde tenue pastel; los
circulos son: una ampliacion de la emulsién (W/O) circulol color café claro; circulo 2 ampliacion de
la segunda emulsion (W/OW). (*) se refiere a los estabilizantes escogidos en esta investigacion, y
a su correspondiente concentracion asi seran: PVA 2% O mPEG-b-PCL 8.0 KDa, a diferentes

concentraciones 0.1, 0.05, 0.03, 0.01 %. Fuente: Elaboracion propia.

La dispersion madre del extracto etandlico de una concentracién de 15 mg/mL y las
emulsiones 1y 2, se muestran en la Figura 3-3 (1, II, Ill). Para ello se pesaron 750 mg del
extracto, los cuales fueron adicionados gota a gota a 50 mL de agua desionizada, agitando

con el homogeneizador a 13 000 rpm por 4 min (Figura 3-3-l), para asi obtener la fase
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acuosa con el extracto (W1-Pp) a una concentracién final de 15mg/mL, como se observa

en la Figura 3-3-Il.

Figura 3-3. Fotos del extracto etandlico de frutos de Physalis peruviana y de la nanoemulsion final.

I: Proceso inicial de dispersién del extracto en la fase acuosa; Il: Extracto disperso; Ill: Segunda emulsion.

Seguido a esto, la primera emulsién (W/O) se obtuvo adicionando gota a gota 2 mL de la
fase acuosa, explicada anteriormente, sobre 10 mL de la fase organica (10 mg/mL del
polimero mPEG-b-PCL ~ 46 KDa en diclorometano (O)), a 11600 rpm por 4 min. Una vez
formada la primera emulsién, esta se adicion6 gota a gota a la fase acuosa 2 (W2), que
contiene el estabilizante (PVA 2 % o mPEG-b-PCL 8.0 KDa, a diferentes concentraciones
0.1, 0.05, 0.03, 0.01 %) a 13000 rpm por 4 min, como se observa en la Figura 3-3-1ll. Una
vez obtenida la nanoemulsion (W1/O/W2) se evaporo el solvente organico (diclorometano)
por medio de agitacion magnética a 300 rpm por 24 horas, en una plancha multipunto, a
temperatura ambiente. Una vez evaporado el solvente se realiz la caracterizacion inicial
de tamafio de particula y potencial  de las nanoparticulas cargadas con el extracto de
frutos de Physalis peruviana (NPs-Pp), siguiendo la misma metodologia empleada para las
NPs vacias. Para los estudios posteriores se realizé la purificacion vy liofilizacion, como se
observa en la Figura 3-4, con el fin de brindar mas estabilidad al sistema nanoestructurado
y evitar migracion de la sustancia activa encapsulada hacia la superficie o hacia el medio
de dispersion; para este fin se centrifugaron las Nps-Pp a 8500 rpm durante una hora por
tres ciclos iniciales, recolectando los pellets y lavandolos con agua desionizada, para
asegurar que no se tuviera sustancia activa no encapsulada, polimeros o estabilizantes

libres, que pudieran afectar los resultados de encapsulacion y carga del farmaco. Una vez
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recolectados todos los pellets de NPs-Pp, estos fueron suspendidos en agua desionizada,

congelados a -18 °C y liofilizados para obtener las NPs-Pp sélidas.

Figura 3-4. Representacion esquematica la metodologia de purificacién de las nanoparticulas.

WIOIW
T E2

o

ﬁ‘\\ .
. - i p »
. >
—_—
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Centrifugacion

1 Congelacion

Liofilizacion

Fuente: Elaboracién propia.

3.2.2.3. Caracterizacion de las NPs-Pp

De manera similar a lo realizado con las NPs vacias, se caracteriz6 el tamafio de particula
y potencial ¢ por DLS, la evaluacién de la morfologia por TEM; adicionalmente, las
interacciones entre el polimero y el extracto fueron evaluadas por calorimetria diferencial

de barrido (DSC por sus siglas en inglés) y espectrofotometria infrarroja (FT-IR).

Distribucién de tamaino de particula, potencial { y morfologia

La medicion se llevé a cabo usando la técnica de dispersion dinamica de luz. Para ello, se
tomo 100 uL de la dispersion sin liofilizar y se diluyé en 1 mL de agua destilada en una
celda de plastico (DTS0012), para manejar una concentracion apropiada para la medicion.
La medicién se llevé a cabo con un angulo de dispersién de 173°, a una temperatura de

25 °C, haciendo 10 corridas, con una duracién de 10 s cada una. El tamafio de particula y
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el indice de polidispersidad se calcularon teniendo en cuenta el promedio de las

mediciones, y se determind su desviacidén estandar.

Para medir el potencial  se tom6 100 L de la nanosuspension y se agregaron 900 L de
agua destilada en una celda “dip” (Malvern ZEN1002, Reino Unido). La medicion se llevo
a cabo a 25 °C, haciendo 10 corridas, con un retraso entre mediciones de 30 s. El potencial
¢ se calculé usando un f(Ka) de 1.5 (modelo Smoluchowski), realizando el promedio de 5
mediciones, y se determind la desviacion estandar. Los datos fueron tratados con el
software Zetasizer v7.11.

La evaluacion de la morfologia se llevd a cabo por TEM, siguiendo la misma metodologia
explicada en el capitulo 2. Se tomaron fotografias de aumento x1um, x 0.5 pm, x 200 nm
y x 100 nm. Las imagenes fueron procesadas por el software Gatan Microscopy Suite®
version 2.11.1404.0

FT-IR

Para determinar si las Nps quedaron cargadas con el extracto de frutos de Physalis
peruviana y si habian posibles cambios estructurales del polimero, se evalué
cualitativamente por FT-IR. Los espectros de FT-IR por transmisién, fueron tomados
empleando un disco de KBr, para ello, aproximadamente 5 mg de Nps se disolvieron en 2
mL de CHCls, para lo cual la dispersion obtenida se distribuyd homogéneamente sobre el
disco de KBr para ser leida en el espectrofotémetro FT-IR (Shimadzu® IRAffinity-1, con
accesorio HATR 10, Japén), en un rango de 4000 a 450 cm™ con resoluciéon de 2 cm?ty
acumulacion de 32 scans, realizando antes de cada lectura un background (Shuai et al.,
2004).

DSC

Se determiné el evento térmico correspondiente a la temperatura de fusion (Tm) de las
NPs-Pp por DSC en un rango de -60-260 °C. Se evaluaron los cambios en la temperatura
de fusion con respecto a su composicion; para ello se emple6é un método con atmosfera
de N2 con flujo 50 L/min. Inicialmente se enfri6 la muestra desde 25 °C hasta -60 °C a 10

°C/min, seguido por una isoterma a -60 °C durante 10 min. Finalmente, se calenté de 10
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°C/min hasta 260 °C, a la misma rampa de calentamiento. Los datos fueron procesados

con el software STARe Evaluation.

3.2.2.4. Seguimiento del acido citrico del extracto etandlico de
Physalis peruviana libre y cargado en las NP-Pp por resonancia

magnética nuclear (RMN)

Es importante escoger un marcador del extracto para poder hacer un correcto seguimiento
de este en el proceso de liberacién a partir de las NPs; sin embargo, al ser un sistema
complejo el seguimiento o trazabilidad se dificulta. La metodologia propuesta por Bernal
(2016), realizada al interior del grupo de investigacion, se fundamento en el seguimiento a
marcadores analiticos, fructosa y glucosa, mediante HPLC con detector de indice de
refraccion, teniendo en cuenta la alta proporcion de azlcares que hay en el fruto. Aunque
también se habian determinado los marcadores terapéuticos, peruviosas, estos se
encuentran en muy baja proporcion en el extracto etandlico. Sin embargo, en este trabajo
no fue posible hacer el seguimiento a la fructosa y glucosa, debido a que no se contaba
con el equipo. Por esta razon, se optd por caracterizar un componente como el acido

citrico, el cual se identifica facilmente en los espectros de RMN del extracto.

Para obtener los espectros de RMN se tomaron aproximadamente 20 mg del extracto
etandlico de Physalis peruviana, los cuales se secaron al vacio, y se disolvieron en DMSO-
ds. El espectro se tom6 operado a 600 MHz. Los datos fueron procesados con el software

Mestrenova y las sefiales se reportaron como desplazamiento quimico (&/ppm).

3.2.2.5. Evaluacion de la actividad in vitro de inhibicién de la alfa
amilasa del extracto etandlico de frutos de Physalis Peruvianay
una vez liberado de las NPs-Pp, complementado con el
seguimiento de los azucares reductores.

Este ensayo de actividad in vitro es una aproximacion si existe o no actividad

hipoglucemiante de acuerdo con lo demostrado en trabajos previos, realizados al interior

del grupo de investigacion (Bernal, 2016; Rey, 2013; Rey, Ospina & Aragoén, 2015). La
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evaluacion del extracto etandlico de frutos de Physalis peruviana sobre la actividad
enzimatica de la alfa amilasa se realiz6 siguiendo la metodologia propuesta por (Rey,
2013) con algunas modificaciones. Se pesaron 206.8 mg del extracto etandlico y se
llevaron a un volumen de 10 mL con etanol para obtener una concentracién de 20 mg/mL.
A partir de esta se prepararon diluciones a concentraciones de 2.5, 5.0, 10.0, 15.0 y 20.0
mg/mL. Como control positivo se utilizé la acarbosa a una concentracion de 500 pg/mL
(774.5 yM). Todas las muestras se dejaron en contacto con la enzima durante 60 minutos.
La lectura de las absorbancias se realiz6 a una longitud de onda de 595 nm (para el
procedimiento mas detallado ver el Anexo D). Para la determinacion de la concentracion
inhibitoria 50 (Clso) se empleé el software GraphPad prism 8®, graficando la absorbancia
en funcion del logaritmo de la concentracion. La inhibicion de la alfa amilasa fue calculada

de la siguiente forma:

% Inhibicién PPA = (AC_‘EZ)C__?;;_AI’) +100 (Hansawasdi, Kawabata, & Kasai, 2000)

Donde A.es la absorbancia del 100 % de la actividad enzimatica (solo el vehiculo con la

enzima), Am la muestra (con la enzima), Ag el blanco (vehiculo sin la enzima).

Para corroborar que el extracto cargado en las NPs-Pp mantenia su actividad una vez
liberado, se evalu6 si habia efecto de inhibicion sobre la enzima alfa amilasa en funcion
del tiempo. La metodologia involucro el estudio de liberaciéon en si mismo, la evaluacién
de la actividad in vitro y la cuantificacion de la cantidad liberada de azucares reductores a
tiempos determinados. Para evaluar el comportamiento de la liberacion del extracto de

Physalis peruviana se implementé un ensayo como el que se muestra en la Figura 3-5.
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Figura 3-5. Esquema del montaje de liberacion

D. .0. 0 .0 0 0

Liberacién con vasos enchaquetados, bafio termostatado para mantener una temperatura
de 37 °C, membranas de didlisis, y agitaciébn constante a 300 rpm. Fuente: Elaboracion

propia.

Se pes6 cerca de 1 mg de cada liofilizado de NPs-Pp y NPs vacias, se colocaron en tubos
de ensayo. En cada tubo se agregaron 1.25 mL de una solucién de buffer fosfatos pH 6.5.
Se agitaron todas las muestras por 1 min con un vortex. Cada muestra, después de
agitada, fue depositada en un tubo que se cerraba en uno de los extremos y en el otro se
le ponia una membrana de dialisis Zellutrans MWCO de 3500. Cada tubo era puesto por
separado en un frasco enchaquetado, bajo agitacién a 37 °C de temperatura, con 10 mL

del medio de liberacion (buffer fosfatos, pH 6.5).

Se realizé un muestreo de 2 mL de la solucién con reposicion de medio, correspondiente
a lo liberado a partir de los sistemas a diferentes tiempos: 3 h, 8 h, 24 h, 48 h, 72 h, para
la evaluacion de la actividad in vitro. Algunos de estos muestreos fueron considerados para
el ensayo de azlcares reductores: 8 h, 24 h'y 72 h. En ambos casos las muestras fueron
guardadas en viales &mbar. Las muestras de liberacion de las NPs vacias fueron el blanco
correspondiente en cada caso en las cuales no se observé ningun porcentaje de inhibicién

y/o contenido de azucares reductores evidenciable.
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Para evaluar la actividad in vitro a partir del extracto liberado de los diferentes sistemas,
en funcién del tiempo, se siguié la metodologia ya descrita y propuesta por (Rey, 2013),
con algunas modificaciones. La acarbosa fue el reactivo empleado como control positivo a
una concentracion de 500 pg/mL (774.5 pyM). Se tomaron 200 uyL de las muestras de
liberacion de las NPs-Pp, a cada tiempo muestreado, los cuales se pusieron en contacto
con 100 pL de la enzima y 200 uL de sustrato de almidén azul durante 60 minutos. La
lectura de las absorbancias se realizé a una longitud de onda de 595 nm. Una vez obtenido
los resultados, se calcul6 el porcentaje de inhibicion de la enzima alfa amilasa.

Para comprobar si se estaba liberando alguno de los componentes activos del extracto, se
decidi6 seguir los azlcares reductores de las muestras tomadas como posibles
marcadores analiticos, ya que en el extracto estan presentes en un rango que varia entre
6.55-7.80% (Ozturk, Ozdemir & Albayrak, 2017). Las muestras fueron evaluadas por medio
del reactivo de Fehling, el cual es utilizado para la deteccion de sustancias reductoras.
Este se basa en el poder reductor del grupo carbonilo de un aldehido que pasa a éacido,
reduciendo la sal cuprica de cobre (Il) en medio alcalino a 6xido de cobre (I) formando un
precipitado de color rojo (Marques, Rampazo, Zilliani, Marques & Benincasa, 2016). La

preparacion de las soluciones del ensayo se incluyé en el Anexo .

Se empled el método Fehling Lane-Eynon, modificado de acuerdo con lo propuesto por el
método n.° 923.09 de la AOAC Internacional (AOAC, 2005). Para ello, los analisis fueron
realizados por duplicado, El volumen muestreado fue diluido a 25 mL, para luego ser
cargado en una bureta digital. Por otra parte, se tomaron 10.0 mL de la solucién de Fehling
mixta (solucién Soxhlet), diluida con 30 mL de agua destilada, en un Erlenmeyer de 250
mL, donde la solucién fue calentada hasta punto de ebullicién. Posteriormente, se inici6 la
titulacién en constante ebullicion de la solucion mixta, con una velocidad de adicion de la
muestra desde la bureta de 2 gotas por segundo, teniendo en cuenta no interrumpir la
ebulliciéon por disminucion de la temperatura. Se continud la titulacion hasta que hubo
cambio en la coloracion de azul a un tono celeste verdoso. Cuando fueron afiadidas tres
gotas de azul de metileno 1 %, el punto final de la titulacion se establecié cuando la

solucién vird a un color amarillo palido.
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3.3. Resultados y discusion

Como se ha descrito a lo largo del documento, el objetivo de este estudio es obtener un
sistema nanoestructurado cargado con un extracto de frutos de Physalis peruviana como
sustancia activa. Para ello, fue necesario, como se describi6 en la metodologia, la
obtencién del extracto y su correspondiente caracterizacion en cuanto a contenido de
solidos totales, indice de refraccion, y propiedades organolépticas, resultados que se

describen a continuacion.

3.3.1. Extracto etandlico de frutos de Physalis peruviana

como sustancia activa de partida

El extracto etandlico de Physalis peruviana correspondio a lo descrito previamente (Baena
Aristizabal, 2015; Bernal, 2016): color marrén, olor aroméatico, sabor amargo acido y con
particulas de aspecto semisolido graso en suspension, un indice de refraccién promedio
de las diferentes muestras del extracto (n=3) de 1.42 + 0.01, a una temperatura de 16.9 +
0,9 °C, y un 54.7 + 2.1 % de solidos totales en dispersion (n=3). Este ultimo dato es el
resultado de interpolar el valor del indice de refraccion en la curva de calibracién realizada
al interior del grupo en trabajos previos (Baena Aristizabal, 2015; Bernal, 2016). Como
resultado final del proceso se obtuvieron 734 mL de extracto etanélico que provenian de 5
kg de material fresco equivalentes a 937 g del polvo de los frutos. Como resultado, cada
mL contiene 1.30 g de material crudo, lo que concuerda con los atributos de calidad
escogidos segun la estandarizacién de extracto reportada por (Baena Aristizabal, 2015) y
con la definicion de extracto fluido presentada por la Farmacopea de los Estados Unidos,
en donde cada mL de extracto contiene los componentes extraidos de 1 g del material

crudo (The United States Pharmacopeial Convention, 2015).

Los resultados de la evaluacion de la actividad de inhibicion de alfa amilasa in vitro y de la
identificacion del acido citrico por RMN como molécula trazadora, para el extracto, seran
presentados en comparacion con los resultados obtenidos para las NPs cargadas con el

extracto.
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3.3.2. Nanoparticulas cargadas con extracto etandlico de

frutos de Physalis peruviana

Previo a la elaboracién de las NPs-Pp, con la idea de entender la naturaleza del extracto
frente a los solventes involucrados en la obtencion y conociendo que el extracto tiene
componentes de naturaleza hidrofilica y lipofilica, se decidié realizar una prueba preliminar
para evaluar cualitativamente (colorimétricamente) como el extracto migraba de la fase
acuosa a la fase organica. El extracto se adicioné al sistema bifasico compuesto por
diclorometano (DCM) y agua (H20). Al cabo de dos horas se evidencia la migracién del
color, seguramente debido a los betacarotenos presentes en el extracto que posiblemente

con otros componentes apolares migran de la fase acuosa a la fase organica.

Debido a la complejidad del extracto, se plantea como hip6tesis que una parte del extracto
va a estar encapsulada en la zona hidrofilica de las nhanoparticulas, mientras que otra parte
correspondiente a los compuestos de naturaleza apolar se ubicara en la zona cercana al
bloque de policaprolactona. Esto hace pensar que la metodologia DESEm y el empleo de
polimeros anfifilicos para este tipo de sustancias es adecuado, permitiendo la
incorporacion de sustancias hidrofilicas y lipofilicas que, junto con el empleo de
estabilizantes como los empleados, eviten la migracion del extracto desde las NPs a la
fase acuosa externa durante el proceso de elaboracion. Estas hipétesis estan
fundamentadas en lo reportado por otros autores que sefialan que este tipo de fenémenos
de migracion, especialmente para compuestos hidrofilicos, se reduce con la adicion de un
agente estabilizante en la segunda emulsién (Dubey et al., 2012; Mora-Huertas et al., 2010;
Rodriguez Arévalo, 2019). De manera general estas hipotesis planteadas se representan

en la Figura 3-6 y Figura 3-7.
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Figura 3-6. Esquema de la posible estructura ampliada de las NPs variando el tipo de estabilizante
cargadas con extracto etandlico de frutos de Physalis peruviana.

aPEGHPCL 46 KDa
mPEG-b-PCL 46 KDa

Q! Extracto etandlico de frutos de Physalis peruviana B N annan,
PVA mPEG-b-PCL BKD:
SPEGHIL 46 KDa g Sy ’
‘W-M

Q! Extracto etanolico de frutos de Physalis peruviana (./ Extracto etanélico de frutos de Physalis peruviana

Fuente: Elaboracién propia.
Figura 3-7. Esquema de la posible estructura ampliada de las NPs variando el tipo de estabilizante
cargadas con extracto etanélico de frutos de Physalis peruviana

(./ Extracto etandlico de frutos de Physalis peruviana

SFIOHL 46KDa nPEGHPCL 8kDa
"

Aumento de la concentracion del estabilizante mPEG-b-PCL de 8KDa

Fuente: Elaboracion propia.
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3.3.3.1. Caracterizacion de las NPs-Pp

En la Figura 3-8 se presentan las fotos correspondientes a diferentes dispersiones de NPs-
Pp obtenidas por DESEm variando el estabilizante (PVA 2 %, mPEG-b-PCL 0.01, 0.03,
0.05, 0.1 %). Estas son de color blanco-beige debido posiblemente al color de los
materiales de partida: los polimeros (blancos) y el extracto (amarillo-anaranjado).

Figura 3-8. Foto de los sistemas de nanoestructurados en dispersion

Sistemas con polimero mPEG-b-PCL ~46KDa que contienen el extracto etandlico de frutos
de Physalis peruviana (NP-Pp) dispersos en la fase acuosa, en los que varia el agente
estabilizante (MPEG-b-PCL 8 KDa 0.01, 0.05y 0.1%, PVA 2%). (A-C) NPs-Pp mPEG-b-PCL
~46KDa- mPEG-b-PCL 8 KDa 0.01 %, (D-F) NPs-Pp mPEG-b-PCL ~46 KDa- mPEG-b-PCL 8 KDa
0.05 %, (G-1) NPs-Pp mPEG-b-PCL ~46KDa- mPEG-b-PCL 8 KDa 0.1 %, (J-K) NPs-Pp mPEG-b-
PCL ~46 KDa- PVA 2.0 %. Fuente: Elaboracién propia.

A continuacion, se presentan los resultados de la caracterizacion fisicoquimica de los

sistemas elaborados.
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Distribucién de tamafio de particula e indice de polidispersidad

En la Figura 3-9 se presentan de manera gréfica la variacion del tamafo e indice de
polidispersidad de las NPs-Pp en funcién del estabilizante. El tamafio medio de las
particulas para cada muestra se encuentra dentro de la escala nanométrica, inferior a 250
nm, indice de polidispersidad inferior a 0.360, correspondiendo a una distribucion
polidispersa moderada (Martinez et al.,, 2017). En el Anexo G, se presentan las
distribuciones de tamafio de particula. En comparacion con las NPs sin carga (capitulo 2),
estas aumentan su tamafio (con excepcion de lo ocurrido para la concentracion del
copolimero estabilizante de 0,01%) y presentan un incremento en el Pdl, lo que sugiere la

encapsulacion del extracto en el sistema.

Figura 3-9. Resultados del tamafio de las nanoparticulas que contienen el extracto
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NPs cargadas con el extracto al variar el tipo y concentracion del agente estabilizante: PVA al 2% y
MPEG-b-PCL 8 KDa al 0.01, 0.03, 0.05y 0.1 % (Promedio + SD. n=3). (*) Diferencia significativa

por la prueba de Tukey. Fuente: Elaboracién propia.

El valor del tamafio promedio de las respectivas NPs-Pp variando el estabilizante sigue el
orden 0.01 % mPEG-b-PCL < 0.05 % mPEG-b-PCL < 0.1 % mPEG-b-PCL < 0.03 %
MPEG-b-PCL < 2 % PVA. Como se observo en el capitulo 2, las NPs vacias tenian

tamafios inferiores a 250 nm, caracteristica que se mantiene para las NPs-Pp.

Los resultados de tamafio de las NPs-Pp empleando como estabilizante el mPEG-b-PCL
8 KDa variando su concentracion (0.01, 0.03, 0.05, 0.1 %) muestran en la prueba de Tukey

gue no hay diferencias significativas en tamafio (Anexo F). Estas se mantienen en un
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tamano cercano a los 195 nm; sin embargo, para una concentracion de 0.01 % de mPEG-
b-PCL de 8 KDa, estas se alejan de esos valores con respecto a las demas

concentraciones con un tamafio de -178 nm (Anexo F).

Las NPs-Pp utilizando como estabilizante PVA presentaron una diferencia
estadisticamente significativa de tamafio en comparacion de las demas NPs-Pp con
MPEG-b-PCL 8 KDa (Anexo F) (p < 0,05) para la prueba de Tukey, -240 nm en este caso.

Para estas NPs-Pp se evidencia un aumento de tamafio al estar cargadas con el extracto

con respecto a las NPs vacias (229 nm). Este comportamiento concuerda con los

resultados reportados para las NPs con mPEG-b-PCL y PVA encapsulando un farmaco
como goserelina; en este, el tamafio de las nanoparticulas aumenta al incorporar un
principio activo (NPs vacias con un tamafio de 162 nm respecto a las NPs con goserelina
con un tamafio de 174 nm) (Tomar et al., 2013), lo que hace inferir que la encapsulaciéon
de un principio activo aumenta usualmente el tamafio de las NPs-Pp utilizando PVA como
estabilizante. Por otro lado, es interesante que estas NPs-Pp son las que muestran unos
comportamientos mas cercanos a una distribucidn monodispersa, y los resultados de la
prueba de Tukey para los valores de Pdl muestran que hay una diferencia significativa (p
< 0,05) de estas NPs-Pp con PVA con respecto a las demas (Anexo F).

Estos comportamientos se pueden deber a dos razones: en primer lugar, en la segunda
fase acuosa 2, correspondiente al PVA al 2 %, este estabilizante esta disuelto y al evaporar
el solvente organico se podria estar generando una capa de PVA en la superficie del
MPEG-b-PCL de ~46 KDa, que al medir el tamafio de particula corresponderian solamente
a las NPs PVA- mPEG-b-PCL de ~ 46 KDa dispersas en una fase acuosay, por lo tanto,
un menor Pdl; por otro lado, ya que el copolimero mPEG-b-PCL de 8 KDa posiblemente
esta ubicado en la interfase de las goticulas (MPEG-b-PCL de ~46 KDa disuelto en DCM)-
agua, este copolimero podria saturar la interfase de las goticulas, y una vez saturada la
interfase, el copolimero de 8Kda libre podria permanecer en forma de micelas poliméricas
con un tamafio definido. Por lo tanto, al evaporase el solvente y solidificar las NPs, las
medidas de Pdl pueden aumentar porque se estaria midiendo el PdI de las NPs de mPEG-
b-PCL de 8 KDa - mPEG-b-PCL de ~46 KDa y de las micelas poliméricas de mPEG-b-PCL
de 8 KDa.
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Potencial

El Potencial ¢ de las NPs-Pp (Figura 3-10) se mantiene cargado negativamente y, de
manera similar a lo explicado en el capitulo 2, se debe adsorcién de iones por el segmento
PEG del copolimero. El valor de potencial { sigue el orden, en valor absoluto, 0.05 %
MPEG-b-PCL > 0.1 % mPEG-b-PCL -PP > 0.03 % mPEG-b-PCL > 0.01 % mPEG-b-PCL
> 2% PVA.

Figura 3-10. Potencial Z de las nanoparticulas cargadas con el extracto
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NPs cargadas con el extracto empleando como agente estabilizante PVA al 2% y mPEG-b-PCL 8
KDa al 0.01,0.03, 0.05, 0.1 % (Promedio +S.D. n=3). Fuente: Elaboracion propia.

Los datos muestran diferencias significativas (p < 0,05), que pueden estar relacionadas
con la concentracion del estabilizante, e influenciadas levemente por la ubicacion del
extracto en las nanoparticulas. Al comparar estos valores con los de las NPs vacias es
posible suponer que algunos componentes del extracto como flavonoides u otros podrian
estar influenciando la magnitud del potencial ¢, disminuyéndolo (Maruenda, Cabrera,
Canfari-Chumpitaz, Lopez, & Toubiana, 2018; Olivares, 2017; Zhang et al., 2013).
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Morfologia

Las imagenes TEM de las diferentes NPs-Pp variando el estabilizante (PVA 2%, mPEG-b-
PCL 0.01, 0.03, 0.05, 0.1%) se presentan en la Figura 3-11, caracterizadas por tener una
forma esférica.

Figura 3-11. Imagen TEM de nanoparticulas seleccionadas que contienen el extracto

Aumentos en el software Fiji de 150, 200 y 300 % y scala nanométric de OOnm, 200nm,100nm
(en rojo) segun correspondan; | (NP-Pp mPEG-b-PCL ~46 KDa-2% PVA); II(NP-Pp mPEG-b-PCL
~ 46 KDa-0.01 % mPEG-b-PCL 8 KDa); lll (NP-Pp mPEG-b-PCL ~ 46 KDa- 0.05 % mPEG-b-PCL
8 KDa); IV (NP-Pp mPEG-b-PCL ~46 KDa- 0.1 % mPEG-b-PCL 8 KDa). Fuente: Elaboracion

propia.

En la primera imagen (I) de la Figura 3-11 se observan las NPs-Pp, utilizando como
estabilizante PVA al 2 % con dos dominios de la siguiente manera: una corteza de color

gris ligeramente mas oscuro y un nuacleo o cavidad interna mas claro, mostrando una
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estructura similar a una nanocapsula. En las imagenes (11), (1ll) y (IV) se observan las NPs-
Pp utilizando como estabilizante mPEG-b-PCL, las cuales tienen dos dominios: una
corteza (gris oscuro) y un nicleo o cavidad interna, mostrando también una estructura
similar a una nanocépsula. Sin embargo, al observar las imagenes TEM, se puede sugerir
gue, al aumentar la concentraciéon del estabilizante, posiblemente la corteza va tomando
una forma mas definida y establecida, como una corona que concuerda con la hipétesis

de la estructura propuesta.

Los resultados tienen una correlacion adecuada por DLS y TEM. Como se observa en las
figuras, el tamafio de particula por TEM es inferior a lo reportado para los tamafios medidos
por DLS, debido a que por esta ultima metodologia se estan midiendo los radios
hidrodinamicos en medio acuoso, por lo que las nanoparticulas podrian estar hidratadas

generando tamafios mayores.
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FT-IR

La evaluacion de los sistemas empleando esta técnica, se realiz6 para confirmar la
incorporacion del extracto y posibles cambios a nivel estructural, debidos a la interaccién
del copolimero de mayor peso molecular, estabilizantes y el extracto. En la Figura 3-12 se
presentan los espectros de infrarrojo de los polimeros mPEG-b-PCL ~46 KDa y PVA, asi
como los correspondientes a las NPs-Pp que incluyen estos materiales de partida. El

andlisis de estos espectros se describe con detalle a continuacion.

Figura 3-12. Espectro infrarrojo de las diferentes NPs-Pp,
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Espectro de las NPs elaboradas con los estabilizantes mPEG-b-PCL 8 KDa y con el PVA en
comparacion con los materiales de partida, copolimero mPEG-b-PCL ~46 KDa y PVA 31 KDa 2 %.
Las convenciones para los espectros FT-IR son las siguientes: (A) copolimero de mPEG-b-PCL de
~46 KDa, (NP A) nanoparticulas de mPEG-b-PCL de ~46 KDa, las letras A, B, C, D, E refieren a las
NPs utilizando como estabilizante mPEG-b-PCL de 8 KDa para las diferentes concentraciones (B)
0.01 % color rosado, (C) 0.03 % color verde y (D) 0.05 % color azul oscuro y (E) 0.05 % color
morado. (NP A-P) nanoparticulas de mPEG-b-PCL de ~46 KDa utilizando como estabilizante PVA
2 % azul rey y (P) corresponde al PVA color rojo. Todas las NPs evaluadas corresponden a las NPs

cargadas con el extracto. Fuente: Elaboracion propia.

En primer lugar, se analizan los espectros correspondientes del mPEG-b-PCL ~46 KDa y

PVA; no se incluy6 el espectro del copolimero de bajo peso molecular de 8 KDa pues las
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bandas que se analizan corresponden a las caracteristicas del espectro del copolimero de
alto peso molecular, presentes en las demas muestras. El espectro IR de PVA de color
rojo tiene como sefales caracteristicas: una banda simétrica y ancha, en aproximadamente
3432 cm™ correspondiente a estiramientos de tipo OH asociado, caracteristico de grupos
hidroxilo enlazados; las sefiales de los estiramientos de los metilenos en una zona de
2849-2933 cm?, y la banda de 1210-1110 cm, correspondiente al carbono unido al
oxigeno del grupo alcohol secundario.

El espectro del mPEG-b-PCL de ~46 KDa, color negro, como ya se describio en el capitulo
2, presenta una banda en 3444.87 cm™ no muy notoria, debido a la posible captacion de
agua por el segmento PEG,; las bandas de estiramiento de los enlaces C—H se observan
alrededor de 2947.23 cmy 2866.22 cm™; la banda de absorcion mas caracteristica del
espectro esta en 1724.36 cm™, correspondiente a la vibracion del grupo carbonilo C=0 de
la PCL; en cuanto a la banda en 1242.16 cm?, se atribuye a las vibraciones con
estiramientos simétricos y asimétricos de los enlaces C—-O-R del copolimero; finalmente,
la banda en 1188.15 cm™ se atribuye a las vibraciones de estiramiento del enlace C-O-C
de la unidad repetitiva —-O—CH>—CH_ (Tomar et al., 2013; Shuai et al., 2003; Yadav et al.,
2008).

Para las NPs-Pp que utilizaron como estabilizante PVA 2 %, cuyo espectro corresponde al
de color azul, se observa la banda correspondiente al grupo OH del PVA y las sefiales
caracteristicas del copolimero mPEG-b-PCL ~46 KDa en aproximadamente 1730 cm™, con
una menor intensidad y corrimiento de banda. En 1242cm™ también con una menor
intensidad, posiblemente debido a un solapamiento del espectro de PVA con el del
copolimero. Por otra parte, en la region de 3440 cm™ se observa un ensanchamiento de la
banda correspondiente a los grupos OH, provenientes del PVA y mPEG-b-PCL, ya
descritos, y adicionalmente ese ensanchamiento puede corresponder a grupos OH de
alguno de los componentes del extracto, como pueden ser del acido citrico, azlcares,

ésteres de sacarosa, entre otros componentes con grupos OH en sus moléculas.

En cuanto a los espectros de las NPs-Pp que tienen como estabilizante el copolimero
mPEG-b-PCL de 8 kDa en diferentes concentraciones, también se observan las bandas

anchas elongadas, no tan intensas, correspondientes a las vibraciones de los grupos OH,
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gue seguramente son debidas a algunos de los componentes del extracto, como ya se
menciond. Adicionalmente, se ve un corrimiento y variacion en la intensidad de la sefial a
1724 cm?, caracteristica de la vibracion del grupo carbonilo C=0 de la PCL. A medida que
aumenta la concentracién del estabilizante aumenta la intensidad de esta banda (con
excepcion de lo que ocurre para la concentracion de 0,01 % de mPEG-b-PCL 8 KDa).
Esto es posiblemente debido a que esta aumentando la proporcién de los grupos carbonilo
en comparacion a los grupos metilos de la cadena carbonada o a factores experimentales

como el peso de la muestra, por lo tanto, esta banda serd mas intensa.

De acuerdo con lo anterior, se podria sugerir que posiblemente haya una capa de
estabilizante rodeando al copolimero de recubrimiento mPEG-b-PCL de ~46 KDa que
podria generar variaciones en la intensidad de las bandas. Por otro lado, la aparicion de
nuevas bandas, que no corresponden con las caracteristicas de los grupos funcionales del
copolimero de ~46 KDa, pueden ser posiblemente atribuidas al extracto. De esa manera,
se podria inferir que el extracto posiblemente esta cargado en las NPs-Pp.

Calorimetria diferencial de barrido (DSC) de las NP-Pp

En la Figura 3-13 se observan los resultados de los andlisis de calorimetria diferencial de
barrido para el copolimero mPEG-b-PCL de ~46 KDa, el PVA y las cuatro NPs-Pp con
diferentes estabilizantes debido a la variacién de concentracion en mPEG-b-PCL de 8 KDa
y PVA 2%. En el termograma del mPEG-b-PCL (color negro) se puede apreciar la
temperatura de fusion (Tm) de las cadenas poliméricas a 58 °C, que es producto de los
segmentos del copolimero PEG (Tm = 61 °C) y PCL (Tm = 59 °C), ya que estos son
polimeros semicristalinos (Huang, Li, & Li, 2015). Ademas, en el termograma del PVA
(color purpura) se puede evidenciar la temperatura de transicion vitrea (Ty) acompafiada

de una relajacion entalpica a 53 °C (Guirguis & Moselhey, 2012).
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Figura 3-13. Termogramas de las diferentes NPs-Pp

Integral -33763mJ
nomalized -70,34 Jg*-1
Onset 5273°C
A Endset 51,91°C

‘\ / Infegral -397.27Tmd

| nomalized -86,36 Jg-1

\ | Onsel  5105°C
Endset §9,00°C

EXO
NP A-B

Wgh-1
NP A-D

Integra
normalized

NP A-P ' ol

y Onset 46,08 °C
Peak 5292°C
Endset 60,41°C

70 60 50 40 30 20 -0 0 10 20 30 40 50 60 70 8 90 100 110 120 130 140 150 160 170 °C

NPs-Pp elaboradas con los estabilizantes (MPEG-b-PCL 8 KDa y PVA) en comparacién con los
materiales de partida (copolimero mPEG-b-PCL ~46 KDa y PVA 31 KDa 2 %). Las convenciones
para el termograma son las siguientes: (A) copolimero de mPEG-b-PCL de ~46 KDa, (NP A)
nanoparticulas de mPEG-b-PCL de ~46 KDa, las letras A, B, C refieren a las NPs utilizando como
estabilizante mPEG-b-PCL de 8 KDa para las diferentes concentraciones (B) 0.01 % color azul, (C)
0.03 % color naranja y (D) 0.05 % color verde. (NP A-P) nanoparticulas de mPEG-b-PCL de ~46
KDa utilizando como estabilizante PVA 2 % color rojo y (P) corresponde al PVA color morado.

Termograma extracto (Anexo H). Fuente: Elaboracion propia.

Asimismo, en los termogramas para las cuatro NPs-Pp es notable la misma Tm que el
copolimero en bloque, debido a su nucleo de mPEG-b-PCL de ~46 KDa; sin embargo, es
importante resaltar dos variaciones, la primera correspondiente a las bandas mas anchas
de fusién, y la segunda debida a los diferentes valores entalpicos con respecto al mPEG-
b-PCL de ~46 KDa.

En las NPs-Pp estabilizadas con diferente concentracion de mPEG-b-PCL de 8 KDay 2 %
PVA, la disminucion en la temperatura de inicio (onset) se debe al posible aumento de
dominios cristalinos en la corteza de las NPs-Pp, lo cual promueve una ampliacién en los
picos de fusion. Por otra parte, la diferencia de los valores entalpicos sigue un orden, como
se explica a continuacion: NPs-Pp con 0.03 % mPEG-b-PCL 8 KDa > NPs-Pp con 0.01 %
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MPEG-b-PCL 8 KDa > NPs-Pp con 0.05 % mPEG-b-PCL 8 KDa > NPs-Pp con 2 % PVA.
Esto puede ser producto, primero, de la corteza de mPEG-b-PCL de 8 KDa y 2 % PVA, ya
gue se encuentran mas dominios cristalinos y segundo, a la presencia del extracto
etandlico de frutos de Physalis peruviana, puesto que se necesita mas energia para

desorber de las NPs-Pp el extracto.

Cabe afadir que en el caso particular de las nanoparticulas NP A-P se observa un cambio
entalpico menor, en comparacion con las NPs-Pp cuyo estabilizante era el mMPEG-b-PCL
de 8 KDa. Esta diferencia podria ser debida a un posible entrecruzamiento polimérico del
PVA en la interfase del copolimero mPEG-b-PCL~46 KDa, disminuyendo los dominios

cristalinos y, por tanto, los valores de entalpia de fusion.

De acuerdo con esta discusion se podria sugerir que la presencia de estabilizantes
modifica la cristalinidad propia de la conformacion de las cadenas del copolimero de
recubrimiento, mMPEG-b-PCL de ~46 KDa, al interactuar con dichos componentes,
generando una variacion en las entalpias de fusion de las NPs-Pp, en comparacion con el
copolimero de partida. Resultado que concuerda con lo dicho por el analisis del espectro
FT-IR.
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3.3.3.2 Seguimiento del acido citrico como molécula trazadora

del extracto etandlico libre y cargado en las NPs-Pp

En la Figura 3-14 se presenta el espectro de *H-RMN del extracto etandlico de frutos de
Physalis peruviana, en el que se identifican las sefiales correspondientes al acido citrico y
a la region de azucares que concuerdan con lo reportado en la en la literatura (Bernal,
2016; Canfari, Nieva & Maruenda, 2012; Maruenda, Cabrera, Cafari-chumpitaz, Lopez &
Toubiana, 2018).

Figura 3-14. Espectro de resonancia magnética nuclear del extracto de frutos de Physalis

peruviana.
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Fuente: Elaboracion propia.

Con el objetivo de contar con una técnica de cuantificacion del extracto, para las siguientes
etapas de este trabajo de investigacion se eligié la zona correspondiente al &cido citrico
(marcador analitico), ya que permite una identificacion y seguimiento. Es necesario advertir
gue en trabajos previos del grupo de investigacion TECPRONA se habia acudido al
seguimiento de los marcadores analiticos glucosa y fructosa empleando la técnica de
HPLC con detector de indice de refraccion (Bernal, 2016); sin embargo, para el desarrollo
de esta tesis no se pudo disponer del equipo requerido, por lo que se acudio a la alternativa

de RMN, teniendo en cuenta la experticia del grupo de investigacion BioNanoTechnology
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(BNT) de la Universidad de Wageningen University & Research, donde se realizé una parte

experimental de esta tesis en modalidad pasantia de investigacion.

Para explicar los espectros de 'H-RMN y *C-RMN del &cido citrico, en la Figura 3-15 se
observa su estructura molecular, con la correspondiente asignacion de sefales de
hidrogenos y carbonos, y en la Tabla 3-1 se presentan los valores para cada una de las
sefales asignadas, comparando las obtenidas experimentalmente con las reportadas en

la literatura (Espectros de Resonancia Magnética Nuclear (RMN) de &cido citrico, n.d.).

Figura 3-15. Asignacién de las sefales de hidrogeno y carbono para el &cido citrico.

On

Nota: La informacion se complementa con la tabla 3-1. Fuente: Elaboracion propia.
Tabla 3-1. Comparacion de los datos (de la literatura y experimentales) de resonancia magnética

nuclear de carbono?2 e hidrogeno? del 4cido citrico.

Hl C13
Teorico Experimental Teorico Experimental
Ppm ppm Ppm ppm
Ha 2.783 2.78 C2 174.37 175.27
Ha 2.745 2.76 Cl 171.10 171.78
Hb 2.677 2.69 C4 7242 72.84
Hb 2.638 2.66 C3 4261 43.20

Nota: H y C corresponden a los hidrogenos y carbonos de la molécula del acido citrico (acido 2-
Hidroxipropano-1, 2, 3-tricarboxilico), respectivamente, la letra que lo acompafa corresponde a su
asignacion en la molécula de la Figura 3-15, Hb (hidrégenos cercanos al grupo carboxilico, el cual
esta en la posicion 2 segin nombre IUPAC), Ha (hidrogenos cercanos al alcohol en la posicion 2),
C1 (carbonos de los acido carboxilicos en las posiciones 1y 3 ), C2 ( carbono del acido carboxilico
posicién 2), C3 (carbonos de los metilenos de las posiciones 1y 3) (Espectros de Resonancia

Magnética Nuclear (RMN) de &cido citrico, n.d.).
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El espectro de 'H-RMN de la zona correspondiente al &cido citrico se presenta en la Figura

3-16, donde se evidencian las sefiales propias de esta molécula.

Figura 3-16. Espectro de resonancia magnética nuclear del acido citrico presente en el extracto
etanolico de los frutos de Physalis peruviana.
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Hb (hidrégenos cercanos al grupo carboxilico, el cual esta en la posicién 2 segiin nombre IUPAC),

Ha (hidrégenos cercanos al alcohol en la posicion 2). Fuente: Elaboracion propia.

De lo observado en el espectro de *H-RMN (Figura 3-16), se presentan sefiales como dos
dobletes. Este comportamiento se debe a las diferencias en el entorno quimico de los
hidrégenos de los metilenos (posiciones 1,3, IUPAC), por lo tanto, los hidrégenos cercanos
al grupo carboxilico (Hb) tendran méas apantallamiento 2.69 y 2.66 ppm. Por otro lado, los
hidrogenos (Ha) cercanos al hidroxilo del carbono C4 (posicién 2) tendran un menor
apantallamiento, debido a su cercania con el oxigeno del grupo hidroxilo, el cual es un
atomo electronegativo que retira densidad, por eso genera un mayor desplazamiento de
las sefiales, las cuales estan en un rango de 2.783-2.745 ppm (Bernal, 2016; Maruenda et
al., 2018).
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El espectro de *C-RMN para el extracto de Physalis peruviana se muestra en la Figura 3-
17 con las sefales correspondientes a los carbonos primarios, secundarios y terciarios,

propias del 4cido citrico.

Figura 3-17. Espectro de resonancia magnética nuclear de 13C para el 4cido citrico presente en el

extracto etandlico de los frutos de Physalis peruviana.
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C1 (carbonos de los acidos carboxilicos en las posiciones 1y 3, IUPAC), C2 (carbono del acido
carboxilico posicién 2) C3 (carbonos de los metilenos de las posiciones 1y 3). Fuente: Elaboracion

propia.

En este espectro de *C-RMN se observan las sefales correspondientes a los diferentes
carbonos de la molécula del acido citrico de la siguiente manera: los carbonos primarios
de los acidos carboxilicos en 171.78 ppm CL1 (posiciones 1, 3, IUPAC) y el correspondiente
al C2 en 175.27 ppm (posicién 2), el carbono terciario C4 en 72.8 ppm unido a los dos
metilenos, un acido carboxilico y un alcohol (posicién 2), y, por dltimo, los carbonos
secundarios C3 con un desplazamiento de 43.3 ppm, caracteristica de los metilenos

(posiciones 1,3).

Con base en la metodologia planteada anteriormente y el andlisis realizado, se compararon
los espectros de resonancia magnética nuclear del extracto obtenido y del polimero. De lo
anterior se observé que para la sefial del espectro de resonancia magnética nuclear

correspondiente al acido citrico del extracto etandlico de frutos de Physalis peruviana no
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habia solapamiento con las sefales del espectro de RMN del mPEG-b-PCL, lo que
permitiria la cuantificacién del extracto de frutos de Physalis peruviana en las NPs-Pp,

mediante el seguimiento del acido citrico proveniente de este.

Los resultados del seguimiento del &cido citrico del extracto etandlico de Physalis
peruviana frente a los espectros de resonancia magnética nuclear del copolimero y de las

nanoparticulas destruidas cargadas con el extracto, se presentan en la Figura 3-18.

Figura 3-18. Espectro de 'H- RMN, ampliacién del espectro en el segmento caracteristico del acido

citrico

\ 0916 f l\‘ | [ |
\‘ ll }Tl { ‘ | M I '\ { \‘I } I \H,' ‘\‘ ‘ | |
"‘u,,‘ MM il - \ \

1\\\\'s

19 031 BB-Aura-NPS l

W

n(xp )

Para el extracto de Physalis peruviana (verde) y de las NPs-Pp destruidas (rojo) y del polimero

MPEG-b-PCL (azul). Fuente: Elaboracion propia.

En la Figura 3-18 se observa el espectro de *H'RMN para el copolimero (color azul), para
el extracto (color verde) y para las NPs-Pp destruidas (color rojo). El espectro *H-RMN del
copolimero sintetizado muestra la presencia de sefiales caracteristicas asociadas al
bloque PEG y al bloque PCL (explicadas con detalle en el capitulo 2). Por otro lado, en el
espectro *H-RMN del extracto (verde) se observan las sefales caracteristicas del acido
citrico ya explicadas en este capitulo, que corresponden al acido citrico (molécula
trazadora), de manera general a un doble doblete, en un rango de desplazamiento de 2.8

a 2.6 ppm.
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Al comparar el espectro de *H-RMN de las NPs-Pp destruidas (rojo), en la zona de 2.8 a
2.6 ppm con el espectro del copolimero no hay ninguna sefial de este que se pudiera
solapar con las sefales del extracto. Sin embargo, a pesar de no existir interferencias
detectables, las sefiales del espectro del acido citrico del extracto etandlico de frutos de
Physalis peruviana provenientes de las NPs-Pp destruidas (a.c-NPs) (triplete) no tienen
suficiente intensidad, por lo que no se lograron calcular las constantes de acoplamiento de
una manera adecuada, para corroborar su equivalencia con las sefales del espectro del
acido citrico del extracto etandlico de frutos de Physalis peruviana (a.c-eePp) (dobles
dobletes). Aparte de esta sefal, también hay otras sefiales de baja intensidad que
posiblemente correspondan a algun componente del extracto etandlico de frutos de
Physalis peruviana diferentes al acido citrico. Debido a la complejidad de los diferentes
componentes del extracto y falta de tiempo para caracterizarlos adecuadamente frente a
bases de datos, estos no fueron caracterizados como la molécula trazadora, y por lo tanto,
no se les realiz6 el seguimiento. Por otro lado, a raiz de que la sefial que podria
corresponder al &cido citrico tiene una baja intensidad, se puede suponer que
posiblemente la concentracién del extracto en las muestras de NPs-Pp esta por el orden
de los microgramos, por lo tanto, las sefiales no alcanzan a observarse de una manera
adecuada. Sin embargo, estas sefiales de baja intensidad no corresponden a ninguna
sefal de los copolimeros de partida y si estan relacionadas con las presentes en el
extracto. La existencia de estas sefiales, relacionadas con componentes del extracto, son

un indicio positivo de que efectivamente en las nanoparticulas este se encuentra incluido.

Adicionalmente, para corroborar que el triplete del espectro de RMN del acido citrico (ya
explicado) si se correlaciona con los carbonos e hidrégenos caracteristicos de esta
molécula, se realizé un espectro de correlacion heteronuclear (heteronuclear single
guantum coherence, HSQC), extended tripolar gradient (ETPG) H-13C HSQC-ETGP, tanto
para el extracto solo (Figura 3-19) como para las nanoparticulas destruidas cargadas con
el extracto (Figura 3-20-1). Lo anterior permitié estudiar la correlacion heteronuclear entre

carbonos e hidrogenos del extracto correspondiente al acido citrico.
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Figura 3-19. Espectro de resonancia magnética nuclear, correlacion heteronuclear *H-13C HSQC-

ETGP del acido citrico presente en el extracto etandlico de los frutos de Physalis peruviana.
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Fuente: Elaboracion propia.

De acuerdo con la Figura 3-19, los carbonos secundarios C3, presentes en la molécula de
acido citrico (posicion 1,3, IUPAC) en 43.20 ppm, se correlacionan con los hidrégenos Ha
y Hb, cuyos desplazamientos estan hacia 2.75 y 2.68 ppm, respectivamente, confirmando
la identificacién del &cido citrico proveniente del extracto etandlico de frutos de Physalis

peruviana.
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En la Figura 3-20 se observan los resultados de una zona ampliada de los espectros de
1H-13C HSQC-ETGP de las NPs-Pp y del extracto, en ambos casos se da la correlacion

heteronuclear entre carbonos e hidrogenos, que corrobora lo ya explicado.

Figura 3-20. Espectro de resonancia magnética nuclear-correlacion heteronuclear

-
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Correlacion heteronuclear H-3C HSQC-ETGP del extracto etandlico de frutos de Physalis

peruviana solo y presente en las nanoparticulas. Fuente: Elaboracion propia.

En la Figura 3-20-1I se observan los espectros de *H-*C HSQC-ETGP del &cido citrico del
extracto etandlico de frutos de Physalis peruviana (a.c-eePp), donde se ven los hidrégenos
con los desplazamientos caracteristicos en 2.75 y 2.68 ppm, acoplados a los carbonos
secundarios en "43 ppm de la molécula de acido citrico, explicados con detalle en la figura
3-19. Al comparar los resultados de la Figura 3-20-II con los resultados de la Figura 3-20-
| se encuentra una posible similitud en la posicién de los acoplamientos, que puede ser por
las sefales del a.c-NPs, de esa manera, junto con la Figura 3-18, donde se observa una
sefal (triplete) que posiblemente corresponda al a.c-NPs, en la zona de espectro de RMN
de 2.8 a 2.6 ppm, se puede sugerir que esa sefal esta relacionada con a.c-NPs, lo que

confirmaria posiblemente la encapsulacion del extracto.

Esta caracterizacion, complementa el estudio realizado, sin embargo, al evidenciarse que
no fue posible cuantificar el &cido citrico en las NPs-Pp, seguramente por su baja

concentracion, fue necesario buscar otra alternativa de cuantificaciéon (valoracion de
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azucares reductores) y complementarla con la evaluacion in vitro de la inhibicién de la alfa

amilasa, de acuerdo con lo explicado en la metodologia.

3.3.3.3. Evaluacién de la actividad in vitro de inhibicion de la alfa
amilasa del extracto etandlico de frutos de Physalis Peruvianay
una vez liberado de las NPs-Pp, complementado con el
seguimiento de los azucares reductores.

El comportamiento de la concentracion del extracto etandlico de frutos de Physalis

peruviana en funcién de la respuesta, representada en este estudio por la inhibicion de la

alfa amilasa, se muestra en la Tabla 3-2.

Tabla 3-2. Porcentajes de inhibicion de la alfa amilasa en funciéon de la concentracion del extracto
etandlico de frutos de P. peruviana.

Concentracion inicial (mg/mL) Concentracion en placa (mg/mL) Inhibicion (%)
20.7 8.3 98.4+ 1.1
155 6.2 94.7+1.7
10.3 4.1 93.7£1.6
5.2 2.1 37.4x3.4
2.6 1.0 14.2+0.3

Acarbosa 500 pg/mL (774.5 pM) 200 pg/mL(309.8 uM) 95.8+1.5

Nota: Los resultados se expresan como la media £ S.D (n=3).

La concentracion inhibitoria 50 (Clso) del extracto etandlico de los frutos de Physalis
peruviana frente a la alfa amilasa se muestran en la Figura 3-21, con un valor que
corresponde a 2.3 mg/mL, mayor a la concentracion de 619,9 pug/mL reportada por (Rey,
2013). Estas diferencias pueden asociarse a que para este estudio se trabajé con un
extracto estandarizado, mientras en la otra investigacion no lo estaba, por lo tanto, pueden
variar. Sin embargo, esta dentro del rango de las concentraciones usualmente reportadas
para Clso de extractos de plantas de 1.75 pg/mL (Kim et al., 2005) a 50.9 £ 0.17 mg/mL
(Subramanian, Asmawi & Sadikun, 2008).
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Figura 3-21. Concentracion inhibitoria 50 del extracto etanélico de frutos de Physalis peruviana

sobre la actividad enzimatica de la alfa amilasa.
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Adicionalmente, esta diferencia puede ser debida a la variacion en el contenido de
compuestos activos inhibidores de alfa amilasa presentes en los frutos de Physalis
peruviana, con los cuales se realiz6 el extracto etandlico (la diferencia en tener un extracto
estandarizado o no), asi como en la preparacion de las muestras del extracto etandlico
(dilucion del extracto y su concentracién de compuestos activos por muestra), ya que este
presenta componentes semigrasos, los cuales pueden causar la no interaccién con la
enzima, generando asi resultados menores de inhibicion de alfa amilasa y, por lo tanto,
mayores de Clso (Baena Aristizabal, 2015; Bernal, 2016; Medina, 2012; Rey, 2013). Este
menor valor de inhibicién sobre la alfa amilasa por parte del extracto posiblemente podria
disminuir los efectos adversos (flatulencias, meteorismo y diarrea) en comparacién con la
accion de la acarbosa (Bischoff, 1994; Rey, 2013).

Retomando lo dicho, el porcentaje de inhibicién de la alfa amilasa en extractos de plantas
puede variar, ya que esta depende de la concentracion, composicion del extracto vegetal
y del método de extraccion, ademas que la actividad inhibitoria frente a la alfa amilasa
puede ser debida a sinergismos de los componentes. Por lo tanto, no es posible hacer una
comparacion directa de la posible dosis o concentracion minima efectiva del extracto frente

a la acarbosa, ya que este es un compuesto especifico, con estructura definida, mientras
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el extracto es un sistema multicomponente. Sin embargo, este farmaco se utiliza
generalmente como control positivo del bioensayo de inhibicion de alfa amilasa (Rey,
2013).

Los resultados obtenidos del extracto etanélico de Physalis peruviana a una concentracion
de 15 mg/mL presentan un porcentaje de inhibicion del "95 %, el cual es cercano al
porcentaje de inhibicibn de la alfa amilasa de la acarbosa, "96 %, por lo cual esta
concentracion del extracto fue la escogida para la elaboracion de las NPs-Pp, que equivale
a aproximadamente 500 microgramos de acarbosa. Esta concentracion, esta respaldada
por un estudio previo, segun (Baena Aristizabal, 2015), en el que se obtienen mejores
resultados de encapsulacion, por supuesto para el sistema estudiado.

Con base en lo anterior, se confirm6 que el extracto etandlico de frutos de Physalis
peruviana posee actividad inhibitoria frente a la alfa amilasa, comparandola con un control
positivo de acarbosa y un blanco de liberacion de las NPs vacias. Basados en estos
resultados, se quiso evaluar la actividad del extracto durante el proceso de liberacion a
partir de las diferentes NPs-Pp. En la Figura 3-22 se presenta el comportamiento de la
liberacion del extracto presente en un 1 mg de NPs-Pp; en esta se observa que todas las
muestras estudiadas posiblemente mantienen un porcentaje de inhibicion de alfa amilasa
dentro de un rango de 13 a 58 %. En comparacion con lo reportado por (Narkhede et al.,
2012), los porcentajes de inhibicion inferiores a 29 % corresponderian a una concentracion
de acarbosa menor a 5 pg/mL. Como se puede ver en la Tabla 3-3, los rangos de inhibicién
de 29-53 % de inhibicién de alfa amilasa podrian corresponder a un rango de concentracion

de la acarbosa de 5-60 ug/mL.

Tabla 3-3. Valores de concentracién de acarbosa y su correspondiente inhibicion de alfa amilasa.

Concentracion de acarbosa Inhibicion de alfa amilasa (%)
(Hg/mL)
5 29.1
10 325
20 37.7
30 43.5
40 45.2
50 48.2
60 52.6

Nota: Tabla adaptada de (Narkhede et al., 2012)



Capitulo 3 95

En otras palabras, la inclusién del extracto en un sistema nanoparticulado posiblemente no
afecta su actividad, de manera similar a lo demostrado para otros sistemas en estudios
realizados al interior del grupo de investigacion con este mismo extracto (Baena Aristizabal,
2015; Rodriguez Bernal, Linck, Castellanos, Ramos & Baena, 2019). Esto también abre la
posibilidad de a futuro contar con un fitoterapéutico que pueda ser coadyuvante en el
tratamiento de la diabetes, mediante el mecanismo ya establecido (Baena Aristizabal,
2015; Bernal, 2016; Rey, 2013).

Figura 3-22. Evaluacién de la liberacién del extracto etandlico de frutos de Physalis peruviana de

las diferentes NPs-Pp
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Evaluacion de la liberacion del extracto etandlico de frutos de Physalis peruviana de las diferentes
NPs-Pp mediante la evaluacién de la inhibicion de la actividad enzimética de la alfa amilasa. Los
resultados se expresan como la media + S.D (n=3). IA: inhibicion de alfa amilasa, NP:
Nanoparticulas que contienen el extracto. IA NP PVA: NP mPEG-b-PCL -2 % PVA, IA NP 0.01: NP
MPEG-b-PCL~46 KDa- 0.01 % mPEG-b-PCL 8 KDa, IA NP 0.03: NP mPEG-b-PCL ~46 KDa- 0.03
% mPEG-b-PCL 8 KDa, IA NP 0.05: NP mPEG-b-PCL ~46 KDa- 0.05 % mPEG-b-PCL 8 KDa, IA
NP 0.1: NP mPEG-b-PCL ~46 KDa-0.1 % mPEG-b-PCL 8 KDa). Fuente: Elaboracion propia.
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De acuerdo con lo explicado en la metodologia, se decidié también evaluar la cantidad de
azucares reductores presentes en el medio de liberacion procedentes del extracto,
utilizando como blanco lo liberado de las NPs vacias, por medio de reactivo de Fehling
(cuyos resultados se muestran en la Figura 3-23), en los que se evidencia que
posiblemente para la mayoria de las NPs-Pp hay un aumento progresivo de la
concentracion de azucares reductores en funcion del tiempo. Es de aclarar que la
concentracion de azucares reductores en los muestreos iniciales no fue suficiente para ser
detectados, en comparacion con las muestras en las que habia transcurrido mas tiempo.
Es asi como para un analisis mas cuantitativo se hacen necesarias metodologias y equipos
mas sensibles para este tipo de sustancias. A continuacion, se presenta el andlisis junto
con los resultados de la actividad in vitro.

Figura 3-23. Cantidad acumulada de azUcares reductores de las de NPs-Pp
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Cantidad acumulada de azuUcares reductores en pg procedentes del extracto etandlico de
Physalis peruviana, evaluada en las muestras de NPs-Pp con diferentes estabilizantes una vez
liberado el extracto. (AR) Azucares reductores acumulados, (NP) nanoparticulas, PEG-PCL indica

el estabilizante usado de mPEG-b-PCL de 8 KDa. Fuente: Elaboracion propia.

Las NPs-Pp de 0.01 % son las que muestran un mayor incremento de azucares reductores
en funcion del tiempo y ademas corresponden a los mayores porcentajes de inhibicién alfa

amilasa con un rango aproximado de 30 a 58 % (Figuras 3-22 y 3-23). Esto puede ser
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debido a que el extracto y, por lo tanto, sus azlcares reductores estan adsorbidos en la
superficie de la NPs-Pp, liberandose mas rapidamente y generando una concentracion
detectable en el medio aceptor; adicionalmente, estas NPs-Pp fueron las que tuvieron un
tamano de particula menor, por consiguiente una mayor area superficial; esto implica que
al tenerse una superficie expuesta mayor, se tenga una mas alta presencia de extracto
adsorbido en la superficie, en comparacion con los otros sistemas. Por otro lado, la
liberacion rapida podria estar asociada a que estas NPs-Pp estan perdiendo polimero de

su estructura, es decir, se podrian estar erosionando.

Los resultados correspondientes a las NPs-Pp de mPEG-b-PCL 8 KDa al 0.03 y 0.05%
(Figuras 3-22 y 3-23) ilustran un aumento progresivo de la actividad in vitro, que
corresponde con el aumento de la concentracion de azucares reductores. Las NPs-Pp al
0.1 % (Figuras 3-22 y 3-23) presentan una menor cantidad de azucares reductores a las
72 h, en comparaciéon de los otros sistemas; a las 8 h y 24 h no hay aparentemente
azucares reductores detectables. Frente a la evaluacion de la actividad in vitro, estas NPs-
Pp mostraron un menor porcentaje de inhibicién frente a la alfa amilasa con un rango
aproximado de 19-25 %, en comparacion con las deméas NPs-Pp dando un indicio de una
liberacion mas lenta. Esto podria estar asociado a un mayor atrapamiento del extracto en
la estructura de la nanoparticula. Es importante resaltar que el efecto del extracto liberado
de las NPs-Pp sobre la actividad de la enzima alfa amilasa a las 3 h es el que presenta un
mayor porcentaje de inhibicidn, aproximadamente 24% en comparacién con las demas
NPs-Pp, lo que posiblemente sea debido a un efecto rafaga (burst) por desorcion del
extracto de la superficie. Las NPs-Pp con PVA (Figuras 3-22 y 3-23) tienen un efecto de
inhibicién sobre la alfa amilasa en un rango de 13% a 35%, al igual que las NPs-Pp de 0.1

%, posiblemente el extracto se esté liberando mas lentamente.

El control de la liberaciéon cambia dependiendo de la concentracién del estabilizante, lo que
concuerda con los resultados sobre la variacion de la Tm y la entalpia de las diferentes
nanoparticulas. El andlisis de resultados realizado, podrian dar un indicio de la distribucion
del extracto en este tipo de NPs-Pp; el extracto estaria adsorbido en la superficie y
presente en el nlcleo de estas, asociado a los valores de actividad inhibitoria logrados a
cortos tiempos, posiblemente por la desorcion del extracto, y a la liberacion continua en el

tiempo.
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La actividad in vitro del extracto etandlico de Physalis peruviana se mantiene una vez
liberado de los diferentes sistemas, lo que esta acorde con lo reportado para el extracto
solo y el extracto en una forma farmacéutica (Baena Aristizabal, 2015; Bernal, 2016; Mora,
Aragon, & Ospina, 2010; Rey, 2013).

Con base en los resultados obtenidos, se considera que el extracto liberado de las
diferentes NPs-Pp mantiene su actividad de inhibicion de alfa amilasa comparado con los
resultados de acarbosa reportados (Narkhede et al., 2012), y con los rangos de porcentajes
conocidos para extractos de plantas, correspondientes al extracto sélo y no a lo liberado a
partir de un sistema farmacéutico, lo que lo hace mas complejo. Segun (Silva Pinto et al.,
2009) se obtienen resultados de aproximadamente 12 % de inhibicién de alfa amilasa 'y 50
% de inhibicion de glucosidasa para una concentracion de 50 mg/mL de un extracto de
frutos de extracto de Physalis peruviana al 12 % de etanol; (Kidane et al., 2018) reportan
un porcentaje de inhibicion de la alfa amilasa del 25 + 2 % con una concentracion de 0.5
mg/dL de un extracto etandlico de M. bengalensis; (Nair, Kavrekar & Mishra, 2013) reportan
un Clso sobre la actividad enziméatica de la alfa amilasa para los extractos metandlicos de
Cinnamomum zeylanicum de 130.55 pg / mL, Artocarpus altilis de 118.88 ug / mL, Betel
de Piper de 84.63 pg/mL y para Artocarpus heterophyllus de 70.58 ug/mL.; (Kazeem,
Adamson & Ogunwande, 2013) reportan una ICso de 2.30 mg/mL para un extracto acuoso

de Morinda lucida.

3.4. Conclusiones

e Se logré la elaboracibn de un sistema nanoestructurado (nanoparticulas
poliméricas) con un copolimero de m-PEG-b-PCL, por el método DESEm,
encapsulando un extracto etandlico de frutos de Physalis peruviana, empleando

una metodologia previamente establecida.

e La caracterizacion de las NPs-Pp confirman la obtenciébn de nanoparticulas
esféricas, mediante DLS y TEM, con tamafios, en su mayoria superiores a los de

las nanoparticulas vacias.
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e Se establecié que el extracto de Physalis peruviana, queda incluido dentro del

sistema nanopatrticulado de acuerdo con los analisis realizados por IR, DSC y RMN.

¢ El comportamiento de liberacion demostro la influencia del agente estabilizante en
la velocidad a la que se da este proceso y se sustento la posibilidad de que parte
del extracto se encuentre adsorbido a la superficie de los sistemas.

e Se demostro que el extracto etandlico de frutos de Physalis peruviana mantenia
porcentajes de inhibicion sobre la enzima alfa amilasa una vez liberado de las

nanoparticulas.
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Conclusiones generales

Fue posible obtener NPs vacias y cargadas con un extracto etandlico de frutos de
Physalis peruviana por medio de una metodologia DESEm, empleando como
estabilizantes mPEG-b-PCL 8 KDa (0.01, 0.03, 0.05, 0.1 %) y PVA 2%, con
tamafos que oscilaron entre 150 y 250 nm, de forma esférica, con una potencial {

gue va desde aproximadamente de -10 a — 23 mV y una dispersién inferior a 0.281.

Los resultados sugieren que el extracto etandlico de Physalis peruviana cargado
en las NPs-Pp al ser liberado generan un aumento progresivo de los azucares
reductores liberados que corresponden con un aumento del porcentaje de

inhibicion de la alfa amilasa evaluada in vitro.

Los resultados de esta tesis contribuyen al desarrollo de una futura formulacién de
un extracto de frutos de Physalis peruviana, en un sistema nanoestructurado, con

posible inhibicién de la alfa amilasa in vitro.
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Recomendaciones

e Para la trazabilidad de sistemas complejos, como lo son nanoparticulas cargadas
con extractos vegetales, se recomienda tener una metodologia facil, accesible y un
marcador analitico ya estudiado, que permita la correlaciébn y cuantificacion
adecuada del mismo, tanto en el extracto etandlico como en las NPs, ya que sin

este se dificulta el analisis de este tipo de sistemas.

e Para poder correlacionar la concentracién del extracto con respecto a su actividad
inhibitoria se hace necesario contar con metodologias analiticas mas sensibles,

que permitan la trazabilidad del extracto y de su concentracion.

e Se recomienda realizar ensayos de degradacion y estabilidad de las NPs
copoliméricas y asegurar que ningun producto de descomposicién este generando
falsos resultados.

e Se recomienda estudiar las condiciones de elaboracion de las nanoparticulas como
concentracion de la sustancia activa, copolimero, estabilizante y velocidad y tiempo
de emulsificaciébn 2, que permitan mejorar las caracteristicas de los sistemas

nanoestructurados a elaborar.
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ANEXOS

Mavan
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A.Anexo:

Resumen general

de varias metodologias

recopilando ventajas, desventajas, y principios activos
a encapsular

Este anexo esta basado en (Crucho & Barros, 2017; Mora-Huertas et al., 2010; Vauthier &

Bouchemal, 2009).

Tabla Anexo A-1. Resumen general de varias metodologias recopilando ventajas, desventajas, y

principios activos a encapsular.

Método de preparacion

Ventajas

Desventajas

Gelificacién de las gotas de emulsién

. Posibilidad de utilizar macromoléculas
naturales, hidrofilicas y biocompatibles.

Limitado a la encapsulacion de farmacos
hidrofilicos.

Didlisis e  Método simple y comun. e El gran volumen del medio de dialisis podria
provocar una liberacién prematura de la carga
de las nanoparticulas debido a la larga duracion
del proceso.

Doble emulsion- evaporacién de | e  Proporciona una ventaja de encapsulacion | e  Particulas grandes y no  uniformes

disolvente de activos hidrdfilos e hidréfobos. (polidispersas).

Proceso de dos pasos.

La fuga del activo hidrofilico en la fase acuosa
externa.

Dificil de escalar.

Emulsificacion -difusion del solvente

e Permite la incorporacion de farmacos
termosensibles.

e  Reduce el tamafio de particula medio y la

distribucién de tamafio estrecho.

Buena reproducibilidad de lote a lote.

Mayor atrapamiento de farmacos lipofilicos.

Proceso de escalado facil.

Uso de solventes no toxicos.

Se requiere concentracion de formulacion final.
Posibles residuos de disolventes organicos en la
formulacion final.

Poca encapsulacién de farmacos hidrofilicos.
Se requiere un tiempo mas prolongado de
agitacion en emulsion.

Fugas de farmacos solubles en agua en la fase
externa acuosa saturada.

Requieren un mayor volumen de agua para la
formacién de nanoparticulas.

Emulsién simple- evaporacion de | e Proporciona un alto atrapamiento de | e Atrapamiento de farmacos hidrofilicos es pobre.
disolvente activos IiE)ofl'Iicos. ) . Es Qiﬁcil escalar. _ )

. El tamafio de las particulas se puede | e Posible coalescencia de las nanogoticulas
ajustar cambiando la velocidad de durante el proceso de evaporacion.
homogeneizacion, la  cantidad de
estabilizador, la viscosidad de las fases
orgénica y acuosa.

Formacion de complejos | e Facil de lograr de acuerdo con la naturaleza | e Necesidad de optimizar la relacion entre

polielectrolitos

del polielectrolito utilizado en exceso.
e Se pueden sintetizar nanoparticulas con
carga positiva o negativa.

moléculas cargadas negativa y positivamente.

Formacién de nanoparticulas a partir

de nanogeles neutros

. Método libre de solvente
liberacion controlada del farmaco.

organico

No es aplicable a farmacos hidrofilicos.
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Tabla Anexo A-1. (Continuacién)

Método de preparacion

Ventajas

Desventajas

Homogeneizacion de alta presion

(caliente y fria)

. Buena reproducibilidad.

e  Homogeneizacion bien
tecnologia a gran escala.

e  Método libre de solvente organico.

establecida

Proceso de alta temperatura.

Alta energia de entrada.

Se requiere equipo complejo.

Posible degradacion de los componentes
causada por la homogeneizacion a alta presion.

Método de coacervacion

e Permite la incorporacion de farmacos
termosensibles.

e  Econdmico para  aplicaciones de
laboratorio e industriales.

e Posibilidad de controlar la forma y el
tamafio por las condiciones de reaccién.

Posible degradacién de los componentes en
condiciones &cidas.

Método de inyeccién de solvente

e  Facil de manejar.
e  produccion rapida.

Posibles residuos de disolventes organicos en la
formulacion final.

Método de temperatura de inversion de

fase

e  Meétodo libre de solvente organico.
e  Meétodo que no consume energia.
e  F&cil de escalar.

No es adecuado para moléculas termosensibles
como péptidos o proteinas.

Nanoparticulas obtenidas usando

molino coloidal

. Produccién de emulsiones bien
caracterizadas.
. Tamafio uniforme.

Facil de escalar.

Alta energia para el proceso de emulsificacion.

Nanoprecipitacion

Simple y rapido.

Utiliza solventes no altamente toxicos.
Alta reproducibilidad por lotes.

No requiere alto esfuerzo de corte.
Particulas monodispersas.

Mayormente limitado a encapsulaciéon activa
hidrofébica.

El tamafio de las nanoparticulas depende
principalmente de la concentracion del polimero.

Polimerizacion en emulsion

e Esréapidoy escalable.

Se usan solventes y monémeros orgéanicos
téxicos.

Dificil  eliminar ~ monémeros  residuales,
iniciadores y surfactantes del producto final.

Procedimientos de un paso: métodos

basados en la gelificacion i6nica

e  Método libre de solvente organico.

e Posibilidad de controlar la liberacion de un
farmaco encapsulado en las nanoparticulas
ante la accion de un pH o un estimulo de
variacién de la concentracion iénica.

Posible desintegracion de particulas debido a la
debilidad de las interacciones iénicas

Salting out

e No se requiere un alto esfuerzo de corte.

e Aplicable a medicamentos sensibles al
calor.

e Alta eficiencia de carga para drogas
lipofilicas.

e  Escalar facilmente.

e  Alta reproducibilidad.

Paso de lavado extenso de nanoparticulas.
Exclusivamente aplicable solo a farmacos
lipofilicos.

Posible incompatibilidad entre las sales y los
farmacos.

La purificacion es necesaria para eliminar
electrolitos.

Técnica de microemulsion

e Reduce el tamafio medio de particula y la
estrecha distribucion del tamafio.

Método libre de solvente organico.

Sin proceso de consumo de energia.

F&cil de escalar.

Alta concentracion de surfactantes y co-
tensoactivos.
Se requiere concentracion de formulacion final.

Tecnologia por fluidos supercriticos

Son wuna alternativa. usan tecnologia
ecologica, facil y reproducible escalar, buen
control de la homogeneidad estructural y la
produccion de nanomedicina de alta
pureza.

Requiere una gran inversién para equipos de
alta presion.
La mayoria de los polimeros presentan poca
solubilidad o incluso no solubilidad en fluidos
supercriticos.
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Tabla Anexo A-1. (Continuacion)

Método de preparacion Ventajas Desventajas

Reacciones de policondensacion | «  Bajas concentraciones de surfactantes. e Limitado a la encapsulacién de farmacos
e  Modulacion del grosor de la nanocépsula lipofilicas.

interfaciales . P . e .
variando la concentracion de monémero. . la purificacion es necesaria.
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B.Anexo: Procedimiento para la elaboracién de las

diferentes fases organicas y acuosas para la
elaboracion de las nanoparticulas

FASE ACUOSA (W1)

FASE ACUOSA W1-PP

Se pes6 750.5 mg del extracto etandlico de Physalis peruviana, los cuales fueron
adicionados gota a gota con Ultra-Turrax® a 13 000 rpm por 4 min en 50 mL de
agua desionizada para obtener una fase acuosa homogénea del extracto con una

concentracion final de 15 mg/mL.

FASE ACUOSA 2 (W2)

PVA 2 % (100 mL)
Para realizar una solucion madre de PVA 2 %, se pesé 2000 mg, los cuales se
disolvieron en agua desionizada con agitacion magnética a 300 rpm y fueron

llevados a un volumen final de balén de 100 mL.

MPEG-b-PCL 0.1 % (300 mL)

Se pesaron 100 mg de mPEG-b-PCL 8 KDa, los cuales se disolvieron en 4 mL de
diclorometano y fueron adicionados en agua desionizada gota a gota con Ultra-
Turrax® hasta un volumen final de 100 mL a 13 000 rpm por 4 min, y dejando en
agitacion por 24 h a 300 rpm para asegurar la evaporaciéon del DCM. Se repitio el

mismo procedimiento 3 veces para obtener 300 mL.

mPEG-b-PCL 0.05 % (300 mL)

Se pesaron 50 mg de mPEG-b-PCL 8 KDa, los cuales se disolvieron en 4 mL de
diclorometano y fueron adicionados en agua desionizada gota a gota con Ultra-
Turrax® hasta un volumen final de 100 mL a 13 000 rpm por 4 min, y dejando en
agitacion por 24 h a 300 rpm para asegurar la evaporacion del DCM, y se repiti6 el

mismo procedimiento 3 veces para obtener 300 mL.
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mMPEG-b-PCL 0.03 % (300 mL)

Se pesaron 30 mg de mPEG-b-PCL 8 KDa, los cuales se disolvieron en 4 mL de
diclorometano y fueron adicionados en agua desionizada gota a gota con Ultra-
Turrax® hasta un volumen final de 100 mL a 13 000 rpm por 4 min y dejando en
agitacion por 24 h a 300 rpm para asegurar la evaporacién del DCM. Se repiti6 el

mismo procedimiento 3 veces para obtener 300 mL.

mPEG-b-PCL 0.01 % (300 mL)

Se pesaron 10 mg de mPEG-b-PCL 8 KDa, los cuales se disolvieron en 4 mL de
diclorometano y fueron adicionados en agua desionizada gota a gota con Ultra-
Turrax®, hasta un volumen final de 100 mL a 13 000 rpm por 4 min y dejando en
agitacion por 24 h a 300 rpm para asegurar la evaporaciéon del DCM, Se repitio el
mismo procedimiento 3 veces para obtener 300 mL.

FASE ORGANICA (O)

Para realizar una solucién madre de mPEG-b-PCL aproximadamente ~46 KDa se
pes6 1000 mg, los cuales se disolvieron en diclorometano y fueron llevados a un
volumen final de balén de 100 mL para obtener una concentracion final de 10

mg/mL.
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C.Anexo: Datos, procedimientos metodologias y demas
respecto al extracto etandlico estandarizado de frutos

de Physalis peruviana.

Figura Anexo C-1. Figura Cambios de color del fruto de Physalis peruviana L. segin el estado de

Madurez.

Verde Pintona Madura

Fuente: Tomada de (Baena Aristizabal, 2015).
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Figura Anexo C-2. Etapas involucradas en el proceso de obtencién del extracto etandlico de frutos

de Physalis peruviana

Seleccion y lavado de Licuado frutos Secado frutos
frutos

Concentracion

Fuente: Tomada de (Baena Aristizabal, 2015).
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D.Anexo: Protocolo para evaluar la inhibicién de alfa
amilasa

Para el correspondiente ensayo se utiliza: solucion Buffer de Tris-HCI (0.05M, pH 6.9) que
contiene cloruro de calcio 0.01 M, solucion de enzima alfa amilasa de 2.11 U.l/mL, solucién
del sustrato almidén azul de 10 mg/mL, y como control positivo inhibidor se utiliza la
acarbosa (774.5 uM). El procedimiento para la elaboracion de las anteriores soluciones y
del ensayo es el siguiente. En primer lugar, se describe la elaboraciéon de cada una de las
soluciones como se ve a continuacion, seguido de los pasos generales para la realizacion
del ensayo. Se sigui6 el mismo protocolo establecido por (Rey, 2013) para poder ejecutar

la evaluacion del efecto de una sustancia sobre la inhibicion de la enzima alfa amilasa:

Para este se pesan 21 g de Trizma Base (Sigma/Aldrich) y 4.4 g de CaCl2 anhidro; se
diluyen con un litro de agua destilada, para obtener una solucion de 0.2 M de Tris, que
contiene 0.04 M de CaCl2. Aparte se prepara una solucion de acido clorhidrico 0.01 M,
para el cual se toma 1 mL de una solucion de &cido clorhidrico 1 M y se lleva a volumen
final de 100 mL. Seguido de esto, a 50 mL de la solucién de Tris 0.2 M, que contiene CaCl2
0.04 M, se le agrega acido clorhidrico 0.01 M hasta obtener pH 6.9 y se lleva a un volumen
final de 200 mL con agua destilada para obtener un buffer de Tris-HCI (0.05 M pH 6.9) que
contiene CaCl2 0.01 M (Rey, 2013).

Enzima: se deben pesar 15 mg de amilasa porcina pancreatica Sigma A3170 y diluir en 1
mL del buffer; teniendo en cuenta que el producto contenia 22 Ul/mg de sélido equivaliendo
a 330 Ul/mL; con base en esto, para obtener una concentracioén de 2 Ul/mL, se toman 6uL
de 330 Ul/mL que se llevan a 1 mL para obtener la concentracion deseada de 2 Ul/mL
(Rey, 2013).

Sustrato: pesar 15 mg de almidén azul Sigma S7776, los cuales se suspenden en 1 mL
del buffer Tris-HCI 0.05M pH 6.9; para obtener una concentracién de 10mg/mL se debe
tomar 267 uL de la solucion de 15 mg/mL a un volumen de 0.4 mL para obtener la

concentracion deseada (Rey, 2013).
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Tabla Anexo D-1. Procedimiento para la determinacion de inhibicion de alfa amilasa

Llevar a ebullicion (100°C) 200ul de almidén azul (10mg/mL) por 5 min

Incubar a 37°C por 5 minutos

Blanco del Control (100% actividad Blanco dela Patrén o

Reactivos control enzimatica) muestra Muestra
Sustrato 200 pL 200 L 200 pL 200 uL
Alfa amilasa - 100 uL - 100 uL
Muestra - - 200 uL 200 uL

Buffer de Tris- 200 pL 200 pL -

HCI (0,05M, pH
6.9) que contiene

CaCl2 0,01M 100 pL - 100 yL -

Mezclar agitando vigorosamente
Incubar a 37°C por 60min
Centrifugar a 3000 rpm por 5 min a 4°C
Medir Absorbancia a 100 yL del sobrenadante a 595nm

Variables fijas: temperatura, concentracion de la enzima, concentraciéon de sustrato. Variables para
determinar, concentracion inhibitoria 50. Nota: elaborada a partir de (Bernal, 2016; Rey, 2013).

Para llevar a cabo el protocolo se tom6 200 uL del sustrato, los cuales fueron llevados a
ebullicién (100 °C) por 5 min y posteriormente se incubaron a 37 °C por 5 minutos. Seguido
de esto se agreg6 200 L del inhibidor y 100 uL de solucién de alfa amilasa 2 U.I/mL. La
reaccion fue llevada a cabo a 37 °C por 10 min. La mezcla de reaccion fue centrifugada a
3000 rpm por 5 min a 4 °C. A 100 uL del sobrenadante, se le midié una absorbancia a 595

nm, utilizando un espectrofotometro (Rey, 2013).

Las ultimas 3 columnas de la placa se destinan para el blanco, en el cual se colocaban
todos los reactivos, excepto la enzima. Para la Gltima fila de la placa no se colocé inhibidor,
definiendo este sistema como el 100 % de actividad enzimatica. La inhibicién de la alfa

amilasa fue calculada de la siguiente forma (Rey, 2013):

(Ac—Ab)—(Am—Ab)

% Inhibicion PPA = Ao—AD)

* 100 (Hansawasdi et al., 2000)
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Donde A.es la absorbancia del 100 % de la actividad enzimatica (solo el vehiculo con la

enzima), Am la muestra (con la enzima), Ag el blanco (vehiculo sin la enzima).

E. Anexo: pruebas preliminares nanoparticulas
procedimientos

Una vez escogida la metodologia DESEm para la elaboracion de las NPs, fue necesario
asegurar gue esta metodologia permitia encapsular sustancias activas con los materiales
de partida escogidos, dando un indicio de como seria el comportamiento de la fase
organica con el volumen de fase acuosa escogida, y de los tamafios de particulas
obtenidos; ademas que estas pruebas preliminares permitieron establecer si se estaba
cargando 0 no una sustancia activa de una manera répida y facil, puesto que las
metodologias cualitativas o cuantitativas tanto para el azul de metileno como para la

glucosa son de facil acceso.

En primer lugar, las pruebas preliminares se hicieron con un colorante como el azul de
metileno pues tanto visualmente como al verificar por espectroscopia UV-VIS permitian
obtener informacién importante, y asi saber si efectivamente estaba siendo cargado en las
NPs. Posterior a esto se decidi6 estudiar una sustancia que se acercara a algun
componente del extracto, pues como se sabe el extracto etandlico tiene un contenido de
azucares de 19 % (Bernal, 2016). Por eso se decidié hacer NPs cargadas con glucosa, lo

cual también permitia una metodologia de facil acceso y rapida confirmacion.
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Nanoparticulas con Azul de metileno

Emulsién secundaria

Emulsién primaria. W1/O

Inicio 'y g
Polimero-(5-10% FO) 0.5 % 0.1 %
Estabilizante -(5-7% FO) PVA C1 %j;

vol. 15

9500 rpm/1-3 min

DCM, Acetona (1,5-5 mL)

Agua desionizada (0.15-0,5 mL)

relacién fase acuosa wl / fase organica 1/10,

PVA (1-5%) ,4 min
Se usa 2-5mL de agua

relacion fase acuosa w1 / fase orgdnica 1/10,
13.000 -25.000 rpm

NO

Tamafio 150-450 nm

Se obtuvo

Caracterizacién tamafia y forma

Separacion de las particulas

Centrifugacion, ultra centrifugacion

Si se obtienen

realizar

método con
el PA modelo

nano particulas

N

Concentracion de la solucién de
nanoparticulas

Evaporacion del solvente organico hasta un
volumen de100 mL

Azul de metileno 2.5-20 mg/ml

——>
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Nanoparticulas con Glucosa

Emulsién secundaria

@ _ Emulsién primaria. W1/0
Polimero-(5-10% FO) 0.5 % 0.1 %
Estabilizante -(5-7% FO) C 1 %;

vol. 15
9500 rpm/1-3 min;11600 rpm/4 min
DCM, Acetona (1,5-5 mL)

relacion fase acuosa w1 / fase organica 1/10,

Glucosa/Etanol 15mg/mL (0.15-0,5 mL)

PVA (1-5%) ,4 min
Se usa 2-5mL de agua

relacion fase acuosa w1 / fase orgénica 1/10,
> | 13.000-25.000 rpm

NO

Tamafio 150-450 nm

Se obtuvo

Caracterizacidn tamafia y forma

nano particulas

Separacion de las particulas

Si se obtienen
realizar
método con
el PA modelo

N

Centrifugacion, ultra centrifugacion | $———

Concentracion de la solucién de
nanoparticulas

Evaporacién del solvente organico hasta un
volumen de100 mL

Glucosa por DNS
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F. Prueba Tukey para NPs

Los resultados de la prueba de Tukey se presentan para las siguientes NPs 2% PVA (A),
0.01 % mPEG-b-PCL 8 KDa (B), 0.03 % mPEG-b-PCL 8 KDa (C), 0.05 % mPEG-b-PCL 8
KDa (D), 0.1 % mPEG-b-PCL 8 KDa (E).

Figura Anexo F-1. Prueba de Tukey para las NPs cargadas con Physalis peruviana para

los resultados de tamafio de particula.

95% family—wise confidence level

E-D D-C D-B E-A C-A

I T T ] — T —
-80 —-60 -40 -20 0 20 40

Differences in mean levels of stabilizers in size
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Figura Anexo F-2. Prueba de Tukey para las NPs cargadas con Physalis peruviana para

los resultados de indice de polidispersidad.

95% family—wise confidence level

E-D D-C D-B E-A C-A

I I I I I
-15 -10 -5 0] 5 10

Differences in mean levels of stabilizers in PdlI

Figura Anexo F-3. Prueba de Tukey para las NPs cargadas con Physalis peruviana para los

resultados de potencial .

95% family-wise confidence level

E-D D-C D-B E-A C-A

I r — — T
-0.2 -0.1 0.0 0.1 0.2

Differences in mean levels of stabilizers in ZP
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G.Anexo: size distribution and correlation

Las gréficas muestran distribuciones unimodales, permitiendo obtener el tamafio promedio

de las particulas.

NP PEG-PCL-2% PVA-PP R1.R2, R3

NP PEG-PCL- 0.01 % PEG-PCL-PP R1,R2, R3

e Db by st

A i
7 L 1 \

NP PEG-PCL- 0.05 % PEG-PCL-PP R1,R2, R3

A | | —“\

o et Data

sy
75 o1l
LY s o4]
2 7R g ¥ % o2l
ki T g 1 £ ol
£ i % g4 ol
tt ! W o o]
p— e | % I . N S—

o | ) o W i o ; . 00 oo 1o o1 o o000 Toano0s00

N e o SN o | \ P NS S N S—

NP PEG-PCL- 0.03 % PEG-PCL-PP R1,R2, R3

A i "
i N\ i 1+
& \ "
S A - 2} |
ELW

aaf
o
Bt 1 o o1}
W N T \ : CR—
Szefd o) S — s [

NP PEG-PCL- 0.1 % PEG-PCL-PP R1,R2, R3

See Dsttubon by sy f— Frw Coneiuton Duta
==

14y ! y

N 2l |

A ! |

A %l

N £ 5

\ £ 4 i
L = 4 \

2
o
o o



Bibliografia 118

H.Anexo: Termograma por DSC del extracto etandlico de
frutos de Physalis peruviana

Figura Anexo H-1. Termograma por DSC del extracto etandlico de frutos de Physalis peruviana
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[. Anexo: Protocolo de evaluacién de azlUcares
reductores

Para la evaluar los azlcares reductores el protocolo seguido por el miembro del grupo de
investigacion de macromoléculas tiene como base de referencia los siguientes
documentos: official Methods of Analysis, AOAC, método n.° 968.28; official Methods of
Analysis, AOAC, método n.° 923.09; official Methods of Analysis, AOAC, método n.°
920.175. Esta identificacion o evaluacion se basa en que los monosacéridos y algunos
disacéridos (lactosa y maltosa) contienen un grupo aldehido o cetona libre, por lo cual
actian como agentes reductores. Las disoluciones de disacéaridos no reductores, como la
sacarosa, rinden monosacaridos por hidrélisis acida, por un tratamiento adecuado se
convierten en reductoras. Todos los métodos habituales antiguos de determinacién
guimica de hexosas y disacaridos estan basados en el hecho de que las disoluciones
neutras de estos azUcares (con o sin previa hidrélisis &cida) reducen las disoluciones
alcalinas de las sales de los metales pesados; tal reaccién es la que tiene lugar entre las
disoluciones de azucares y la de Fehling (AOAC, 2005).

Materiales y equipos utilizados

Para este tipo de identificaciones se utiliza papel filtro Whatman n.° 40, Erlenmeyer de 250
mL, bureta digital de 25 ml, probetas de 250 y 25 ml, filtro fibra de vidrio 0.45 um, vaso de
precipitados de 100 y 50 ml, pipetas aforadas de 1 ml, 5 ml y 10 ml, balones aforados de
50 ml, 100 ml, 500ml y 1000 ml, vasos de precipitados de 250 ml, plancha de calentamiento
con agitacion (AOAC, 2005).

Materiales
Para el procedimiento de azlcares reductores se usa azul de metileno, sulfato de cobre
pentahidratado, tartrato de sodio y potasio, sacarosa, grado reactivo, hidroxido de aluminio,
acido clorhidrico, hidréxido de sodio. La preparacion de las soluciones realizadas a partir
de los materiales anteriormente nombrados se describe a continuacién (AOAC, 2005).

e Solucidén a (Solucién de sulfato de cobre): para la cual se disuelven 34.639 g de

CuSO0s4 x 5H,0 en agua destilada, llevados a 500 mL, filtrados a través de papel de
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filtro. Se determind el contenido de cobre (Cu) de la solucion y se ajustdé a una
concentracion de 440.9 mg Cu /25 mL.

Solucién b (Solucidén de tartrato alcalino): disolver 173 g de tartrato de sodio y
potasio tetrahidratado (KNaC4H4Os-4H20) (sal de Rochelle) y 50 g de NaOH en
H20, se diluyo a 500 mL, se dejo reposar durante 2 dias y se filtré a través de un
filtro de fibra de vidrio (0,45 um).

Solucion de Fehling mixta: la cual se preparard mezclando volimenes iguales
(5mL o0 12,5mL) de las soluciones (a) y (b) inmediatamente antes de su uso.
Solucion de NaOH 1 M: pesar 40 g de hidréxido de sodio y diluir a 1 L con agua
destilada.

Azul de metileno 0,2 %: pesar con precision 200 mg de clorhidrato de azul de
metileno y diluir en 100 mL de agua destilada.

Hidréxido de aluminio 10 %: pesar 100 g de hidréxido de aluminio y diluir a 1 L

con agua destilada.

Determinacién del porcentaje de azlUcares totales en la muestra: al finalizar la prueba

se determina el porcentaje o la concentracién de azlcares reductores en la muestra de la

siguiente manera (Ecuacion 13):

Donde:

% Azucares totales = VT * FD 100 (Ecuacion 13)

Wwm* VTitulacion

Vu = Volumen al que se llevo la disolucién inicial de la muestra (mL).

T = Equivalencia de la solucion de Fehling A. (g)

Wy = Peso de la muestra. (g)

Vritutacisn = VOlumen de titulacion. (mL)

FD = Factor de dilucién

Nota: Si se elige otro volumen final u otro peso segun lo descrito en el anterior protocolo,

debera

hacer los correspondientes recalculos y de esa manera mantener el factor de

dilucion.
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. Anexo: Espectro FT-IR de los materiales de partida para la

sintesis del copolimero

El espectro de los materiales de partida se muestra a continuacién con respecto a la ¢-

caprolactona, PEG 2KDa en comparacién con el copolimero mPEG-b-PCL -46 KDa. Estos

espectros confirman la presencia de los principales grupos funcionales de estos. De esa
manera, se observa que el PEG de 2kDa, presenta la banda correspondiente al
estiramiento del grupo éter C-O-C a 1100 cm™, de igual manera se observan las
vibraciones debidas al estiramiento del grupo metileno -CH2 en 2865 cm™. En el espectro
del PEG-b-PCL, aparece la banda de absorcién acentuada caracteristica del estiramiento

del grupo éster (C=0) a 1726 cm-1, correspondiente a la sefial intensa del grupo carbonilo.
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